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Estudos anteriores mostraram que a [naltrexona] (NTX), um antagonista opidide ndo-
seletivo, reduz o consumo de [etanol] (ET) e impede o desenvolvimento de tolerancia
aguda ao ET em ratos. Outros estudos mostraram que as porg¢des core e shell do [nucleo
accumbens] (NAcc) s3o importantes na iniciagdo, manutengdo do consumo e
dependéncia ao ET. Neste trabalho verificou-se que injec@o sistémica de NTX impede o
desenvolvimento de [tolerdncia rapida] (TR) a incoordenag@o motora provocada por ET
em ratos, efeito que foi revertido com doses equivalentes de morfina. O bloqueio da TR
ao ET também foi verificado com a injegdo local de NTX nas porg¢des core ou shell do
NAcc, sugerindo a participagdo de receptores desta estrutura na modulacao da TR ao ET.
Para esclarecer qual o subtipo de receptor opidide envolvido no bloqueio da TR pela
NTX verificou-se o efeito da administracdo intra-NAcc de antagonistas seletivos para os
receptores -, &- e K-opidides, respectivamente [naloxonazina] (NLZ), [naltrindol] (NTD)
e [nor-binaltorfimina] (BNI). A inje¢do de NLZ nas porg¢des core ¢ shell impediu a TR ao
ET, enquanto que a injecdo de BNI na porgdo core promoveu efeitos diferenciados. A
injecdo de BNI na porgao shel, e de NTD nas porg¢des core e shell ndo afetou a TR ao ET
neste modelo. Os resultados sugerem uma modulac@o positiva do NAcc, em particular
através do receptor p-opidide, no desenvolvimento de TR ao ET em ratos.
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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que a naltrexona (NTX), um antagonista opidide
ndo-seletivo, reduz o consumo de etanol e o niimero de recaidas através do bloqueio da
liberacdo de dopamina no nucleo accumbens. Além disso, foi demonstrado que a NTX
impede o desenvolvimento de tolerancia aguda em ratos. O objetivo deste trabalho foi
verificar se a injecdo sistémica ou intra-accumbens de NTX ou de antagonistas seletivos
para os receptores p-, O- ¢ K-opidides, respectivamente naloxonazina (NLZ), naltrindol
(NTD) e nor-binaltorfimina (BNI), bloqueiam a tolerancia rapida ao etanol em ratos.

Grupos de Ratos Wistar receberam inje¢ao sistémica de NTX (0,1; 0,3; 0,6; 1 e 3
mg/kg i.p.) ou veiculo. Em seguida cada grupo foi dividido em dois grupos tratados com
etanol (2,7 g/kg, 20% p/v, i.p.) ou salina respectivamente. O prejuizo motor (angulo de
queda) foi avaliado no plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 min ap6s o tratamento. Depois
de 24 h (Dia 2) todos os animais receberam etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram novamente
avaliados no plano inclinado. Para verificar a participagdo dos receptores opidides do
nucleo accumbens ratos Wistar foram implantados com canulas direcionadas as porgoes
core ou shell do nucleo accumbens. Sete dias apos a cirurgia diferentes grupos receberam
inje¢do intra-accumbens de NTX (5-20 pg/0,3 pl), NLZ (2-4 pg/0,3 ul), NTD (2-4 pg/0,5
ul), BNI (2,5-5 pg/0,3 pl) ou veiculo (0,3 ul). Em seguida cada grupo foi dividido em dois
grupos tratados com etanol (2,7 g/kg i.p.) ou salina respectivamente. O prejuizo motor foi
avaliado como descrito anteriormente. No dia 2 todos receberam apenas etanol e foram

novamente testados.
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No Dia 1 apenas o etanol provocou prejuizo motor significativo (ANOVA de duas
vias, p < 0,05). No Dia 2 a injecdo repetida de etanol provocou reduzido prejuizo motor nos
grupos tratados com etanol+veiculo, sugerindo tolerancia. A inje¢do sistémica de 0,3 ¢ 0,6
mg/kg de NTX impediu o desenvolvimento de tolerancia, efeito que foi revertido pela co-
administracdo de morfina. A injecdo intra-accumbens de NTX na por¢do core (dose de 20
ng) e na por¢ao shell (doses de 10 e 20 pg) bloqueou a tolerancia ao etanol. A injecdo de 4
ng de NLZ nas porgdes core ou shell bloqueou a tolerancia ao etanol. A injecao de 5 pug de
BNI na porgdo core provocou redugdo do prejuizo motor nos animais tratados com
BNI+salina. As inje¢des de BNI na por¢ao shell e de NTD nas porgdes core e shell nao
afetaram a tolerancia ao élcool.

Os resultados sugerem que o sistema opidide presente no nucleo accumbens
influencia positivamente o desenvolvimento de tolerancia rapida a incoordenagdo motora
provocada por etanol. Além disso, sugerem que o receptor - esteja principalmente
envolvido no bloqueio da tolerancia pela naltrexona. O efeito diferenciado observado pela
inje¢do da BNI pode dever-se a localizagdo pré-sinaptica do receptor K-opidide no nuicleo

accumbens.
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ABSTRACT

Evidence suggests a participation of the opioid system in the control of ethanol
reinforcement and drinking. Previous findings have shown that naltrexone, an opioid
antagonist that decreases ethanol consumption in man and experimental animals, reduces
the acquisition of acute tolerance to ethanol in rats. Nevertheless, there are few data
regarding the role of opioid system in the acquisition of ethanol tolerance in brain areas
involved in the rewarding actions of ethanol. This study investigates the effects of systemic
and intra-accumbens injection of the non-selective opioid antagonist naltrexone (NTX), and
the -, &-and K-opioid antagonists respectively naloxonazine (NLZ), naltrindole (NTD) and
nor-binaltorphimine (BNI), on rapid tolerance to motor impairment caused by ethanol.

Male Wistar rats received intraperitoneal injections of naltrexone (0.1 - 3.0 mg/kg)
or microinjections into the core or shell portions of the nucleus accumbens of NTX (5 - 20
pg/0.3 pl), NLZ (2 — 4 pg/0.3 pl), NTD (2 - 4 pg/0.5 pl), BNI (2.5 — 5 pg/0.3 pl) or vehicle
before ethanol (2.7 g/kg, i.p.) or saline. The animals were tested for motor coordination on
the tilting plane apparatus at 30, 45, 60 and 75 min after ethanol or saline injections.
Tolerance was assessed 24 h later by administering the same dose of ethanol to all animals
and re-testing them on the tilting plane.

On Day 1 only rats that received ET showed motor impairment. On Day 2 control
groups that received vehicle + ethanol on Day 1 showed reduced motor impairment,
suggesting tolerance. Systemic injection of NTX (0.3 and 0.6 mg/kg) blocked rapid
tolerance to ethanol, an effect prevented by co-administration of morphine. Injection of

NTX into the core (20 pg) or shell (10 and 20 pg) blocked rapid tolerance to ethanol, as
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well as injection of NLZ (4 pug) either into the core or shell portions. Injection of BNI into
the core (5 pg) resulted in reduction of motor impairment on Day 2 in rats that not received
ethanol on Day 1. Pretreatment with BNI into the shell or NTD into either core or shell
portions did not affect tolerance to ET.

The results strength the notion that the opioid system in the nucleus accumbens may
be involved in the development of ethanol tolerance. This study also suggests that p-opioid
receptors in both core and shell, and K-opioid receptors in the core portion may play a role

in this phenomenon.
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1. INTRODUCAO

O élcool etilico ou etanol ¢ uma molécula organica derivada da fermentagdo de
acucares, composta por dois dtomos de carbono ligados a um radical hidroxila e cinco
atomos de hidrogénio. Talvez por suas propriedades farmacologicas e facilidade de
obtencao, esta seja uma das drogas mais consumidas atualmente. O uso do alcool etilico, no
entanto, remonta a tempos pré-historicos, quando as primeiras sociedades agricultoras
descobriram, provavelmente por acidente, o processo de fermentacdo e producdo de
bebidas alcodlicas (Sullivan e Hagen, 2002). Apesar da origem do consumo de alcool ter-se
perdido no tempo, muitos relatos podem ser encontrados na Biblia, na filosofia greco-
romana, em tumbas egipcias bem como em diversas outras sociedades tecnologicamente
avancadas como na China e América pré-colombiana. Tais relatos estdo freqiientemente
associados ao espiritual e religioso, e em certas sociedades (por exemplo, os Astecas) o seu
uso era restrito aos sacerdotes (Paredes, 1975).

O uso abusivo do alcool, ou seja, o consumo excessivo e prejudicial ao individuo
também ¢ conhecido hé bastante tempo, sendo inclusive citado no poema épico de Homero
“A Odisséia”, escrito por volta de 680 a.C. Apesar de fazer parte do cotidiano ocidental, o
uso exagerado do alcool ¢ desaprovado pela sociedade e um forte estigma moral ¢
freqiientemente atribuido a este comportamento. Foi apenas em meados do século XIX, no
entanto, que a dependéncia do alcool passou a ser encarada mais como problema médico do
que uma falha de carater. Magnus Huss (1848) propds a dependéncia ao alcool como uma
intoxica¢do cronica caracterizada pelo uso continuo de bebidas alcodlicas apesar do usudrio
(dependente) ter consciéncia dos maleficios causados por estas. A primeira Classificagdo

Internacional de Doengas (CID), elaborada em 1893, enquadrava o uso abusivo de drogas
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na secdo de doengas gerais; aquelas que afetam o organismo como um todo. Entretanto, foi
apenas em 1950, na 6* revisdo da CID, que o uso abusivo de substincias psicoativas passou
a ser encarado como um problema mental (Kalant, 1998).

Durante a segunda metade do séc XX diversas sociedades de psiquiatria procuraram
uma melhor forma de definir o alcoolismo ¢ suas caracteristicas, € uma nova classificacao
foi langada mais ou menos a cada dez anos. As diversas revisdes e a falta de consenso entre
estas entidades pode ser atribuida ao padrdo progressivo de alteracdes comportamentais
existentes entre o consumo nao-prejudicial e a dependéncia do alcool (National Institute on
Alcohol Abuse and Alcoholism, 1995; O’Brien, 2000;). Em 1994, a Associagdo Americana
de Psiquiatria cunhou o termo sindrome de dependéncia de substincia, englobando as
alteragcdes comportamentais, entre elas o desenvolvimento de tolerancia, em decorréncia da
falta de controle no consumo de diversas drogas, inclusive o alcool (American Psychiatric
Association - APA, DSM-IV RT, 2000). De acordo com Manual Diagnostico Estatistico
(DSM-1V) o diagnoéstico de sindrome de dependéncia de substancia é determinado pela
presenca de trés ou mais sintomas decorrentes do uso continuado de uma substincia
psicoativa durante o periodo de um ano ou mais (para uma visdo abrangente do quadro de
sintomas definido pela APA, ver tabela 4 em anexo).

A Organizagdo Mundial da Satde estima que cerca de 2 bilhdes de pessoas
consumam 4alcool em todo o mundo e, aproximadamente, 76,3 milhdes de pessoas sofram
de doencas diretamente relacionadas ao uso de alcool (por exemplo: cirrose hepdtica,
cancer da orofaringe, psicose alcodlica). Anualmente 1,8 milhdes de mortes sdo
provocadas pelo uso de bebidas alcoolicas (3,2 % do total), sendo que os acidentes ndo-

intencionais correspondem a aproximadamente um ter¢o destas mortes. A distribui¢do do
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onus social provocado pelo alcool ndo ¢ igual entre os paises; o consumo de alcool ¢ o
principal risco a satide em paises em desenvolvimento com baixo crescimento populacional
(como o Brasil, México e Argentina) e o terceiro da lista em paises desenvolvidos (WHO,
2004).

No Brasil, o I Levantamento Domiciliar Nacional sobre Uso de Drogas
Psicotrdpicas, realizado pelo Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotropicas
(CEBRID, 2002), constatou uma prevaléncia de alcoolismo em 11,2 % da populagdo. O
consumo de alcool no Brasil, apesar de elevado (5,32 L per capita por ano), ¢ inferior ao de
paises desenvolvidos como os EUA (8,51 L), Reino Unido (10,39 L), Alemanha (12,89 L)
ou Franca (13,54 L de alcool per capita por ano) (WHO, 2004).

Com relagdo a sindrome de dependéncia do 4lcool, um dos maiores
questionamentos refere-se aos mecanismos que fazem algumas pessoas tornarem-se
dependentes e outras ndo. Atualmente, a ciéncia vem empreendendo um imenso esfor¢o
visando elucidar estes mecanismos e as vulnerabilidades individuais que irdo resultar na
perda do controle da ingestdo de alcool. Algumas particularidades do alcoolismo, sob o

ponto de vista da psicofarmacologia, serdo discutidas no decorrer deste trabalho.

