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RESUMO

Na busca de medicamentos para tratar a dependéncia de drogas, muitos modelos
animais foram desenvolvidos. NO0s adaptamos e validamos um modelo de dependéncia
para camundongos, que permite a caracterizagao dos diferentes padrbes de consumo
de etanol. Este modelo é baseado em um paradigma de trés garrafas por livre-escolha,
que permite estudar o consumo de &lcool, quando as solu¢cbes possuem sabor menos
palatavel por meio da adicdo de quinino, um estimulo gustativo amargo provavelmente
aversivo. O modelo possui validade de face (consumo de alcool a longo prazo,
ansiedade aumentada durante a abstinéncia de alcool e ingestao persistente apesar de
adulteracdo das solucdes de etanol com quinino); validade preditiva, quando testado
com naltrexona e, também, confiabilidade (o modelo foi replicado em varios estudos).
Em um desses estudos observou-se que os camundongos caracterizados como
"adictos" exibiam diferentes niveis de transcricAo dos genes Gabbrl e Gabbr2 em
diversas areas do cérebro relacionadas ao comportamento aditivo. Como estes genes
estdo relacionados ao GABAB receptor, decidimos estudar o efeito de um agonista
desse receptor sobre o consumo de etanol neste modelo de adicdo. Sessenta
camundongos Swiss machos foram alojados individualmente e foram oferecidas
solucdes de etanol (5% e 10%) e agua em um paradigma de livre escolha que consiste
em quatro fases: aquisicdo (AC: 10 semanas), abstinéncia (W: 2 semanas),
reapresentacdo (RE: 2 semanas) e adulteracdo (com quinino) (AD: 2 semanas). Os
camundongos controle (n = 10) tiveram acesso somente a agua. Os camundongos
foram caracterizadas como: Adictos (A, n = 15: preferéncia por etanol durante todas as
fases e sem haver reducdo no consumo de etanol quando adulterado), bebedor pesado
(H, n = 16: preferéncia por etanol durante a fase de AC com uma redug&o no consumo
de etanol quando adulterado) e bebedor de leve (L, n = 20: preferéncia por a agua e
baixo consumo de etanol durante todas as fases). Apds a classificacdo, o etanol foi
retirado durante quatro dias e, em seguida, metade dos animais dos grupos A, He L
receberam baclofeno intra-peritonealmente (i.p) (0, 1,25, 2,5 e 5,0 mg / kg, administrado
aleatoriamente com 4 dias de abstinéncia entre cada dose) e os demais receberam
solucéo salina. Trinta minutos depois, etanol e agua foram oferecidos. O grupo controle
recebeu as 3 doses de baclofen e 30 minutos depois obteve acesso a agua (para
verificar o efeito do baclofeno sobre o comportamento consumatorio). O baclofeno
reduziu o consumo de etanol apenas no grupo H. O grupo "adicto”, mesmo apdés o
tratamento com baclofeno, apresentou uma "perda de controle" sobre o consumo de
etanol. A ativacdo do receptor GABAB € necessaria para o equilibrio entre as
subunidades GABAB1 e GABAB2 e, portanto, os niveis de transcricdo genética
desproporcionais observados em camundongos "adictos" poderiam explicar essa falta
de resposta ao tratamento com baclofeno.

Palavras chave: adicdo, baclofeno, etanol, paradigma de livre escolha, receptor
GABAB, camundongo.
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ABSTRACT