1.1 Farmacocinética e farmacodindmica do etanol.

Ap0s a ingestdo, o alcool ¢ rapidamente absorvido em grande parte no estdmago e
duodeno, sendo a maior parte (90 - 98%) metabolizada e o restante excretado na urina e
respiragdo sem sofrer modificacdes. A enzima alcool-desidrogenase (ADH), presente no
citossol, ¢ responsavel por cerca de 75% da biotransformagao do alcool. Esta enzima atua

oxidando o etanol a acetaldeido, utilizando NAD" como cofator. O acetaldeido, por sua vez,
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¢ oxidado a acido acético pela a¢io da aldeido-desidrogenase (ALDH), utilizando NAD"
como cofator. O acido acético, por sua vez, pode ser metabolizado a diéxido de carbono e
agua, ou utilizado na sintese de outras moléculas (Matsumoto e Fukui, 2002).

O ser humano possui até¢ 17 isoenzimas distintas de alcool-desidrogenases,
distribuidas essencialmente no figado e no estomago (Ehrig et al., 1990). Estas enzimas
variam por sua especificidade de substrato, Ky, € Vimax. Embora o etanol seja metabolizado
principalmente pelas alcool-desidrogenases, cerca de 25% do metabolismo ocorre por agao
do citocromo P-450 IIE1 no reticulo endoplasmatico. Esta via metabdlica tende a estar
aumentada no consumo cronico do alcool, e pode gerar um numero elevado de radicais
livres, moléculas altamente reativas por possuirem um par de elétrons livres (para uma
revisdo ver Lands, 1997; Lieber, 2004). Outra enzima capaz de degradar o etanol ¢ a
catalase. Embora sua funcdo ainda ndo seja bem compreendida, ¢ possivel que desempenhe
um papel importante no cérebro, onde as demais enzimas da via de degradacdo do éalcool
ndo sdo encontradas em quantidades expressivas (Correa et al., 2004; Pastor et al., 2004).

O produto imediato do élcool etilico, o acetaldeido, ¢ oxidado a 4cido acético por
uma classe de enzimas conhecidas como aldeido-desidrogenases. Embora estas enzimas
ocorram em muitos tecidos, o figado é o principal sitio de metabolismo do acetaldeido
(Lieber, 1991; Lands, 1997). Quatro isoenzimas distintas de ALDH foram purificadas do
figado humano. A isoenzima presente na mitocondria pode atuar mesmo em pequenas
quantias de acetaldeido, e ¢ a principal responsavel pela oxidagdo desta substancia (Tipton
et al., 1993). A isoforma de ALDH predominante em cada individuo pode determinar a
velocidade de metabolizacdo do acetaldeido. Uma variante da ALDH mitocondrial,

presente em cerca de 50% da populagdo asiatica, deriva de uma muta¢do de um tUnico
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aminoacido que reduz drasticamente a atividade enzimatica, provocando acumulo de
acetaldeido (Impraim et al., 1982; Goedde et al, 1985). Individuos portadores desta
isoenzima sofrem de efeitos desagraddveis decorrentes do acumulo de acetaldeido apds a
ingestao de bebidas alcoolicas (Goedde ef al., 1983; Inoue ef al., 1984).

O etanol possui um efeito depressor bem conhecido sobre o sistema nervoso central.
Em seres humanos, a sociabilidade e euforia aumentam em concentragdes sangiiineas
proximas de 50 mg/dl, em decorréncia da reducdo de um estado fisiologico de ansiedade.
(Gallate et al., 2003; Breese et al., 2005) Nesta concentragdo os individuos freqiientemente
ficam mais falantes e, em alguns casos, violentos e agressivos. Em concentragdes
sangiiineas de 50 — 100 mg/dl o efeito depressor passa a predominar, refletindo-se em
distarbios no equilibrio, concentracdo e tempo de resposta aumentado. Ataxia, fala
arrastada e prejuizo na fun¢do motora e mental, incluindo disturbios na memoria de curta
duracdo, estdo presentes em concentragdes de 100 — 150 mg/dl. Concentragdes mais altas
levam progressivamente a perda dos sentidos, coma e morte por parada respiratoria (Hunt,
1998). E importante salientar que estes efeitos ndo sdo linearmente progressivos e a
sensibilidade ao etanol pode variar muito de individuo para individuo, inclusive para efeitos
diferentes em um mesmo individuo. Em linhagens de camundongos selecionadas pelo
efeito sedativo de uma dose alta de etanol, por exemplo, ¢ possivel verificar diferencas em
outros comportamentos quando injetadas doses menores, que ndo necessariamente
correspondem a diferenca observada no efeito sedativo (Dudek e Phillips, 1990).

O etanol ¢ capaz de afetar todas as células do organismo, mas seus efeitos
comportamentais devem-se majoritariamente a agdo sobre neurénios. A atividade neuronal

pode ser afetada basicamente de trés formas: (1) perturbacdo de lipideos da membrana
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plasmatica, (2) alteracdo da fung¢do de receptores de membranas e (3) alteracdo dos
mecanismos intracelulares de transdug@o do sinal e metabolismo celular.

A capacidade de varias moléculas ndo estruturalmente relacionadas atuarem como
anestésicos gerais levou a sugestdo de que um mecanismo comum, possivelmente ao nivel
de lipideos da membrana plasmatica, pudesse estar envolvido nesse efeito. O etanol é capaz
de incorporar-se a dominios hidrofébicos da membrana, alterando sua conformagio e,
conseqiientemente, sua funcionalidade (Seemam, 1972; Tabakoff ¢ Hoffman, 1983; Hunt e
Majchrowicz, 1983). Embora a influéncia do etanol sobre as membranas celulares seja
comprovada em concentracdes altas, muitos dos estudos realizados nos anos 80 falharam
em detectar qualquer alteragdo nas concentragdes mais baixas, ou seja, aquelas que
promoviam alteracdes comportamentais in vivo (Wing et al., 1982; Fleuret-Balter et al.,
1983; Hunt e Mullin, 1985; Nie et al., 1989). Conseqiientemente a teoria da acdo do etanol
sobre membranas lipidicas foi deixada de lado em favor da teoria da a¢do sobre proteinas
de membrana (Tas et al., 1987; Franks e Lieb, 2004). Portanto, nos ultimos vinte anos a
pesquisa tem se voltado ao estudo dos efeitos dlcool sobre neurotransmissores especificos,
receptores que interagem com estes, canais i0nicos e mensageiros intracelulares.

Varios neurotransmissores estdo envolvidos nos efeitos do etanol. Entretanto, talvez
por sua abundancia no sistema nervoso central, os sistemas gabaérgico e glutamatérgico
sejam responsaveis por grande parte das alteracdes provocadas pela exposi¢cdo de curta ou
longa duragdo ao alcool. Um grande volume de evidéncias sugere que os receptores
GABA, desempenhem um papel fundamental nos efeitos do etanol. Estes receptores
localizam-se primariamente em membranas pos-sindpticas, embora também possam ocorrer

fora da sinapse, e sao formados por cinco subunidades entre diferentes tipos (01, P14, Yi-3,
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P12, O, € 6, e T que circundam um poro central (Vicini e Ortinski, 2004). Quando os
receptores GABA, sdo expostos a concentragdes farmacologicamente relevantes de etanol
ocorre a potencializacdo das correntes de Cl” desencadeadas pelo neurotransmissor GABA
(para uma revisdo ver Davies, 2003; Hanchar et al., 2004) resultando em sedag¢do, reducio
da ansiedade e amnésia (Ryabinin, 1998).

O sistema glutamatérgico, que desempenha fungdo excitatéria em mais da metade
de todas as sinapses do sistema nervoso central, pode ser bloqueado pelo etanol (Dildy-
Mayfield e Leslie, 1989). O glutamato liberado pelo neurdnio pré-sinaptico pode ligar-se a
dois grupos de receptores: metabotropicos (mGluRs) e ionotrépicos (iGluRs). Enquanto os
mGluRs atuam através de segundos mensageiros, os iGluRs do tipo AMPA, kainato e
NMDA permitem o fluxo de ions (principalmente Na') através da membrana celular.
Agudamente, o etanol inibe a atividade do receptor NMDA in vitro (Lovinger et al., 1989)
e in vivo (Simson et al, 1991). Além disso, os receptores NMDA e AMPA estdo
envolvidos em certos aspectos do alcoolismo, como a sindrome de abstinéncia,
sensibiliza¢do, compulsdo, recaidas e tolerancia (Khanna et al., 1991, 1992; Carlezon e
Nestler, 2002; Ron, 2004).

Além da acdo sobre canais idnicos, o etanol afeta grande parte dos demais sistemas
de neurotransmissao e segundos-mensageiros. Evidéncias da ag@o do alcool nestes sistemas
tem sido extensivamente revistas na literatura. Alguns exemplos incluem o prejuizo
cognitivo e de memoria por interferéncia no sistema colinérgico (Hodges ef al., 1991), a
liberagdo de anandamida seguida da redu¢dao no niimero e na atividade dos receptores CB;
(Hungund e Basavarajappa, 2000), e a modulagdo do consumo de etanol pelo

neuropeptideo Y (Ehlers et al., 1998; Hwang et al., 1999; Gilpin et al., 2004). Além disso,
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os transportadores de membrana para a adenosina (Mailliard e Diamond, 2004) e serotonina
(Heinz et al., 1998; Kelai et al., 2003) parecem influenciar a preferéncia e tolerancia ao
etanol. No interior da célula demonstrou-se aumento dos niveis de AMPc apds exposi¢ao
aguda ao etanol (Gordon et al., 1986), seguida de reducdo do AMPc intracelular
provavelmente devido & dessensibilizacdo de receptores acoplados a proteina Gs (Charness
et al., 1988; Mochly-Rosen et al., 1988). Foi verificado que a Fyn quinase modula a
tolerancia aguda ao alcool e suas propriedades ansioliticas e hedonicas (Boehm II et al.,
2003), e as PKCy e PKCe modulam a sensibilidade do receptor GABA4 ao etanol (Song e
Messing, 2005).

Nos tltimos anos um grande destaque tem sido dado ao sistema dopaminérgico na
modulacdo dos mecanismos ligados a dependéncia do alcool. Estudos sugerem uma relagao
entre a liberacdo de dopamina em determinadas areas do cérebro (ntcleo accumbens, area
tegmentar ventral entre outras) com a sensacdo de recompensa e satisfacdo gerada pelo
consumo de alcool (Nestler e Aghajanian, 1997; Koob e LeMoal, 1997). Além disso, o
sistema opidide, por mediar agdes do etanol no sistema dopaminérgico, pode interferir na
resposta de recompensa possivelmente através da liberagdo de (B-endorfinas e encefalinas

(Gianoulakis, 1993; Herz, 1997; Oswald e Wand, 2004).

1.2 Efeitos reforcadores do etanol na via mesolimbica.

Uma das grandes questdes envolvendo a sindrome de dependéncia de substancia
concerne a mudanca do consumo ocasional e controlado para a perda do controle
comportamental sobre o uso da substancia. Varidveis farmacologicas, genéticas e

ambientais conferem diversidade aos mecanismos e ao curso temporal do desenvolvimento
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de dependéncia a cada droga de abuso, porém, uma caracteristica comum diz respeito ao
substrato neural onde estas substincias agem: com a notavel exce¢do dos agentes
psicodélicos, todas sdo capazes de modular, direta ou indiretamente, a liberacdo de

dopamina em regides mesolimbicas do cérebro (Di Chiara, 2002; Koob ef al., 2004).

O sistema dopaminérgico mesolimbico € composto por corpos neuronais que se
originam na darea tegmentar ventral (VTA) e projetam seus axOnios para areas do
prosencéfalo como o nucleo accumbens, cortex pré-frontal, amigdala, tubérculo olfativo. O
nucleo accumbens do rato, que compde a base do estriado, pode ser anatomicamente sub-
dividido em duas regides. A porc¢do shell localiza-se mais ventralmente, e esta intimamente
conectada com a amigdala estendida, uma estrutura composta por um conjunto de regides
limbicas situadas proéximas a linha medial, responsavel por respostas emocionais. A por¢ao
core, por sua vez, localiza-se mais dorsalmente e relaciona-se com areas que controlam a

fungdo motora, como o estriado dorsal (Usuda et al., 1998; Zahm 2000).

Além de axdnios dopaminérgicos, o nucleo accumbens ¢ fortemente inervado por
neurdnios glutamatérgicos provenientes do cortex pré-frontal, amigdala basolateral,
subiculo inferior do hipocampo e nulcleos hipotaldmicos intralaminares (Kelley e
Domesick, 1982; Berendse et al., 1992; Shinonaga et al., 1994). Cerca de 90 % do nucleo
accumbens compdem-se de neurdnios médios espinhosos, essencialmente gabaérgicos
(Meredith, 1999). French e Totterdell (2003) demonstraram que neurdnios aferentes
glutamatérgicos provenientes do cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala basolateral
podem se sobrepor na modulacdo destes neurdnios gabaérgicos, salientando a fungdo
integradora do nucleo accumbens. As porgdes core e shell, por sua vez, projetam axonios

de modo diferenciado: a shell faz conexdes com o palido ventral, hipotdlamo lateral,
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substancia negra (parte compacta), area tegmental ventral, substidncia inominada, area
retrorubral e nilicleo parabraquial; e a core inerva o caudado putamen, substincia negra
(parte reticulada e compacta), palido ventral dorsolateral e globo palido (Usuda et al.,

1998).

Do Dopamng
s pectde

Figura 1: Representagdo da via dopaminérgica mesolimbica (em vermelho) no cérebro do rato: Corpos
neuronais localizados na area tegmental ventral (VTA) projetam axdnios para o nucleo accumbens (NAc),
caudado putamem (C-P) e cortex pré-frontal (PFC). O nticleo accumbens, por sua vez, langa projegdes (em
azul) ao palido ventral (VP) e VTA, e recebe aferentes (linhas pontilhadas) da amigdala (AMG), tdlamo
dorsomedial (DMT), hipocampo e cortex pré-frontal. Estruturas representadas: (ARC) nucleo arqueado; (Cer)
cerebelo; (IC) coliculo inferior; (LC) locus coeruleus; (SC) coliculo superior; (PAG) substancia cinzenta

periaquedutal; (SNr) substancia negra reticulada. Adaptado de Nestler (2001).

O mecanismo pelo qual as drogas de abuso afetam a liberacdo de dopamina na via
mesolimbica varia de acordo com a droga, porém, estd intimamente relacionado com a
propriedade reforcadora da droga. O termo ‘refor¢co’ refere-se a capacidade de uma
determinada substancia em desencadear o consumo repetido (ou autoadministragdo) da
mesma. Para substancias com propriedades reforcadoras, o comportamento de auto-

administracdo em experimentos onde os animais s3o treinados a operar um mecanismo para
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receber uma dose da droga, desenvolve-se rapidamente, inclusive quando as drogas sdo
injetadas diretamente na via mesolimbica (O'Brien, 2000). O reforco gerado por uma
substancia pode ser medido diretamente, por exemplo, através do numero de pressdes em
uma barra que aciona um mecanismo permitindo acesso a uma pequena quantidade da
droga. O refor¢o pode estar associado a recompensa, que refere-se a sensacao subjetiva de
bem-estar (hedonica) em decorréncia do consumo da droga. Entretanto, uma associacao
direta entre dopamina e processos hedonicos mediados pelo nicleo accumbens ¢
controversa, pois foi demonstrado que a liberagdo de dopamina no niicleo accumbens
ocorre apenas durante a aquisicdo do comportamento de auto-estimula¢do intracranial, ndo
sendo detectadas variagdes significativas na manutengdo deste comportamento (Garris et

al., 1999; revisto por Gonzales et al., 2004).

Assim como ocorre com outras drogas, diversos estudos relatam que a
administracdo de etanol eleva os niveis de dopamina e serotonina no nucleo accumbens,
estriado e cortex frontal (D1 Chiara e Imperato, 1988; Acquas ef al., 1993; Di Chiara, 1995;
Gonzales e Weiss, 1998). O mecanismo pelo qual o etanol promove este aumento ainda nao
¢ bem compreendido, mas existem fortes indicios da intera¢do do alcool com o sistema de
peptideos opidides endogenos, sendo destacada a sua interferéncia nos processos de
recompensa do etanol (Froehlich e Li, 1994; Froehlich e Wand, 1996). Foi demonstrado
que antagonistas opidides ndo seletivos, como a naloxona, naltrexona e nalmefeno,
reduzem a auto-administragdo de etanol sem alterar a atividade locomotora ou a sua
farmacocinética (Morgan et al., 1989; Linseman e Le, 1997; Sharpe e Samson, 2001). A
capacidade da naltrexona em reduzir o consumo de etanol e o nimero de recaidas, além de

aumentar o tempo de abstinéncia observada em humanos, primatas e roedores, serviu de
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fundamento para seu uso no tratamento do alcoolismo (O’Malley et al., 1992; Volpicelli et

al., 1992, 1997; Stromberg et al., 2001).

Um possivel mecanismo de acdo para a naltrexona ¢ o antagonismo de opidides
endogenos que sdo liberados na via mesolimbica apds o consumo de etanol (Gonzales e
Weiss, 1998). Esta via, particularmente o nicleo accumbens, ¢ rica em receptores opidides
acoplados a proteina G; (figura 2), localizados em neurdnios gabaérgicos (subtipos - e &
opidides) e em terminais axonicos dopaminérgicos (K-opidides) (Mansour ef al., 1995). Em
condi¢des normais, os opidides endogenos (B-endorfina e encefalinas) liberados apds o
consumo de alcool atuam em receptores H- e O-opidides modulando a liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens (Olive et al., 2001). A administracdo sistémica ou
intracerebral de antagonistas seletivos para o receptor H-opidide reduziu o consumo e a
preferéncia por etanol em ratos ou camundongos geneticamente selecionados pelo alto
consumo de etanol (Honkanen ef al., 1996; Hyytia e Kiianmaa, 2001; Mhatre e Holloway,
2003), enquanto a administragio de antagonistas O-opidides produziu resultados
controversos, reduzindo o consumo ou a preferéncia em alguns estudos (June et al., 1999;
Kim et al., 2000; Hyytia e Kiianmaa, 2001; Ciccocioppo et al., 2002) ou ndo apresentando
diferencas significativas em outros (Honkanen et al., 1996; Stromberg et al., 1998). Além
disso, o efeito refor¢ador do etanol é reduzido em camundongos nocaute para o receptor -
opidide (Roberts et al., 2000; Hall et al., 2001), sugerindo um papel importante deste

receptor no consumo de etanol.
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Figura 2: Ligacdo e expressio de RNAm para os receptores P- , O e K-opidides no nucleo
accumbens e caudado putamen. Na por¢do shell do accumbens ha uma maior intensidade de ligagdo aos
receptores M- , O e K-opidides, e maior produ¢do de RNAm para os receptores - ¢ K-opidides. Na por¢do
core ha alta ligacdo aos receptores - ¢ K-opiodides, e baixa ligagdo do receptor d-opidide. A expressdo de

RNAm para este receptor ¢ inexistente na porgao core (adaptado de Mansour ef al., 1995).

Estudos sobre o envolvimento do receptor K-opidide no consumo e refor¢o
provocado pelo etanol tem gerado peculiaridades interessantes: enquanto que o0s
antagonistas deste receptor falham em alterar o padrao de consumo de etanol (Holter et al.,
2000), agonistas seletivos ou drogas com atividade mista de antagonismo dos receptores -
e O- e agonismo do receptor K-opidide atenuaram o consumo e a preferéncia por etanol
(Nestby et al., 1999; Lindholm et al., 2001; Cosgrove e Carroll, 2002). Esta diferenca com
relagdo aos receptores H- ¢ d-opidvides pode dever-se, a0 menos em parte, a localizagdo pré-

sinaptica do receptor K-opidide (McFadzean et al., 1987; Hjelmstad e Fields, 2001).
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Trés teorias discutem o papel da via mesolimbica no refor¢o promovido pelo etanol
e outras drogas de abuso: (1) aprendizado associativo; (2) proeminéncia do estimulo e (3)
pressentimento da recompensa (para uma revisdo ver Gonzales et al., 2004). Todas elas
atribuem a dopamina um papel fundamental no reforco, e ¢ importante salientar que as trés
teorias se sobrepdem em varios aspectos. Entretanto, até o0 momento, nenhuma provou estar
mais correta que a outra. Além disso, a participagdo de outras estruturas ndo integrantes da
via mesolimbica no refor¢o e auto-administracdo, como a amigdala, por exemplo, somente
recentemente comecaram a ser investigadas (para uma revisao ver Baxter e Murray, 2002) e
seu papel no abuso de substancias ndo pode ser descartado. Existem ainda outras teorias a
serem consideradas, como a hipotese da reducdo da tensdo (Henniger et al., 2002; Lawyer
et al., 2002), que ndo levam em conta a dopamina. O papel de estados afetivos negativos
decorrentes da sindrome de abstinéncia, por exemplo, provou ser importante na
manuten¢cdo do comportamento de auto-administracdo e nas recaidas (Becker e Lopez,
2004; Knapp et al., 2005). Além disso, o desenvolvimento de tolerancia, que sera alvo do
presente estudo, pode contribuir para o aumento do consumo e desenvolvimento de

dependéncia.

1.3 O fenomeno da tolerancia.

Em termos farmacologicos, tolerancia refere-se a um desvio para a direita na curva
dose-resposta porque doses maiores sdo necessarias para obter um efeito anteriormente
obtido com doses mais baixas. Por exemplo, foi demonstrado que apds o consumo repetido
de etanol, alguns individuos sdo capazes de suportar doses que seriam incapacitantes ou

mesmo letais para a maioria das pessoas (Jones, 1999). Considerando a multiplicidade de
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efeitos provocados pelo alcool no cérebro e no organismo como um todo, € provavel que a
tolerancia resulte de alteracdes das respostas em muitos sistemas biologicos e das
interacdes efetuadas entre eles (Fadda e Rossetti, 1998). Deste modo, embora o
desenvolvimento de tolerdncia ao alcool seja facilmente observado através de testes
comportamentais, bioquimicos ou fisioldgicos, seu mecanismo ¢ complexo e pode envolver
alteragdes metabolicas e farmacodinamicas.

A tolerancia metabolica ocorre quando as enzimas que convertem o etanol a
acetaldeido sdo induzidas, elevando assim a taxa de metabolizagdo do etanol no organismo
e, conseqlientemente, reduzindo sua disponibilidade no sistema nervoso central. A
atividade do citocromo P450IIE1 aumenta em decorréncia da exposi¢do cronica ao etanol,
0 que ndo acontece com a alcool-desidrogenase (Lieber, 1988). A inducdao do citocromo
P450IIE1 pode aumentar a taxa de eliminacdo de varios outros farmacos, resultando na
perda da eficicia ou na producdo de metabdlitos toxicos (Sellers e Holloway, 1978; Lieber,
1983; Tsutsumi et al., 1990; Tanaka, 2002).

O conceito de tolerancia farmacodindmica parte do pressuposto que, a partir do
primeiro momento de exposicdo ao alcool, adaptagdes diversas ao nivel de neurdnios
ocorrem de modo a minimizar os efeitos do etanol (Tabakoff et al, 1986). Esta adaptacao
pode envolver processos semelhantes a manutencdo da homeostasia, definida por
Himmelsbach (1941) e adaptada por Solomon e Corbit (1974) para explicar a tolerancia aos
opiaceos. De acordo com estes autores, adaptagdes contrarias ao efeito agudo da droga
surgiriam de modo a restabelecer o equilibrio e funcionamento do sistema nervoso. O
conceito de homeostasia pode ser observado experimentalmente: apds a exposicao

prolongada ao etanol, por exemplo, ¢ possivel verificar um aumento na densidade de
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receptores NMDA, aumentando a atividade glutamatérgica no sistema nervoso e,
conseqiientemente, reduzindo o efeito depressor do etanol (para uma revisdo ver Kumari e
Ticku, 2000). Na auséncia do etanol, esta adaptagdo resultaria nos efeitos da sindrome de
abstinéncia (Valenzuela, 1997). O processo homeostatico, no entanto, ndo explica porque a
tolerancia ao etanol pode desenvolver-se para alguns efeitos do etanol e ndo para outros
(Tabakoff e Kiianmaa, 1982). Também ndo explica como a tolerdncia pode ser
interrompida ou revertida em certas situagdes, por exemplo, na presenca de um estimulo
ambiental novo (Siegel e Larson, 1996). Portanto um componente de aprendizado
associativo (pavloviano) pode ser importante.