In the search for medications to treat drug addiction, many animal models have been
developed. We adapted and validated an addiction model for mice which allows the
characterization of different ethanol intake patterns. This model is based on a three
bottle free-choice paradigm that allows studying alcohol-intake when ethanol solutions
are made less palatable through the addition of quinine, a bitter, presumably aversive
taste stimulus. It has face validity (long-term high ethanol intake, heightened anxiety
during ethanol withdrawal and persistent intake despite adulteration of ethanol solutions
with quinine); predictive validity when tested with naltrexone and also, reliability (the
model has been replicated in several studies). In one of these studies we observed that
mice characterized as “addicted” had different level of transcription for the Gabbrl and
Gabbr2 genes in several brain areas related to addictive behavior. As these genes are
related to GABAB receptor, we decided to study the effect of an agonist of this receptor
on the ethanol consumption in this model. Sixty adult male Swiss mice were individually
housed and were offered ethanol (5% and 10%) and water in a free choice paradigm consisting
of four phases: acquisition (AC: 10 weeks), withdrawal (W: 2 weeks), re-exposure (RE: 2 weeks)
and quinine-adulteration (AD: 2 weeks). Control mice (n=10) had access only to water. Mice
were characterized as: addicted (A, n=14: preference for ethanol during all phases and no
reduction in ethanol intake when adulterated), heavy drinker (H, n=15: preference for ethanol
during AC phase and reduction in ethanol intake when adulterated) and light drinker (L, n=19:
preference for water and low ethanol intake during all phases). After the classification,
ethanol was withdrawn during 4 days and then, half of the A, H and L groups received
i.p. baclofen (0; 1.25; 2.5 and 5.0 mg/kg, randomly administered to each mouse with 4
days of abstinence among each dose) and the others received saline. Thirty minutes
later, ethanol and water were offered. The control group received the 3 doses of
baclofen and 30 minutes later had access to water (to verify the baclofen effect on
consumatory behavior). Baclofen reduced ethanol intake only in group H. The “addicted”
mice, even after baclofen treatment, continued to exhibit a “loss of control” over ethanol
intake. Activation of the GABAg receptor is necessary for the precise balance between
the GABAg; and GABAg; subunits, so the disproportionate transcription levels observed
in “addicted” mice could account for this lack of response to baclofen treatment.

Keywords: addiction; baclofen; ethanol; free-choice paradigm; GABAB receptor; mice.



1. INTRODUCAO

O abuso de &lcool e a sua dependéncia sdo problemas que afetam a
populacdo mundial e representam o maior problema de saude publica tanto no Brasil
como em outros paises. Os problemas decorrentes direta e indiretamente do consumo
de &lcool como acidentes, violéncia e perda de produtividade geram grandes prejuizos
econdmicos e sociais (JAMAL; BOERNGEN-LACERDA, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define alcoolismo como o consumo
de bebidas alcodlicas de forma continuada, causando prejuizo emocional, social e fisico
ao individuo. A Classificacdo Internacional de Doengas e Problemas Relacionados a
Saude (CID 10) classifica o alcoolismo como F10 — Transtornos Mentais e
Comportamentais devido ao uso de alcool (OMS, 2000).

O uso de grandes quantidades de &lcool causa transtornos para a saude e
grandes impactos socio-econdémicos sobre a populacdo mundial. Assim, em 10-20%
dos consumidores, o0 uso cronico de alcool contribui para uma multiplicidade de
complicacBes médicas, incluindo danos aos sistemas organicos e fun¢des imunolégicas
(SPANAGEL, 2009). Embora a maioria dos 6rgdos do corpo humano seja afetada pela
intoxicacdo alcodlica e pelo seu uso cronico, doencas induzidas pelo &lcool sdo mais
notaveis no figado, pancreas e cérebro. Os danos cerebrais Induzidos pelo &lcool séo
um problema particular durante a gravidez, resultando em sindrome do alcoolismo fetal,
qgue representa a forma mais comum de deficiéncia mental adquirida, afetando até
1/7000 criangas (NICCOLS, 2007).

A grande maioria da sociedade ocidental moderna consome regularmente
alcool. As principais razfes para esse consumo excessivo estdo relacionadas com a
capacidade do alcool produzir estimulagdo dos estados de humor e causar efeitos
ansioliticos. De fato, os europeus gastam em torno de 100 bilhdes de euros por ano em
bebidas alcodlicas, sendo que tal gasto € refletido pela elevada taxa de consumo de
alcool per capita de 10 litros de etanol puro por ano. Luxemburgo tem o maior nivel de

consumo mundial em mais de 13 litros por ano. Em comparac¢do, o consumo médio de



alcool per capita na América do Norte na ultima década, foi de 8,5 litros por ano (Figura
1) (SPANAGEL, 2009).

Liters per capita
>13
11-13

9-11
7-9
5-9
35
1-3
<1

Alcohol Consumption per Capita

.

Figura 1. Consumo de alcool per capita, em litros, de etanol puro por ano
Fonte: WHO, 2002.

Os transtornos causados pelo uso de alcool incluem dependéncia e abuso. A
APA (American Psychiatric Association) define dependéncia de drogas (também
denominada adicdo) como um conjunto de sinais e sintomas que indica que o individuo
continua a utilizar a substancia, apesar dos problemas significativos que o0 seu consumo
acarreta (APA, 1994).