Nos tltimos 20 anos diversos autores tém sugerido a influéncia do aprendizado na
tolerancia ao alcool. Foi observado que a pratica de uma tarefa durante o estado de
intoxica¢do (Vogel-Sprott et al, 1984; Mayfield et al, 1992; Khanna et al., 1994) e a
administracdo da droga sempre em um mesmo ambiente (Melchior e Tabakoff, 1981)
facilitam a aquisi¢do da tolerancia. Além disso, drogas que prejudicam o aprendizado (por
exemplo: antagonistas do receptor NMDA) também bloqueiam o desenvolvimento da
tolerancia (Khanna et al., 1991, 1994, 2002; Wu et al., 1993).

Além da diferenciacdo entre o mecanismo em que ocorre, a tolerancia ao alcool
etilico pode ser classificada em aguda, rapida ou cronica, de acordo com o tempo em que se
desenvolve. Tolerancia aguda refere-se a diminuicao do efeito apds uma unica exposi¢ao ao
alcool (Radlow, 1994). Tolerancia rapida pode ser observada em uma segunda exposi¢ao,
normalmente de 8 a 24 h ap6s o término dos efeitos da primeira exposi¢do (Khanna et al.,
1992; 1996). J4 a tolerancia cronica pode ser observada ao longo de dias ou semanas de

exposicao (Kalant, 1996; 1998). Nao ha consenso em torno da questdo se o processo de
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tolerancia ¢ um continuo, da aguda para a cronica, ou se uma pode ocorrer sem a existéncia
do outra (Khanna et al., 1992; Silveri e Spear, 2004). Experimentalmente, no entanto, o
processo de indugdo de tolerancia cronica ¢ trabalhoso e envolve uma carga significativa de
estresse ao animal. Por isso, muitos pesquisadores tém utilizado o modelo de tolerancia
rapida como pré-determinante da tolerancia cronica (Khanna ef al., 1991).

A multiplicidade de fatores que interagem na evolucdo da sindrome de dependéncia
ao alcool deve ser levada em conta ao determinar-se fatores de risco para o alcoolismo.
Schuckit (1994), ao abordar o alcoolismo como o consumo repetido e prejudicial de
bebidas alcodlicas, pressupds que qualquer fator capaz de contribuir para o consumo
repetido poderia aumentar o risco de desenvolver dependéncia ao alcool. Desta forma, a
partir de um estudo, demonstrou que individuos com baixa sensibilidade aos efeitos
subjetivos do etanol, ou seja, que precisavam de doses maiores para obter os efeitos,
apresentavam risco cerca de 75 % maior em tornarem-se dependentes de alcool, quando
comparados ao grupo caracterizado pela alta sensibilidade aos efeitos do etanol.

A aquisicdo da tolerancia ao etanol pode permitir ao individuo consumir doses
maiores e potencialmente lesivas aos tecidos que ndo adquiriram tolerancia, além de expor
o individuo a periodos maiores de intoxicacdo que resultardo em alteracdes no sistema
nervoso, sindrome de abstinéncia na auséncia do alcool e maior tendéncia ao uso repetido
(Koob, 2003).

Até o momento, os farmacos utilizados no tratamento do alcoolismo baseiam-se na
reducdo dos efeitos reforcadores (naltrexona e acamprosato) ou na indug¢do de efeitos
desagraddveis (dissulfiram) resultantes do consumo de etanol (para uma revisdo ver

Kranzler, 2000). Como mencionado anteriormente, um possivel mecanismo de agdo da
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naltrexona seja através do bloqueio de opidides enddgenos liberados apos a ingestdo de
bebidas alcodlicas. Quintanilla e Tampier (2000) observaram o bloqueio da tolerancia
aguda ao etanol apos inje¢do de naltrexona em doses que reduzem o consumo em ratos
UChB, que sdo geneticamente selecionados pelo alto consumo de etanol. Um mecanismo
alternativo foi sugerido por estas pesquisadoras segundo o qual a naltrexona reduziria o
consumo de etanol ao impedir o desenvolvimento da tolerancia a ataxia causada pelo
alcool. Por outro lado, até o momento ndo foi investigado o envolvimento das porc¢des core
e shell do nucleo accumbens, estruturas ricas em receptores opidides e supostamente
envolvidas no mecanismo de supressdo do consumo de etanol exercido pela naltrexona
(Herz, 1997; Gonzales e Weiss, 1998), no desenvolvimento da tolerancia ao alcool.
Considerando estes fatos, o presente estudo procurou verificar papel do sistema opidide do
nucleo accumbens no desenvolvimento de tolerancia ao etanol em um modelo de tolerancia

rapida a incoordenacdo motora causada pela injecdo sistémica de etanol em ratos.
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2.1 Objetivos gerais:

O objetivo geral deste trabalho foi verificar a participagdo dos receptores opidides
presentes no sistema nervoso central no desenvolvimento de tolerancia rapida a
incoordenacdo motora provocada pela injecdo sistémica de etanol, no modelo do plano

inclinado em ratos Wistar machos.

2.2 Objetivos especificos:

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Estudar o efeito de diferentes doses de naltrexona (antagonista opidide ndo-
seletivo) injetadas por via sist€émica no desenvolvimento de tolerAncia répida a
incoordenagdo motora provocada por etanol.

b) Verificar o efeito da injecdo local de naltrexona em diferentes doses nas porgdes
core ou shell do nucleo accumbens no desenvolvimento de tolerancia rapida a
incoordenagdo motora provocada por etanol.

c¢) Verificar o efeito da injecdo local de diferentes doses de antagonistas seletivos
para os receptores do tipo M-, O e K-opidides nas por¢des core ou shell do nucleo
accumbens no desenvolvimento de tolerancia rapida a incoordenagd@o motora provocada por

etanol.
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3.1: Animais.

Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, com trés meses de idade e pesando entre 270 — 350
g. Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno branco (42 cm x 24 cm x 17 cm), 6
ratos por caixa, com agua e racao ad libitum, temperatura controlada entre 23+2° C e ciclo
de luz de 12 h (luzes acesas das 7:00 as 19:00 h). A fim de minimizar as varia¢des
circadianas, todos os experimentos foram conduzidos sempre entre 11:00 e 17:00 h. O
manuseio dos animais seguiu as diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento, e o protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° 259/

CEUA/UFSC, Proc. 23080.001030/2001-85).

3.2: Drogas e reagentes.

Etanol, cloridrato de morfina e hidrato de cloral foram obtidos da Merck
(Hawthorne, NY, EUA). Pentobarbital sédico foi fornecido pelo Laboratério Abbott do
Brasil (Sao Paulo, SP). Propilenoglicol, sacarose, sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS04.7H,0), hidroxido de sédio (NaOH), acido acético glacial, formaldeido e azul de
Evans foram obtidos da Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro, RJ). Solucao estéril de
cloreto de sodio 0.9% foi obtida da Texon Ind. Farm. Ltda., (Viamao, RS). Cloridrato de
naltrexona, cloridrato de naltrindol, cloridrato de naloxonazina e bicloridrato de nor-

binaltorfimina foram obtidos da Sigma Chemical Co. (Saint Louis, MO, EUA). O etanol foi
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diluido em solu¢ao de cloreto de sodio 0,9 % estéril a concentragdo de 20 % m/v ¢
administrado pela via intraperitoneal (i.p.) em volumes ajustados de acordo com o peso do
animal. Naltrexona, morfina, naltrindol ¢ nor-binaltorfimina foram dissolvidos em solugao
estéril de NaCl 0,9% nas concentragdes desejadas. Naloxonazina foi dissolvida em solugao
contendo 0,9% NaCl e 1% acido acético glacial com pH foi ajustado para 7.0 pela adigdo
de NaOH 10 N. Todas solu¢des foram preparadas momentos antes dos experimentos. Para
a histologia foram utilizados: bélsamo do Canadd sintético obtido da Soldan Prod.
Citologicos Ltda. (Porto Alegre, RS), laminas para microscopia (Normax Ltda. Portugal) e
solucdo corante de Giemsa pronta para uso obtida da Laborclin Ind. Quim. Ltda. (Pinhais,

PR).

3.3: Anestesia.

Momentos antes da cirurgia estereotaxica os animais foram anestesiados com
pentobarbital e hidrato de cloral (Equitesin®). Este anestésico foi preparado no laboratdrio
misturando vigorosamente uma solu¢do ‘A’, contendo hidrato de cloral (8,5 g),
MgS04.7H,O (4,25 g) e éagua destilada (91,4 ml), com uma solucdo ‘B’ contendo
pentobarbital soédico (1,94 g), etanol (13,0 ml) e propilenoglicol (85,6 ml). A cada animal
foi administrado 0,3 ml/kg i.p. da mistura, sendo observada perda dos reflexos e total

anestesia em torno de 5 min, perdurando por até 2 h.

3.4: Confecgdo das canulas guia.
Canulas foram confeccionadas a partir de tubos de aco Inox (Acerinox Ind. e Com.

de Aco Inox SA., Sdo Paulo — SP) com 0,7 mm de diametro. Os tubos foram serrados com
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auxilio de uma lixa circular odontolégica em exatos 13 mm de comprimento e a medida
confirmada com um paquimetro (Vernier Caliper). A parte inferior da cénula (que era
introduzida no cérebro) foi suavizada através de polimento, enquanto que na parte superior
foram adicionadas ranhuras de modo a proporcionar maior adesdo ao acrilico. Para prevenir
a obstru¢do da canula, foram confeccionados mandris de mesmo comprimento, que eram
adaptados no interior da canula ap6s a cirurgia e removidos momentos antes do
experimento. Um suporte para as canulas foi feito a partir de dois tubos de aco com
diametros diferentes, sendo o didmetro do tubo mais fino semelhante ao diametro do limen
das canulas. Na luz do tubo maior inseriu-se o tubo mais fino, deixando uma sobra com 13
mm de comprimento onde, no momento da cirurgia, foram adaptadas as canulas de 13 mm.
O suporte, por sua vez, ficava acoplado ao braco moével do aparelho estereotéxico

permitindo o posicionamento da canula de acordo com as coordenadas estereotéxicas.

3.5: Cirurgia estereotaxica.

Apos a perda total dos reflexos realizou-se a tricotomia do campo cirlrgico € os
animais foram adaptados ao aparelho estereotaxico (Stoelting Co, Wood Dale, IL, EUA). A
assepsia foi feita com alcool iodado 1%, sendo em seguida injetado 0,1 ml de solugdo
contendo lidocaina 3% e noradrenalina 1:50.000 (Probem Prod. Farm. Ltda., Catanduvas,
SP) subcutaneamente na parte superior da cabeca. Depois de aproximadamente 30 s, com
um bisturi, foi feito um corte com cerca de 1 cm de comprimento. O periosteo foi removido
com tesoura, sendo o restante raspado com espatula e dgua oxigenada (10 vol). Com o
auxilio de uma broca ortodontica (n ° 6) foram feitos dois furos na calota craniana e, nestes,

fixados os parafusos. Em seguida, uma canula de 13 mm previamente confeccionada foi
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adaptada ao suporte no brago do estereotdxico e posicionada sobre o encontro das suturas
sagital e lambdoide (bregma). As medidas foram aferidas e a elas adicionadas as
coordenadas referentes as por¢des core (AP +1,7 mm, ML = 1,8 mm e DV -6,0) ou shell
(AP: +1.7 mm; ML: #2.9 mm. DV: - 6.3 mm com um angulo de 15 ° em relagdo ao plano
sagital) do nucleo accumbens (Paxinos e Watson, 1997). Em cada experimento, metade das
canulas foi implantada do lado direito do cérebro e metade do lado esquerdo. Apds mover
o brago para a nova posicdo, a 4rea imediatamente abaixo da canula foi demarcada e um
novo orificio perfurado. Neste orificio foi introduzida a canula, sendo em seguida
adicionado acrilico odontolégico (Dental VIPI Ltda., Pirassununga, SP) para fixa-la aos
parafusos. Apds a secagem do acrilico, a canula foi desconectada do brago estereotaxico e o
mandril adaptado. Os animais foram mantidos em local aquecido até recuperacdo da
anestesia e, posteriormente, removidos para gaiolas especificas (3 — 4 ratos por gaiola). La
permaneceram com agua e comida ad libitum e acompanhamento diario durante sete dias,

quando foi entdo realizado o experimento comportamental.

3.6: Teste do plano inclinado.

O prejuizo motor foi avaliado no teste do plano inclinado (Arvola et al., 1958)
segundo método proposto por Quntanilla e Tampier (2000). O aparato consiste em uma
plataforma retangular movel recoberta por uma grade metalica, que se inclina de zero a 90°
durante 5 s em velocidade angular constante. O animal ¢ colocado sobre a grade com o
focinho voltado para a parte de cima. Uma parede de acrilico transparente evita que o

animal saia da plataforma e permite ao experimentador mensurar o angulo de queda do
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animal (figura 3). Este angulo ¢ posteriormente transformado no indice de prejuizo motor
(%) de acordo com a seguinte formula:
Prejuizo motor (%) =Basal-a x 100
Basal - a
Onde: a = angulo de queda do animal no momento do teste.
o = angulo de queda de um animal anestesiado (aproximadamente 36°).

Basal = angulo de queda antes do teste (normalmente 90°).

Figura 3: Teste do plano inclinado. O aparato consiste em uma grade metalica, que se inclina de zero a 90°
em relagdo ao plano horizontal em 5 s. O angulo de queda do animal foi aferido e transformado no indice de
prejuizo motor. No exemplo acima estd demonstrada a performance de um animal antes do experimento;
observa-se que aos 90° de inclina¢do o animal permanece agarrado a grade metalica, indicando auséncia de

prejuizo motor (prejuizo motor = 0%).

3.7: Procedimentos experimentais
3.7.1: Experimento 1: efeito da naltrexona sobre a tolerdancia rapida ao etanol.
Apos verificar o desempenho basal no plano inclinado, os animais foram divididos

em dez grupos e pré-tratados com inje¢do intraperitoneal de naltrexona nas doses de 0,1;
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0,3; 0,6; 1 e 3 mg/kg ou salina (5 grupos controle). Apds 20 min, cada grupo foi
subdividido em dois e tratados com etanol (2,7 g/kg 20% p/v i.p.) ou salina (n = 8-10). O
prejuizo motor foi avaliado no teste do plano inclinado aos 30, 45, 60 ¢ 75 min apds o
tratamento. Depois de 24 h todos os ratos receberam apenas etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram
novamente avaliados no plano inclinado. Doses das drogas foram selecionadas de
experimentos prévios em nosso laboratorio (Wazlawik e Morato, 2002; 2003) e da

literatura (Holter e Spanagel, 1999; Coonfield et al., 2002).

3.7.2: Experimento 2: efeito da co-administra¢do de morfina e naltrexona sobre a
tolerdncia rapida ao etanol.

Ratos Wistar receberam inje¢do intraperitoneal de naltrexona (0,3 mg/kg) ou salina,
seguida imediatamente pela injecdo de morfina (0,3 mg/kg i.p.) ou salina. Apds 20 min
cada um dos quatro grupos foi subdividido em dois e tratados com etanol (2,7 g/kg 20% p/v
i.p.) ou salina, totalizando 8 grupos (n = 10). O prejuizo motor foi avaliado no teste do
plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 min apds o tratamento. Depois de 24 h todos os ratos

receberam apenas etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram novamente avaliados no plano inclinado.

3.7.3: Experimento 3: efeito da administragdo de antagonistas opidides nas por¢oes
core e shell do nucleo accumbens.

Apbds o periodo de recuperacdo da cirurgia, os animais foram avaliados no plano
inclinado para verificar seu desempenho motor basal. Em seguida, foram divididos em dois
grandes grupos, sendo o primeiro tratado com inje¢do intracerebral dos antagonistas

opidides (naltrexona 5; 10 e 20 pg/0,3 pl, naltrindol 2 e 4 pg/0,5 pl, naloxonazina 2 e 4
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pg/0,3 pl e nor-binaltorfimina 2,5 e 5 pg/0,3 pl) ou veiculo (0,3 pl). Injetores de 14 mm
confeccionados a partir de tubos inox com 0,3 mm de didmetro foram introduzidos através
das canulas. As drogas foram administradas com o auxilio de uma microseringa (Hamilton
Co, 5 pl, Reno, NV, EUA) conectada a uma bomba de infusdo (Modelo BI-2200, Insight,
Ribeirdo Preto — SP) durante 1 min. A infusdo foi monitorada pelo deslocamento de uma
bolha de ar no tubo de polietileno. Apds a administracdo, o injetor foi deixado no local
durante 1 min de modo a garantir a completa difusdo do veiculo. Depois de 5 min (exceto
para o grupo tratado com naloxonazina), os grupos foram subdivididos e tratados com
etanol (2,7 g/kg 20 % p/v ip.) ou salina (n = 8-10). Nos animais pré-tratados com
naloxonazina o tratamento com etanol foi administrado 3 h ap6s o pré-tratamento,
minimizando o efeito da ligagdo deste antagonista nos receptores & e K-opidides (Hahn et
al., 1982; Tanda et al., 1997). O prejuizo motor foi avaliado no plano inclinado aos 30, 45,
60 e 75 min ap6s o tratamento. Depois de 24 h todos os ratos receberam apenas etanol (2,7

g/kg i.p.) e foram novamente avaliados no plano inclinado.

3.8: Perfusdo e histologia.
Imediatamente ap6s os experimentos, os animais foram anestesiados com

Equitesin®

e, através de uma agulha introduzida no ventriculo cardiaco esquerdo,
perfundidos com solugdo de NaCl durante 10 min (aproximadamente 500 ml). Em seguida,
foi infundida durante 5 min solu¢do de formaldeido 4 % para fixar os 6rgdos. O ponto de
injecdo intracerebral foi marcado pela administracao de 0,3 pl de azul de Evans através da

canula. Apos a perfusdo os cérebros foram removidos e pds-fixados em formaldeido 4 %

durante 24 h. Transcorrida a pos-fixacdo, os cérebros foram transferidos para solugdo
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contendo sacarose a 30 % durante 48 h (Cragg, 1980). Cortes coronais (50 pum) foram
realizados em um micrétomo de congelamento (Sartorius-Werke, Goettingen, Alemanha),
montados sobre laminas de microscopia e imediatamente observados em um microscopio
Otico para identificacdo do local marcado com azul de Evans. Para confeccdo das
microfotografias, os cortes coronais foram feitos em um criostato (Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Alemanha), montados sobre laminas de vidro para microscopia previamente
gelatinizadas. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e hidratadas
durante 3 min em uma cuba contendo dgua destilada. Posteriormente, foram imersas em
corante de Giemsa por 3 min e lavadas com agua destilada. Em seguida, as ldminas foram
imersas em agua destilada por 1 min, alcool 70 % por 1 min, &lcool 95 % por 1 min e trés
vezes imersas em alcool absoluto por 1 min. Posteriormente, as ldminas foram imersas em
xilol por 5 min, este ultimo procedimento foi repetido e entdo as laminas foram cobertas
com laminulas e seladas com balsamo do Canad4. Em seguida as laminas coradas foram
fotografadas em um microscopio 6tico acoplado a sistema de captura de imagens (Olympus
Co. modelo BX41, Melville, NY, EUA). Os cortes foram comparados com diagramas

coronais obtidos do Atlas (Paxinos e Watson, 1997).

3.9: Andlise estatistica.

Nos experimentos 1 e 3, os angulos de queda coletados nos dias 1 e 2 foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, sendo o pré-tratamento € o
tratamento as varidveis independentes, € o prejuizo motor nos dias 1 e 2 as varidveis
dependentes. No experimento 2 foi realizada a ANOVA de trés vias tendo como variaveis

independentes o pré-tratamento 1 (naltrexona ou salina), pré-tratamento 2 (morfina ou
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salina) e tratamento (etanol ou salina), e como varidveis dependentes o prejuizo motor
obtido nos dias 1 e 2. A andlise post-hoc foi feita com o teste de Newman-Keuls, com nivel
de significancia fixado em 5%. O programa Statistica® para Windows 6.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA) foi utilizado na andlise estatistica. Os graficos foram elaborados
utilizando o programa Graph Pad Prism® 3.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA).
Para efeito de comparagdo com trabalhos anteriores, os dados experimentais estdo

apresentados como média do prejuizo motor + erro padrdo da média (EPM).
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4. RESULTADOS

A figura 4 representa o fenomeno da tolerancia rapida ao etanol ao longo do tempo.
Os resultados de dois grupos de 12 animais escolhidos ao acaso do experimento 1, e que
nao foram tratados com naltrexona, foram representados separadamente para demonstracdo
da tolerancia ao logo do tempo em cada sessdo. No Dia 1 os animais foram tratados com
salina ou etanol (2,7 g/kg 20% p/v i.p.) e testados no plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75
min apds a inje¢do. O grupo que recebeu salina ndo apresentou prejuizo motor. O grupo
tratado com etanol apresentou prejuizo motor maximo normalmente por volta dos 30 min,
com recuperacdo gradual ao longo do tempo, sendo que aos 75 min a maior parte dos

animais nao mais apresentou prejuizo motor.
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Figura 4: Tolerancia rapida ao etanol ao longo do tempo. Pontos representam a média + EPM do prejuizo
motor (% em relagdo a linha de base) em grupos de 12 animais escolhidos aleatoriamente do experimento 1.
No Dia | apenas os animais tratados com etanol apresentaram prejuizo motor. No Dia 2 todos receberam
alcool, e os animais tratados com etanol no Dia 1 apresentaram reduc@o no prejuizo motor mais evidente apos
30 min do tratamento, sugerindo desenvolvimento de tolerancia rapida ao etanol. (*) p < 0,05 em relacdo ao

controle em ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls.
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No Dia 2 todos os animais receberam a mesma dose de etanol (2,7 g/kg 20% p/v
i.p.) e foram novamente testados. Neste dia, a tolerancia ao alcool apresentou-se como uma
reducdo do prejuizo motor nos animais tratados com etanol no Dia 1, que foi mais evidente
ap6s 30 min [F22) = 8,571; p = 0,008, efeito do tratamento em ANOVA com medidas
repetidas]. Os animais tratados com salina no Dia 1, por sua vez, apresentaram prejuizo
motor elevado com gradual recuperacao ao longo do tempo.

Para facilitar a interpretacdo dos dados, considerou-se na analise estatistica o
prejuizo motor obtido 30 min apds a injecdo de alcool. Este pardmetro demonstrou
confiabilidade e reprodutibilidade em uma série de experimentos prévios em nosso
laboratorio (Wazlawik e Morato, 2002; 2003; Wazlawik, 2003) e foi adotado nos

experimentos seguintes, exceto quando explicitado.

4.1: Efeito da injegdo sistémica de naltrexona na tolerdncia rapida ao etanol.

A figura 5 ilustra o efeito da administracdo intraperitoneal de naltrexona na
tolerancia rapida ao etanol. No Dia 1 apenas os animais tratados com etanol apresentaram
prejuizo motor significativo, demonstrado pela analise de varidncia do fator tratamento. A
naltrexona per se nao afetou a coordenagdo motora no Dia 1 na faixa de dose estudada (p >
0,05 na analise de variancia do pré-tratamento, ver tabela 1 em anexo).

Ao receberem a segunda inje¢do de etanol no Dia 2, todos os grupos previamente
tratados com SAL + etanol apresentaram reducdo no prejuizo motor (em torno de 40 %),
que foi confirmada pela ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls (p < 0,05 em relacao
ao grupo controle), evidenciando tolerancia aos efeitos do etanol. A naltrexona na dose de
0,1 mg/kg (figura 5, painel A) ndo afetou o desenvolvimento de tolerancia rapida ao etanol

(ver tabela 1 em anexo). Nas doses de 0,3 e 0,6 mg/kg (pain¢is B e C) a andlise de variancia
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detectou interagdo significativa entre o pré-tratamento e o tratamento [F(; 36 = 9,336; p =
0,004 e Fq, 36 = 4,116; p = 0,049, doses de 0,3 e 0,6 mg/kg respectivamente]. Foi
observado prejuizo motor elevado nos animais tratados com naltrexona + etanol. A anélise

post hoc confirmou o bloqueio da tolerancia nesses grupos.
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Figura 5: Efeito da injec@o de naltrexona i.p. na tolerancia rapida ao etanol. Barras representam a média do
prejuizo motor + EPM (% em relagdo a linha de base) obtido 30 min apds o tratamento (n = 10, exceto painel
E, n = 7) nas doses de 0,1 (A), 0,3 (B), 0,6 (C), 1,0 (D) e 3,0 mg/kg (E) de naltrexona. (*) = p < 0,05 em
relacdo ao controle (ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls). Em destaque: resumo dos resultados
obtidos no Dia 2 em rela¢do a dose de naltrexona. Cada ponto representa a média + EPM do prejuizo motor
obtido 30 min ap6s o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) = p < 0,05 em ANOVA seguida de

Newman-Keuls.
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As doses mais altas de naltrexona (1 e 3 mg/kg i.p.), representadas nos painéis D e E
da figura 5, ndo bloquearam o desenvolvimento de tolerancia rdpida ao etanol (tabela 1).
No Dia 2, entretanto, o grupo previamente tratado com NTX 3 mg/kg + SAL apresentou
reducdo no prejuizo motor [Fi 24) = 20,144; p > 0,001, efeito do pré-tratamento].