O uso compulsivo de substancias € uma caracteristica da dependéncia e um
dos critérios diagnésticos centrais apresentados pelo DSM IV (Diagnostic Statistical
Manual, 4a edicao) (APA, 1994).

Os indicios de tolerancia e manifestacbes de abstinéncia estdo incluidos na
lista de sintomas, mas ndo sdo nem necessarios nem suficientes para definir o
diagnéstico de dependéncia de drogas. A dependéncia pressupde a existéncia de trés

ou mais sintomas da lista para estabelecer o diagnoéstico, enquanto o abuso pode ser



diagnosticado quando o individuo apresentar um ou dois desses sintomas. A natureza
cronica e recidivante da dependéncia preenchem os critérios que definem uma doenca
cronica (MACLELLAN et al., 1979).

A dependéncia de alcool acomete de 10% a 12% da populacdo mundial e
11,2% dos brasileiros que vivem nas 107 maiores cidades do pais, segundo
levantamento domiciliar sobre o uso de drogas. E por isso, ao lado da dependéncia de
tabaco, a forma de dependéncia que recebe maior atencdo dos pesquisadores. Muitas
caracteristicas, tais como género, etnia, idade, ocupacéo, grau de instrucdo e estado
civil podem influenciar o uso nocivo de alcool, bem como o desenvolvimento da
dependéncia ao alcool. A incidéncia de alcoolismo é maior entre os homens do que
entre as mulheres. O mesmo se repete entre 0s mais jovens, especialmente na faixa
etaria dos 18 aos 29 anos, declinando com a idade (MARQUES; RIBEIRO, 2002).

No Brasil, de acordo com o segundo levantamento domiciliar realizado pelo
CEBRID (Centro Brasileiro de Informacfes sobre Drogas Psicotropicas) em 2005, a
prevaléncia da dependéncia de alcool estimada foi de 12,3%. A prevaléncia de
dependentes é mais alta nas regides Nordeste, com porcentagens quase de 14%. Fato
mais preocupante é a constatacdo de que, no Brasil, 5,2% dos adolescentes (12 a 17
anos de idade) sdo dependentes do alcool. No Norte e Nordeste, essa porcentagem
esta proxima dos 9%. (CARLINI et al.,2007).

O padrao de consumo de alcool € um aspecto relevante na avaliac¢ao inicial de
qualquer paciente. A investigacdo detalhada do padrdo de consumo, além de detectar
os niveis de gravidade, permite a observacdo de rituais de uso e auxilia no
estabelecimento de estratégias de mudancas (MARQUES; RIBEIRO, 2002).

As complicacbes relacionadas ao consumo de alcool ndo estdo apenas
relacionadas ao uso cronico (FERGUSSON; LYNSKEY; HORWOOD, 1994).
IntoxicagOes agudas, além de trazer riscos diretos a saude, deixam os individuos mais
propensos a acidentes (NICCOLS, 2007).

O alcoolismo é uma doenca priméaria cronica, sendo frequentemente
progressiva e fatal. No Brasil, o alcoolismo € a terceira causa de absenteismo e a oitava
para concessao de auxilio doenca no sistema previdenciario; pacientes com problemas

relacionados ao uso de alcool utilizam trés vezes mais o0s servicos de saude e estao



sujeitos 13 a 14 vezes mais a atrasos (ODO et al, 2000, apud, AMARAL;
MALBERGIER, 2004).

O uso excessivo de alcool causa aproximadamente 350 tipos de doencas
fisicas e psiquicas. No Brasil, 90% das internacbes em hospitais psiquiatricos por
dependéncia de drogas acontecem devido ao &lcool (NICCOLS, 2007).

Nos ultimos 20 anos, grandes progressos foram feitos no estudo do alcool
através da farmacologia. Hoje ha uma solida compreensdo de como o alcool age no
cérebro para induzir os seus efeitos comportamentais agudos. Apesar da opinido
generalizada de que o &lcool é um agente farmacologico inespecifico, os recentes
estudos de farmacologia molecular demonstraram que o &lcool tem apenas alguns
alvos conhecidos. Estes sdo os receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA),
do &cido-gama-aminobutirico (GABAA e GABAB), de glicina, de 5-hidroxitriptamina tipo
3 (5-HT3) e receptores nicotinico neuronais (nACh), bem como canais de calcio tipo - L
e algumas proteinas G (VENGELIENE, 2008).

1.1 Mecanismos de Ac&o do Alcool

O etanol, também chamado alcool etilico e, na linguagem popular,
simplesmente alcool, € uma substancia organica obtida da fermentacdo de acuUcares,
ou hidratacdo do etileno, encontrado em bebidas como cerveja, vinho e aguardente,
bem como na industria de perfumaria. (SOLOMONS; FRUHLE, 2001).

Héa provas consideraveis, a partir de modelos animais e dos seres humanos,
gue todas as drogas de abuso convergem em um circuito comum no sistema limbico do
cérebro. (KOOB; LE MOAL, 2001).

A via dopaminérgica mesolimbica tem sido alvo de estudos sobre drogas de
abuso ao longo do tempo. Essa via inclui os neurénios dopaminérgicos da Area
Tegmental Ventral (ATV) do mesencéfalo e suas projecdes para o cortex pré-frontal e
para o Nucleo Accumbens (NAcc).

Esta via, ATV-NAcc, € um dos substratos mais importantes para os efeitos de

gratificacdo agudos de todas as drogas de abuso, e pesquisas, durante varias décadas
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passadas, foram delineadas para demonstrar a forma como cada droga,
independentemente dos seus distintos mecanismos de acdo, convergem na ATV e no
NAcc para produzir determinadas respostas funcionais (figura 2) (KOOB; LE MOAL,
2001).
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Figura 2. Esquema simplificado das a¢8es agudas convergentes das drogas de abuso no complexo ATV-
NAcc.

As drogas de abuso, apesar de diversas ac¢des iniciais, podem produzir alguns efeitos comuns sobre o
ATV e NAcc. As drogas estimulantes podem aumentar diretamente a transmissdo dopaminérgica no
NAcc. Os Opiaceos podem fazer o0 mesmo indiretamente: eles inibem interneurbnios GABAérgicos no
eixo ATV, estimulando os neurdnios dopaminérgicos da ATV. Os opiaceos também atuam diretamente
nos receptores opidides nos neurénios do NAcc. A nicotina parece ativar neurbnios dopaminérgicos da
ATV diretamente através da estimulacdo de receptores nicotinicos da acetilcolina e, indiretamente,
através da estimulacdo de receptores glutamatérgicos em terminais nervosos que inervam neurdnios
dopaminérgicos. O alcool, através da atuacéo, principalmente, no receptor GABAA, pode inibir terminais
GABAérgicos na ATV e, portanto, desinibir os neurdnios dopaminérgicos da ATV e, da mesma forma,
inibir terminais glutamatérgicos que inervam os neurdnios do NAcc. Muitos mecanismos adicionais (néo
mostrados) sdo propostos para o alcool. Os mecanismos dos canabindides parecem complexos, e
envolvem a ativacao dos receptores CB1 (que, como os receptores D2, sdo acoplados a proteina Gi) em
terminais nervosos glutamatérgicos e GABAérgicos nos neurdnios do NAcc. Finalmente, ha alguns
indicios de que a nicotina e o alcool podem ativar vias de opidides enddgenas e que estas, e outras
drogas de abuso (tais como os opiaceos), podem ativar vias de canabindéides enddgenos (ndo
mostrados). Fonte: NESTLER, 2005.



Os principais efeitos do etanol sédo observados no sistema nervoso central,
onde suas acdes depressoras se assemelham as dos anestésicos volateis. Apesar de o
etanol, em concentracdes farmacologicas efetivas, produzir uma alteracdo estrutural
detectavel (isto €, um amento na fluidez) das membranas lipidicas, semelhante aquela
causada pelos anestésicos volateis, é provavel que suas acdes dependam,
basicamente, de mudancas nos canais iGnicos e receptores especificos de membrana.
Ao nivel celular, o efeito do etanol € puramente depressor, embora aumente a atividade
dos impulsos — presumivelmente por desinibicdo — em algumas partes do Sistema
Nervoso Central (SNC), sobretudo nos neurbnios dopaminérgicos mesolimbicos
envolvidos na via de recompensa. As principais teorias de acdo do etanol sao: 1)
potencializacdo da inibicAo mediada pelo acido gama-aminobutirico (GABA),
semelhante a acdo dos benzodiazepinicos; 2) inibicdo da entrada do calcio pelos canais
de célcio regulados por voltagem; 3) inibicdo da funcdo dos receptores de glutamato N-
metil-D-aspartato (NMDA) (VIENNE et al., 2010).