Para verificar se a naltrexona interferiu com a tolerancia rapida ao etanol ao longo
do tempo foi realizada a andlise estatistica aos 30, 45, 60 e 75 min nos dias 1 e 2 para as
doses de 0,3 e 0,6 mg/kg i.p. (figura 6). Como esperado, o efeito da naltrexona sobre a
tolerancia ao alcool sé foi evidente aos 30 min (p < 0,05), sendo que nos demais tempos

nao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 6: Efeito da naltrexona sobre a tolerancia rapida ao longo do tempo. Pontos representam a média +
EPM do prejuizo motor (% em relagdo a linha de base) obtido em diferentes tempos apds o tratamento em
grupos de 10 animais nas doses de 0,3 (painel A) e 0,6 mg/kg (painel B). (*) p < 0,05 em relacdo ao

respectivo controle em ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls.
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4.2: Efeito da co-administragdo sistémica de naltrexona e morfina na tolerdncia
rdapida ao etanol.

A figura 7 representa os resultados obtidos com a co-administracdo i.p. de morfina e
naltrexona. No Dia 1 apenas os animais que receberam etanol apresentaram prejuizo motor
elevado [F(i, 72) = 642,7499; p < 0,001]. A administragdo de naltrexona provocou um
ligeiro, porém significativo, aumento no prejuizo motor provocado pelo etanol, observado
na interacdo entre os tratamentos com naltrexona e etanol na andlise de variancia [F (i,72)=
4,492 p = 0,037]. Apesar disso, nem a naltrexona, nem a morfina tiveram efeito per se no

Dia 1 (tabela 2 em anexo).

100- Dia 1 Dia 2

1 T 1 Salina

*
759 I T i i 1 EEE Etanol
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)
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Prejuizo motor (%)

Figura 7: Efeito da co-administragio de naltrexona (0,3 mg/kg) e morfina (0,3 mg/kg) na tolerancia réapida

ao etanol. Barras representam a média do prejuizo motor + EPM obtido 30 min apods o tratamento (% em
relagdo a linha de base) em grupos de 10 animais. Barras claras referem-se aos animais tratados com salina no
Dia 1, barras escuras referem-se aos animais tratados com etanol. A presenca ou auséncia de NTX ou MOR
estd assinalada sob cada barra: (+) presenga; (-) auséncia. (*) p < 0,05 em relagdo ao respectivo controle em

ANOVA seguida de Newman-Keuls.
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No Dia 2, confirmando os resultados anteriores, a administragdo prévia de
naltrexona (0,3 mg/kg i.p.) bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol [F;,
72y = 4,247; p = 0,042, interacdo naltrexona versus etanol]. A co-administra¢do de morfina
preveniu o efeito da naltrexona na tolerancia rapida ao etanol observada pela auséncia de
interagdo entre os pré-tratamentos e o tratamento [F 72y = 2,176; p = 0,144; interagdo
naltrexona x morfina x etanol, ver tabela 2]. Além disso, a morfina nesta dose mostrou-se
incapaz de interferir com o desenvolvimento de tolerancia rdpida ao etanol, quando

administrada isoladamente (p > 0,05 em relagdo ao controle; teste de Newman-Keuls).

4.3: Efeito dos antagonistas opioides seletivos administrados nas por¢oes core ou
shell do nucleo accumbens sobre a tolerancia rapida ao etanol.

As figuras 8 a 12 representam os resultados obtidos com a administragdo dos
antagonistas opiodides nas porc¢des core ou shell do nucleo accumbens. Em todos os
experimentos as administragdes intracerebrais do veiculo ou dos antagonistas (exceto nor-
binaltorfimina na dose de 5 g na porg¢do core, que sera comentada adiante) ndo afetaram o
prejuizo motor no Dia 1, sendo observado neste dia apenas o prejuizo motor causado pelo
etanol (valores de F e p encontram-se nas tabelas 1 e 3 em anexo). Da mesma forma como
ocorrido nos experimentos em que as drogas foram administradas por via i.p., os animais
tratados com veiculo + etanol apresentaram reducdo no prejuizo motor em relacdo ao
controle no Dia 2, evidenciando o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol. A
microinje¢cdo dos antagonistas, no entanto, provocou efeitos diferenciados que serdo
detalhados a seguir.

A microinje¢do de naltrexona na porcao shell do nucleo accumbens (figura 8) nas

doses de 10 e 20 pg preveniu o desenvolvimento de tolerancia ao etanol, como demonstrou
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a analise de variancia [Fi, 32)=4,556; p = 0,040 e F (1,34)=5,757; p = 0,022, interagdo pré-
tratamento versus tratamento nas doses de 10 e 20 g respectivamente].

Na por¢do core (figura 9) os resultados mostraram um efeito da naltrexona
semelhante ao obtido na shell. No entanto, houve bloqueio estatisticamente significante da
tolerdncia apenas com a microinje¢do de 20 pg de naltrexona [F(, 33 = 7,219; p = 0,011,

interac¢do pré-tratamento versus tratamento].
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Figura 8: Efeito da microinje¢do de naltrexona (NTX) na porgdo shell do nucleo accumbens sobre a
tolerancia rapida ao etanol. Barras representam a média = EPM do prejuizo motor (% em relag@o a linha da
base) obtido 30 min apds o tratamento (n = 8-10) nas doses de 5 (A), 10 (B) ¢ 20 pg (C). (*) =p < 0,05 em
relacdo ao controle em ANOVA seguida de Newman-Keuls. Em destaque: resumo dos resultados obtidos no
Dia 2 em relagdo a dose de naltrexona. Cada ponto representa a média £ EPM do prejuizo motor obtido 30

min apds o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) =p < 0,05 em ANOVA seguida de Newman-Keuls.
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Figura 9: Efeito da microinjecdo de naltrexona (NTX) na por¢do core do nucleo accumbens sobre a
tolerancia rapida ao etanol. Barras representam a média + EPM do prejuizo motor (% em relagdo a linha da
base) obtido 30 min apds o tratamento (n = 8-10) nas doses de 5 (A), 10 (B) ¢ 20 pg (C). (*) =p < 0,05 em
relacdo ao controle em ANOVA seguida de Newman-Keuls. Em destaque: resumo dos resultados obtidos no
Dia 2 em relagdo a dose de naltrexona. Cada ponto representa a média £ EPM do prejuizo motor obtido 30

min apds o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) =p < 0,05 em ANOVA seguida de Newman-Keuls.

Os efeitos da administragdo de naloxonazina, antagonista do receptor p-opidide, nas
porgdes shell e core do nucleo accumbens estd representado na figura 10. No Dia 2,
observa-se que os grupos tratados no Dia 1 com naloxonazina na dose de 4 ug, tanto na
por¢do shell quanto na por¢ao core, apresentaram prejuizo motor semelhante ao dos grupos

tratados com veiculo nessas estruturas, sugerindo o bloqueio da tolerancia rapida ao etanol
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[F1,36)=4,854; p = 0,038 para shell e F1, 36, = 4,658; p = 0,038 para core, interagao do pré-

tratamento versus tratamento].
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Figura 10: Efeito da microinjegcdo do antagonista [l-opidide naloxonazina (NLZ) nas porg¢des shell (painéis A
e B) ou core (painéis C e D) do ntcleo accumbens sobre a tolerancia rapida ao etanol. Barras representam a
média + EPM do prejuizo motor (% em relagdo a linha de base) obtido 30 min apo6s o tratamento (n = 10) nas
doses de 2 (A e C)oud ug (B e D). (*)=p <0,05 em relagdo ao controle em ANOVA seguida de Newman-

Keuls.

O efeito da administragdo do naltrindol, antagonista do receptor &-opidide, nas
porgdes shell ou core do nicleo accumbens esta representado na figura 11. Os grupos

tratados com naltrindol em ambas as por¢des do nucleo accumbens e etanol por via
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sistémica, ao serem testados no Dia 2, apresentaram prejuizo motor semelhante ao dos
grupos tratados com veiculo e etanol (para valores de F e p ver tabela 3 em anexo). Assim,
nas doses empregadas, o naltrindol ndo afetou o desenvolvimento da tolerancia rapida, que
pode ser confirmada apods andlise post hoc como reducdo do prejuizo motor no Dia 2 (p <

0,05 em relagdo ao controle no teste de Newman-Keuls).
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Figura 11: Efeito da microinjecdo do antagonista d-opidide naltrindol (NTD) nas porg¢des shell (painéis A e
B) ou core (painéis C e D) do nucleo accumbens sobre a tolerancia rapida ao etanol. Barras representam a
média + EPM do prejuizo motor (% em relagdo a linha de base) obtido 30 min ap6s o tratamento (n = 10) nas
doses de 2 (A e C)oud ug (B e D). (*)=p <0,05 em relagdo ao controle em ANOVA seguida de Newman-

Keuls.
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A figura 12 representa os efeitos da nor-binaltorfimina, antagonista dos receptores
K-opidides, injetada nas porg¢des shell ou core do nicleo accumbens. Os grupos tratados
com nor-binaltorfimina na porgdo shell do nucleo accumbens (painéis A e B da figura 12)
ndo apresentaram diferencas em relagcdo aos grupos que receberam veiculo no Dia 1 (ver
tabela 3). Assim, ndo houve diferenca entre os animais tratados com a droga ou veiculo
independentemente do fato de terem recebido etanol ou salina. Além disso, o antagonista
nas doses de 2,5 e 5Ug, ndo parece ter alterado o desenvolvimento de tolerancia, observada
no Dia 2 como uma reducdo no prejuizo motor nos grupos tratados previamente com etanol
(p < 0,05 em relacdo ao controle, teste de Newman-Keuls).

Na porg¢do core (painéis C e D da figura 12), a microinje¢ao de 2,5 pg de nor-
binaltorfimina nao alterou o padrao de respostas em relacdo aos animais controles no Dia 1
(ver tabela 3). No Dia 2 a analise de variancia detectou efeito significativo do tratamento
[F34) = 5,169; p = 0,029], mas falhou em detectar interagdo significativa entre o pré-
tratamento versus tratamento [F34) = 3,759, p = 0,061]. A dose de 5 pg de nor-
binaltorfimina afetou o desempenho dos animais no Dia 1, observado pelo efeito
significativo do pré-tratamento com nor-binaltorfimina [F; 3¢) = 8,902; p = 0,005], apesar
disso, a analise de variancia ndo detectou interagdo significativa entre o pré-tratamento e o
tratamento no Dia 1 (ver tabela 3). No Dia 2 foi observada redu¢do no prejuizo motor
semelhante nos grupos tratados com nor-binaltorfimina + etanol, nor-binaltorfimina +
salina e veiculo + etanol, sugerindo que a tolerancia répida ao etanol se desenvolveu nestes

trés grupos [Fi 36) = 14,036; p <0,001; interagdo do pré-tratamento versus tratamento].
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Figura 12: Efeito da microinjecdo do antagonista K-opidide nor-binaltorfimina (BNI) nas porg¢des shell
(painéis A e B) ou core (painéis C e D) do nucleo accumbens sobre a tolerancia rapida ao etanol. Barras
representam a média =+ EPM do prejuizo motor (% em relagdo a linha de base) obtido 30 min apds o
tratamento (n = 10) nas doses de 2 (A ¢ C) ou 4 pg (B e D). (*) = p < 0,05 em relagdo ao controle em

ANOVA seguida de Newman-Keuls.

A analise estatistica detalhada de todos os experimentos pode ser conferida nas
tabelas 1 a 3 em anexo. A figura 13 representa os pontos de injecdo verificados apos a
histologia dos cérebros. Ratos onde a canula ndo foi implantada corretamente nas porgdes

core ou shell do nucleo accumbens nao foram incluidos na analise estatistica.
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Figura 13: Diagramas coronais representando o local das microinje¢des nas por¢des core ou shell do nucleo
accumbens. Devido a superposi¢do dos pontos de injegdo o numero aqui representado ¢ menor que o
observado experimentalmente. A: microfotografia da injegdo na por¢do core do accumbens. B:
microfotografia da injecdo na porcdo shell. LV: ventriculo lateral; Cpu: caudado putamen; aca: comissura

anterior; mfba: medium forebrain bundle; AcbC: accumbens core; AcbSh: accumbens shell. (diagramas de

Paxinos ¢ Watson, 1997).
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5. DISCUSSAO

O estudo da tolerancia ao alcool tem sido abordado de diversas maneiras, uma vez que
este ¢ um fendmeno complexo e que pode envolver mecanismos diferentes de acordo com o
efeito observado. Pelo fato de ocorrerem alteragcdes no metabolismo do alcool, muitos autores
preocupam-se com o estudo dos fatores que levam a adaptagdo metabolica do organismo com
relacdo a esta droga (Alderman et al., 1989; Lieber, 1999; 2004). Outros procuram estudar as
mudancas relacionadas aos receptores onde esta droga atua, procurando justificar as alteracdes
comportamentais decorrentes do uso cronico de alcool (Kalant, 1998: Fadda e Rossetti, 1998).
Quanto ao periodo de desenvolvimento no qual estas alteragdes acontecem, como ja mencionado,
a tolerancia ao alcool tem sido estudada ap6s uma tUnica exposicdo (aguda), apds a segunda
exposicao (rapida) ou apods varias exposi¢des ao alcool (cronica). Embora atualmente ndo seja
possivel afirmar se o desenvolvimento de tolerancia ¢ um processo continuo, varios trabalhos da
literatura tém mostrado semelhangas entre estes trés tipos de tolerancia ao alcool, sugerindo que o
desenvolvimento de tolerancia rapida possa predizer caracteristicas da tolerancia cronica (Khanna
et al, 1991; 1992). O paradigma da tolerdncia rapida empregado no presente estudo ¢
conveniente porque os efeitos de drogas seletivas para determinados sistemas de
neurotransmissores e/ou receptores podem ser estudados no segundo dia de teste.

Nos experimentos aqui mostrados, a injecdo intraperitoneal de 2,7 g/kg de etanol induziu
tolerancia rapida ao etanol no Dia 2, confirmando estudos prévios em nosso laboratorio
(Wazlawik e Morato, 2002; 2003; Wazlawik, 2003). Apo6s a administra¢do de etanol, os animais
mostraram um prejuizo motor elevado com recuperagdo gradual ao longo do tempo. A tolerancia
observada no Dia 2 foi mais evidente apds 30 min, mas também pode ser detectada aos 45 min.

No entanto, os valores obtidos aos 30 min apresentaram maior reprodutibilidade e confiabilidade
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e por isso foram considerados em todos os experimentos. Embora a andlise estatistica tenha sido
feita nos dados brutos (angulos de queda), o indice de prejuizo motor no plano inclinado (em
porcentagem) foi usado na representacdo grafica dos resultados para efeito de comparagdo com
os trabalhos anteriores desenvolvidos pelo nosso (Wazlawik e Morato, 2002; 2003) e outros
laboratérios (Khanna et al., 1996; 1997; 1998; Quintanilla e Tampier, 2000).

A injecdo sistémica de naltrexona nas doses de 0,3 e 0,6 mg/kg prejudicou o
desenvolvimento de tolerancia répida ao etanol, enquanto que nas doses de 0,1 e 1 mg/kg nao
foram observadas alteragdes significativas. Além disso, a co-administra¢do de uma dose baixa de
morfina (0,3 mg/kg), sem provocar prejuizo motor per se ou afetar a tolerancia ao etanol,
impediu o efeito da injecdo de 0,3 mg/kg de naltrexona na tolerancia ao alcool. Isto sugere que o
efeito da naltrexona nas doses intermediarias usadas se deva a ligacdo especifica aos receptores
opidides. Por outro lado, o fato de somente as doses intermedidrias de naltrexona terem
produzido bloqueio claro da tolerancia rdpida ao etanol sugere que a curva dose-resposta da
naltrexona seja uma curva em forma de ‘U’ invertido. O bloqueio da tolerancia rapida ao etanol
pela injecdo sistémica de naltrexona estd de acordo com dados demonstrados por Quintanilla e
Tampier (2000) para a tolerdncia aguda ao etanol em ratos UChB. Contudo, em outro estudo a
administracdo de naloxona, outro antagonista opidide ndo-seletivo, ndo afetou a tolerancia
cronica ao etanol (Miceli ef al., 1980). Diferencas metodologicas ou na faixa de doses escolhidas
podem explicar, em parte, os resultados conflitantes encontrados nestes trabalhos.

A naltrexona poderia ter bloqueado a tolerancia por produzir algum efeito na coordenagao
motora dos animais no Dia 1. Entretanto, isso parece improvavel, ja que a performance motora no
plano inclinado dos animais tratados com naltrexona e seus respectivos controles foi semelhante.

Outro aspecto que poderia contribuir para o bloqueio da tolerancia seria um efeito da naltrexona
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no metabolismo do 4lcool. No entanto, ha dados da literatura mostrando que a concentragdo
sanguinea de alcool ndo parece ser influenciada pelo pré-tratamento com naltrexona (Linseman e
Le, 1997), sugerindo que o efeito da naltrexona na tolerdncia ao alcool ndo se deva a uma
interacdo farmacocinética entre estas duas drogas. Embora no presente estudo nio tenham sido
dosados os niveis sanguineos de 4lcool dos animais, outros estudos tém sugerido que a tolerancia
rapida se deve principalmente a fatores farmacodindmicos (Khanna et al., 1991; Quertemont et
al., 2003).

Por outro lado, um resultado ndo esperado foi observado nos grupos tratados com a dose
mais alta de naltrexona (3,0 mg/kg i.p.), que mostraram um baixo prejuizo motor no Dia 2. Este
efeito foi estatisticamente significante tanto nos animais tratados no Dia 1 com naltrexona +
salina, quanto nos tratados com naltrexona + etanol (quando comparados com o grupo que
recebeu veiculo + salina). O fato do grupo tratado com naltrexona + salina ter apresentado
reduzido prejuizo motor quando exposto ao alcool no Dia 2 poderia sugerir o desenvolvimento de
tolerancia cruzada entre naltrexona e alcool. Tal tolerdncia entre etanol e agonistas opiodides,
como a morfina, ja foi mostrada em estudos anteriores (por exemplo: Khanna et al., 1979; Le et
al., 1980; Brick e Horowitz, 1983; Jorgensen ef al., 1986), mas apesar da naltrexona ter mostrado
atividade agonista in vitro, isto s6 acontece em concentragdes muito elevadas, incompativeis com
concentragdes alcancadas in vivo (Vizi et al., 1976). Ainda, o surgimento de tolerancia cruzada
ndo pode ser explicado por um efeito da naltrexona per se na coordenagdo motora, como ¢
observado com a maioria das drogas que produzem tolerancia cruzada com o etanol (para alguns
exemplos ver: Khanna ef al., 1992; Neznanova et al., 2000; da Silva et al., 2001), pois ndo houve
prejuizo motor nos grupos tratados com naltrexona no Dia 1. Um possivel mecanismo para este

resultado talvez seja a facilitagdo da expressdo da denominada folerdancia por uma exposi¢do (one
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trial tolerance, ver File et al., 1990; Dawson et al., 1994; Bertoglio e Carobrez, 2002), observada
pela diminui¢do do efeito de uma droga apods exposi¢do prévia somente ao modelo experimental.
Além disso, em estudos utilizando antagonistas seletivos para os receptores opidides foram
observadas discrepancias entre os efeitos do bloqueio dos receptores p- ¢ O opidides e o
antagonismo do receptor K-opidide (Honkanen et al., 1996; Lindholm et al., 2001; Ciccocioppo
et al, 2002). Como mencionado anteriormente, a localizacdo do receptor K-opidide ¢
predominantemente pré-sindptica e sua ativacdo produz efeitos geralmente antagdnicos aos
efeitos da ativagdo dos receptores p- ¢ &- opidides (McFadzean et al., 1987; Hjelmstad e Fields,
2001; para uma revisdo ver Bodnar e Klein, 2004). Como a naltrexona ¢ um antagonista nao-
seletivo, mas com maior afinidade para os sub-tipos de receptores opidides |- € K- € menor para o
subtipo O (Gutstein e Akil, 2001) ¢é possivel que a diferenca do efeito da naltrexona nas diversas
doses aqui observada deva-se a ligacao diferenciada da naltrexona nesses subtipos de receptores.
Um dado relevante deste estudo foi que diferentes doses de naltrexona microinjetadas nas
porgdes core ou shell do nucleo accumbens bloquearam o desenvolvimento de tolerancia rapida
ao etanol. Quando injetada na porcao core do accumbens apenas a dose de 20 g de naltrexona
promoveu bloqueio significante da tolerancia ao etanol, enquanto que, quando injetada na porc¢ao
shell, o bloqueio significante foi observado nas doses de 10 e 20 pg. Isso poderia sugerir que a
porg¢do shell ¢ mais sensivel aos efeitos da naltrexona. No entanto, observando as curvas, nota-se
que os resultados obtidos nas duas por¢des do nucleo accumbens sdo semelhantes e que talvez as
diferencas tenham sido observadas porque cada dose foi analisada em separado, ndo tendo sido
feitas comparagdes entre as mesmas. Estudos recentes enfocando a agdo diferenciada das drogas
de abuso nas por¢des core ou shell do niicleo accumbens demonstraram que a por¢ao shell parece

estar mais envolvida com as fases iniciais do consumo e do comportamento de busca por estas
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substancias, enquanto que a por¢ao core aparentemente desempenha um papel mais importante
nos processos de condicionamento associados ao comportamento de consumo de drogas (Ito et
al., 2000; 2004). Com relacdio ao 4lcool, especificamente, apesar de diversos estudos
demonstrarem alteragdes predominantemente na por¢do shell (para uma revisao ver Di Chiara,
2002; Gonzales et al., 2004) os efeitos podem variar de acordo com a metodologia empregada e o
momento da coleta dos dados. Por exemplo, a administragcdo intragastrica de etanol mostrou
ativar igualmente o sistema opidide nas por¢des core e shell em uma linhagem de ratos
selecionada pela alta preferéncia ao etanol (Li ef al., 1998), embora o consumo oral voluntério de
etanol promova aumento localizado no metabolismo de glicose na por¢ao shell, mas ndo na
porg¢do core (Porrino et al., 1998). Desta forma ndo surpreende que os efeitos da microinjecao de
naltrexona nas porgdes core ou shell do nicleo accumbens sobre a tolerancia ao etanol tenham
sido similares. Mesmo assim, a hipotese de que a droga tenha se difundido a partir do local de

infusdo para estruturas adjacentes ndo pode ser completamente descartada.

Para identificar qual(is) subtipo(s) de receptores opidides estaria(m) envolvido(s) no
bloqueio da tolerancia pelo antagonista opidide, nos experimentos subseqiientes empregaram-se
antagonistas seletivos para os receptores H-, & e K-opidides, naloxonazina, naltrindol e nor-
binaltorfimina, respectivamente (Hahn et al., 1982; Portoghese et al., 1987; 1988). Esses
experimentos mostraram resultados diversos. A naloxonazina, antagonista -opioide,
microinjetada na dose de 4 Mg, tanto na por¢do shell como na porcdo core, bloqueou o
desenvolvimento de tolerancia ao alcool, sugerindo que pelo menos parte do bloqueio da
tolerancia rapida pela naltrexona ¢ devida ao bloqueio de receptores do tipo p-opidide no nucleo

accumbens.
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A microinje¢do do antagonista K-opidide nor-binaltorfimina na porg¢do core, por sua vez,
promoveu efeitos diferenciados. Na dose mais baixa (2,5 pg) houve tendéncia ao bloqueio da
tolerancia rapida ao etanol (interagcdo do tratamento versus pré-tratamento: p = 0.06%), enquanto
que na dose mais alta observou-se reducdo no prejuizo motor do grupo tratado com nor-
binaltorfimina + salina, um efeito semelhante aquele observado com naltrexona administrada por
via sistémica na dose maior, sugerindo uma facilitacio do fendémeno de tolerancia por uma
exposicao. A nor-binaltorfimina na dose de 5 Yg na por¢ao core promoveu ainda um efeito per se
no Dia 1. Uma possivel explicagdo para o efeito diferenciado da nor-binaltorfimina seria a
localizagdo pré-sinaptica do receptor K-opidide no nucleo accumbens (McFadzean et al., 1987;
Hjelmstad e Fields, 2001). A microinjecdo de nor-binaltorfimina na por¢do shell do nucleo
accumbens nao afetou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol, sugerindo que os
receptores K-opidides presentes nesta estrutura ndo desempenhem um papel relevante na

modulacdo da tolerancia.

A microinje¢do do antagonista &-opidide naltrindol nas duas por¢des do nucleo
accumbens ndo apresentou qualquer efeito significativo na tolerancia, pelo menos nas doses aqui
empregadas, sugerindo que este subtipo de receptor opidide ndo contribua para o bloqueio da

tolerancia produzido pela naltrexona.