1.2 Neurobiologia da Adicao

A toxicodependéncia, também conhecida como dependéncia de drogas, € uma
doenca cronica recidivante caracterizada por (1) compulséo para buscar e consumir a
droga, (2) perda de controle sobre o consumo e (3) a emergéncia de um estado
emocional negativo (por exemplo, disforia, ansiedade, irritabilidade) quando o acesso a
droga é impedido (KOOB, 2009a).

Koob (2009) afirma que um dos objetivos importante da pesquisa
neurobiolégica atual € compreender 0s mecanismos neurofarmacoldgicos e
neuroadaptativos dentro dos neurocircuitos especificos que medeiam a transicao do
uso ocasional controlado da droga para a perda de controle comportamental sobre a
busca e o consumo de drogas, que consiste na caracteristica principal da dependéncia.

A toxicodependéncia foi caracterizada como uma doenca que progride da
impulsividade a compulsividade em um ciclo de dependéncia composto de trés fases:

(1) preocupacgéo / antecipacgéao (craving), (2) intoxicagdo (manutencao do uso da droga)



e (3) abstinéncia / afeto negativo (recaida) (KOOB; LE MOAL, 1997; KOOB et al.,
2008a; KOOB et al., 2008b).

Dois circuitos neurobiolégicos foram propostos por Koob (2009) como
essenciais para os aspectos hedonicos de motivacdo para buscar a droga: (1) os
circuitos neurobiologicos envolvidos na desregulacdo das propriedades de reforgo
positivo das drogas de abuso e (2) os circuitos neurobiolégicos associados ao
recrutamento das propriedades reforcadoras negativas das drogas de abuso.

Os efeitos agudos de refor¢o das drogas de abuso sdo mediados pela ativacéo
dos sistemas de dopamina (DA), serotonina, peptideos opidides e GABA, quer por acao
direta no prosencéfalo basal (nomeadamente o NAcc e o nucleo central da amigdala)
ou por acodes indiretas na ATV (KOOB, 1992a; KOOB, 2006).

Dados recentes sugerem nao apenas uma mudanca na funcdo dos
neurotransmissores associados com os efeitos agudos de reforco das drogas de abuso
durante o desenvolvimento da dependéncia, tais como diminuigdo da funcdo da DA,
peptideos opiodides, serotonina e GABA, mas também o sistema de recrutamento do
Fator Liberador de Corticotrofinas (CRF) (Figura 3) (KOOB, 2009b).
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Figura 3. Neurocircuito associado ao reforgo positivo agudo das drogas de abuso e o refor¢co negativo da
dependéncia e como ele altera na transigdo de um individuo ndo-dependente para dependente de drogas

de abuso.



Os elementos-chave do circuito de recompensa sé@o a DA e os neurbnios de peptideos opidides que se
cruzam, tanto na ATV como no NAcc, e sdo ativados durante o uso inicial da droga e o inicio da fase de
intoxicacdo. Os elementos-chave do circuito de estresse sdo o0 CRF e neurdnios noradrenérgicos que
convergem para interneurdnios gabaérgicos no nucleo central da amigdala e sdo ativados durante o
desenvolvimento de dependéncia. Fonte: KOOB; LE MOAL, 2008a.

Ja esta bem estabelecido que as respostas comportamentais (ou seja, 0
reforco e os efeitos locomotores induzidos pelas drogas) de varias substancias de
abuso estédo fortemente relacionadas com o aumento da concentracdo de DA no NAcc
com consequente ativagao do sistema de recompensa (KOOB, 1988).

A questao primordial na adicdo € o porgué alguns individuos séo suscetiveis a
passar de um uso casual da droga para um padréo de uso compulsivo, e porque para
os dependentes é tao dificil parar com a droga (EDWARDS; ARIF; HADGSON, 1981).

Os pesquisadores postularam que havia circuitos neurais especificos no
cérebro envolvidos na regulacdo de processos de recompensa, quando oS primeiros
estudos demonstraram que 0s animais pressionavam uma alavanca para obter a
estimulacdo elétrica em certas areas do cérebro, mas em outras ndo. O feixe medial do
prosencéfalo, que liga a ATV ao NAcc, foi o primeiro local identificado, nesse aspecto
(TOMKINS; SELLERS, 2001).