Os resultados deste estudo sugerem que o sistema opidide, em particular através de
receptores do tipo [, tem fisiologicamente um papel modulador positivo no desenvolvimento da
tolerancia rapida ao etanol, j& que seu bloqueio prejudica o desenvolvimento da tolerancia, efeito
que ¢ revertido por um agonista opidide. No entanto, com estes resultados, ndo podemos
responder ainda como se da esta modulagdo. Uma possibilidade seria a interacdo que o sistema

opidide tem com o sistema dopaminérgico na via mesolimbica. Como mencionado na
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introdugdo, a presenga de receptores dos subtipos M-, & ¢ K-opidides ¢ de peptideos opidides no
nucleo accumbens ¢ bem documentada (Wamsley et al., 1980; George et al., 1994; Turchan et
al., 1999; Meshul e McGinty, 2000). A ativacdo dos receptores U- (Spanagel et al., 1990;
Yoshida et al., 1999; Piepponen et al., 1999) e d-opidides (Longoni et al., 1991; Pentney ¢
Gratton 1991; Svingos et al., 1999) promove um aumento da concentragdo extracelular de
dopamina, enquanto que a estimulacdo dos receptores K-opidides resulta em reducdo na liberagao
de dopamina (Spanagel ef al.,, 1990; Marinelli ef al., 1998). A administracdo de etanol leva ao
aumento de opidides enddgenos no nicleo accumbens (Olive et al., 2001) que, por sua vez, pode
modular a liberagdo de dopamina. A naltrexona e antagonistas opidides atenuam o aumento da
dopamina no nucleo accumbens apds a injecao sistémica ou local de etanol (Acquas et al., 1993;
Benjamin et al., 1993; Gonzales e Weiss 1998), um mecanismo proposto para a supressdo do
consumo de etanol pela naltrexona (Gonzales e Weiss, 1998). Assim, ¢ possivel que o bloqueio
da tolerancia pelo antagonista seletivo do tipo M- tenha relagdo como bloqueio indireto da
liberagcdo de dopamina. J4 os efeitos do antagonismo dos receptores do tipo K- na tolerancia sao
mais dificeis de interpretar devido a localizacdo predominantemente pré-sindptica e possivel

aumento da liberagdo dopamina decorrente do bloqueio deste subtipo.

A atividade do niicleo accumbens em processar o refor¢o promovido por drogas de abuso
ou reforcadores naturais parece envolver um componente associativo importante (Di Chiara,
2002). A apresentacdo de um reforcador altera a taxa de disparo de neurdnios da area tegmentar
ventral, resultando no aumento da concentragdo extracelular de dopamina no nucleo accumbens
(Yun et al., 2004). Apds algum treino, a apresentagdo de um estimulo condicionado ao reforcador
(por exemplo: uma lampada que acende momentos antes da apresentagdo do reforco) € suficiente

para aumentar a taxa de disparo destes neurdnios (Schultz et al., 1997). O aumento transitério de



Participagdo dos receptores opidides do nicleo accumbens na tolerancia rapida ao etanol em ratos

5. Discussédo

dopamina no nucleo accumbens pode sinalizar a presenga do reforcador no ambiente e levar o
animal a um estado de alerta onde o processo de aprendizado e a evocacdo de comportamentos
direcionados a procura do reforcador estariam facilitados (Gonzales et al., 2004). Outros estudos
demonstraram que a atividade dopaminérgica na porcao shell do nicleo accumbens ¢ aumentada
durante a aquisicdo do comportamento pavloviano (Phillips et al,, 2003) e que uma estreita
relacdo entre os sistemas dopaminérgico e NMDA pode existir no nacleo accumbens em

processos de aprendizado (Di Ciano et al., 2001; Giertler et al., 2003).

Do ponto de vista evolutivo, a facilitacdo do aprendizado decorrente da apresentacdo de
um reforgador natural (por ex: comida, parceiro sexual) permitiria ao animal uma melhor
performance no momento em que o refor¢ador estivesse novamente presente. Em estudo recente,
Roitman e colaboradores (2005) mostraram que neuroénios do nucleo accumbens respondem de
modo diferenciado a estimulos aversivos ou reforgadores ndo condicionados, desencadeando
respostas motoras distintas, e que estes neuronios sdo capazes de responder a estimulos pareados
com o estimulo ndo-condicionado. Além disso, o papel do niicleo accumbens no aprendizado de
tarefas motoras ndo-declarativas e no condicionamento pavloviano ¢ interessante, haja vista que
nas ultimas trés décadas diversos estudos tém sugerido a participacdo do aprendizado no
desenvolvimento de tolerancia ao alcool, alterando deste modo seu conceito classico (Chen et al.,
1968; LeBlanc et al., 1975; Holloway et al., 1989; Kalant, 1998; Larson e Siegel, 1998). Foi
demonstrado que estimulos condicionados ao ambiente desempenham um papel importante na
tolerancia ao etanol (Melchior e Tabakoff, 1981; Tiffany et al., 1987; Le et al., 1987) e que a
pratica intoxicada também exerce papel facilitador na aquisicdo de tolerancia a incoordenacdo
motora provocada pelo etanol (Mansfield et al., 1983; Vogel-Sprott et al.,, 1984; Mayfield et al.,

1992; Khanna et al., 1996). A tolerancia pode ainda ser bloqueada por drogas que prejudicam o
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aprendizado, por exemplo antagonistas do receptor NMDA para o glutamato (Wu et al., 1993;
Khanna et al., 1998; Zaleski et al., 2001; Wazlawik e Morato, 2003) e aumentada por drogas que

facilitam o aprendizado (Khanna et al., 1995).

A importancia do receptor NMDA nos processos de plasticidade sinaptica e aprendizado
j& ¢é bem conhecida (para uma revisdo recente ver Perez-Otano e Ehlers, 2004). Apesar do fato
dos receptores NMDA serem inibidos ap6s a administracdo aguda de etanol (Dar, 2002; Krystal
et al., 2003) e da importancia deste receptor nos processos de aprendizado, a acdo do alcool no
receptor NMDA ndo bloqueia o desenvolvimento de tolerdncia, levando a um paradoxo
interessante (Fadda e Rossetti, 1998). Uma possivel solu¢do para este paradoxo foi demonstrada
por Maldve e colaboradores (2002). Em um estudo utilizando fatias do nacleo accumbens de
ratos, estes autores observaram que a liberacdo de dopamina apds a administracdo de etanol e a
consequente ativagdo do receptor D;, desencadeia uma cascata de fosforilagdo, via DARPP-32,
que altera o receptor NMDA de uma conformacdo sensivel ao etanol para outra insensivel
(Maldve et al., 2002). Deste modo, a perda da sensibilidade do receptor NMDA ao etanol na
célula alvo poderia permitir a atividade deste receptor no processo de plasticidade sindptica
necessaria ao desenvolvimento de tolerancia (Lovinger, 2002). Como os antagonistas opidides
reduzem indiretamente a liberacdo de dopamina (Herz, 1997; Bodnar 2003) a alteracdo de
sensibilidade do receptor NMDA acima mencionada poderia ser reduzida indiretamente com a
administracdo de naltrexona. Além disso, foi recentemente demonstrado o bloqueio da tolerancia
rapida ao etanol em camundongos pelo tratamento intraperitoneal com o antagonista D,
SCH23390 (Batista et al., 2005). Portanto, faz sentido supor que o bloqueio da tolerancia pela

injecdo intra-accumbens de naltrexona ou naloxonazina seja conseqiiéncia da interferéncia na
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delicada relagdo entre opidides enddgenos, dopamina e NMDA presente no niicleo accumbens.
Todavia, estudos mais aprofundados serdo necessarios para consolidar esta hipdtese.

Ha que se considerar ainda outros sistemas de neurotransmissdo. Como mencionado
anteriormente, cerca de 90 % dos neurdnios que compdem o nucleo accumbens sdo gabaérgicos.
A sensibilidade destes neuronios se da de forma diferenciada em ratos tolerantes e ndo-tolerantes
ao etanol, sendo a inibi¢do promovida pelo etanol menor nos animais tolerantes (Piepponen et al.,
2002) e sujeita a modificadag¢do apds exposigdes repetidas (Nie et al., 2000). Além disso, o efeito
discriminativo do etanol ¢ mediado em parte por receptores GABA,, e a administra¢do intra-
accumbens de um agonista deste receptor substitui por completo a administracdo de etanol em
um procedimento operante (Hodge e Cox, 1998; Besheer et al., 2003). As possiveis interacdes
entre os sistemas gabaérgico e opidide no desenvolvimento de tolerancia ao alcool ainda carecem
de estudos mais aprofundados.

Tomados em conjunto, nossos resultados permitem sugerir um maior envolvimento dos
receptores H-opidides no bloqueio da tolerdncia ao alcool. Os antagonistas usados neste estudo
bloquearam a tolerancia rapida quando injetados antes da pratica intoxicada no Dia 1. Estudos
anteriores demonstram que drogas eficazes no bloqueio da tolerancia rapida quando injetadas
apenas no Dia 1 ou nos Dias 1 e 2, foram ineficazes quando injetadas somente no Dia 2 (Khanna
et al., 1995; Barreto, 1997). Isto sugere que o aprendizado dependente de estado ndo seja
fundamental no desenvolvimento da tolerdncia rapida. Portanto, apesar da hipotese do
aprendizado dependente de estado ndo poder ser descartada com este protocolo, € provavel que o
bloqueio da tolerancia seja conseqiiéncia da interferéncia nos mecanismos que ocorrem durante a
pratica intoxicada no Dia 1. Além disso, as doses de naltrexona utilizadas estdo de acordo com

experimentos nos quais se observou uma redugdo no consumo de etanol e na concentragio
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extracelular de dopamina no nicleo accumbens (Gonzales e Weiss, 1998; Coonfield et al., 2002)
e, embora alguns estudos indiquem diferencas significativas entre as porgdes core e shell na
modulagcdo do comportamento de consumo do etanol (Zahm, 2000; Di Chiara, 2002), apenas o
receptor K-opidide mostrou diferenca entre as por¢des core e shell na modulacao da tolerancia.
Apesar do bloqueio da tolerancia ao alcool pela injecdo de antagonistas opidides em doses
que influenciam no comportamento de consumo de etanol, bem como a participagdo do nucleo
accumbens, uma estrutura importante no abuso do alcool, ter sido demonstrada, estudos mais
aprofundados sdo necessarios para uma maior compreensdo das relagdes entre o fendmeno da

tolerancia e o consumo elevado de etanol.
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A injecdo sistémica de naltrexona bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida a
incoordenacdo motora provocada por etanol em ratos; efeito que foi revertido pela co-
administracdo de morfina.

A administragdo intra-accumbens de naltrexona bloqueou a tolerancia rapida ao etanol de
modo semelhante ao observado com a inje¢do sistémica. Nao foram detectadas diferencas
entre as porc¢des core e shell no efeito da naltrexona na tolerancia ao alcool.

O antagonista P-opidide naloxonazina microinjetado nas por¢des core ou shell do nicleo
accumbens bloqueou o desenvolvimento de tolerancia rapida ao etanol.

O antagonista d-opidide naltrindol microinjetado nas porg¢des core ou shell do nucleo

accumbens ndo afetou o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol.

O antagonista K-opidide nor-binaltorfimina microinjetado na por¢do shell do nicleo
accumbens ndo afetou o desenvolvimento de tolerancia rapida ao etanol, entretanto, a
microinje¢dao na por¢ao core pode ter facilitado o comportamento de folerdncia por uma
exposi¢do ou tolerancia cruzada.

Os resultados sugerem que o efeito da naltrexona microinjetada no nucleo accumbens
sobre a tolerancia rapida ao etanol deva-se predominantemente ao antagonismo dos

receptores H-opioides.
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Tabela 4: Critérios do DSM-IV.

Critérios do DSM-IV-RT para diagnostico da sindrome de dependéncia de substiancia

* Tolerancia (observada pela necessidade de consumir doses maiores para obten¢do do efeito
desejado).

*  Abstinéncia (definida por uma série de sintomas desagradaveis quando a substdncia ndo ¢
consumida).

* A substincia ¢ freqiientemente consumida em maiores quantidades ou por um periodo mais longo
do que o pretendido.

»  Existe um desejo persistente ou esfor¢os mal-sucedidos no sentido de reduzir ou controlar o uso da
substancia.

e  Muito tempo ¢é gasto em atividades necessarias para a obtencdo da substincia, na utilizag¢do, ou na
recuperacdo de seus efeitos.

* O uso da substancia continua, apesar da consciéncia de ter um problema fisico ou psicolégico
persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pela substancia.