O sistema mesolimbico, formado em parte pela ATV e o NAcc, é parte
integrante do circuito de recompensa cerebral. Os neurdnios de DA da ATV fornecem
uma das principais fontes de DA em estruturas limbicas, incluindo o NAcc. A DA tem
sido implicada na codificacdo de reforco e de aprendizagem (SCHULTZ, 1998), ao
passo que o NAcc é considerado uma interface motora do sistema limbico, onde os
estimulos relevantes sdo processados para a iniciagdo do comportamento
(MOGENSON et al., 1980; THOMAS et al., 2008). A ATV e o NAcc, juntamente com
outras areas, tais como o cortex pré-frontal, tAlamo e a amigdala, sdo considerados
imprescindiveis e desempenham um papel critico no controle dos comportamentos de
motivacdo e aos direcionados a objetivos especificos (CHEN et al., 2010).

Através de mecanismos adaptativos de aprendizagem, as drogas de abuso
podem induzir algumas formas de plasticidade sinaptica duradouras que podem servir

para conduzir aos comportamentos persistentes de busca pelas drogas que séao



observados com os toxicodependentes. Um dos interesses particulares neste contexto
€ a observacdo de que todas as drogas que causam dependéncia, e somente drogas
gue causam dependéncia, desenvolvem formas especificas de plasticidade sinaptica no
sistema mesolimbico (UNGLESS et al., 2001).

A DA é o principal neurotransmissor do sistema mesocorticolimbico que regula
a dinamica da recompensa e, ao longo dos anos, tem sido classicamente associada
aos efeitos de reforco das drogas de abuso e pode ter um papel fundamental no
desencadeamento das alteracbes neurobiolégicas, associadas a dependéncia
(VOLKOW et al., 2007).

Este conceito reflete o fato de que todas as drogas de abuso aumentam a
concentracdo extracelular de DA no NAcc. Esses aumentos nos niveis de DA tém um
papel importante na codificacdo de recompensa, na motivacdo para conseguir a
recompensa e na facilitagdo da aprendizagem (WISE, 2002).

Varias técnicas tém indicado que o sistema mesolimbico dopaminérgico é
ativado quando o alcool € administrado aos animais de laboratério e, em particular, a
ATV tem sido implicada nos efeitos causados pelo alcool. Gessa et al., 1985,
mostraram que doses baixas de etanol administradas sistemicamente produziam um
aumento dose-dependente na taxa de disparo dos neurdnios dopaminérgicos, sendo
mais tarde, consistentemente demonstrado que o alcool estimula a transmissao
dopaminérgica na via mesolimbica (DI CHIARA; IMPERATO, 1988). Com o uso da
microdialise, foi demonstrado que a administracdo aguda de etanol resulta em liberacéo
de DA preferencialmente na porcao Shell do NAcc (PONTIERI et al., 1995). Sugere-se
que a maneira pela qual a administracdo aguda de etanol aumenta o nivel de DA
extracelular no NAcc é através de alteragbes no feedback GABAérgico na ATV. O
etanol pode diminuir a atividade desses neurdnios GABAérgicos, que posteriormente
leva a uma desinibicdo dos neurdnios dopaminérgicos do sistema mesolimbico
(SPANAGEL; WEISS, 1999). Esse mecanismo de acdo proposto é corroborado pela
observacdo de que os niveis de DA no NAcc mantém-se elevados apods a
administracdo sistémica de etanol, enquanto a liberacdo somatodendritica na ATV ja
havia diminuido, o que implica que o etanol também exerce efeito local no NAcc (KOHL
et al., 1998).
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1.3 Modelos animais de dependéncia

Animais sdo usados no estudo da dependéncia de drogas, pelas mesmas
razdes que eles sao utilizados em qualquer outro estudo médico: para compreender as
causas da doenca e desenvolver novos tratamentos (FACHIN-SCHEIT et al., 2006).
Mas, nenhum modelo animal reproduz completamente todas as caracteristicas dos
distarbios humanos. Em geral, algumas caracteristicas dos distarbios dos seres
humanos sdo selecionadas e condicBes semelhantes a estas sdo desenvolvidas em
laboratorio (CUNNINGHAM et al., 2000; KOOB, 2000; SPANAGEL, 2000).

Os modelos animais de preferéncia pelo alcool, ou outras drogas, tem uma
longa tradicdo na pesquisa biomédica sobre alcoolismo. No entanto, estes modelos
permitem apenas conclusdes limitadas em relacdo a dependéncia. Durante os ultimos
15 anos, os pesquisadores desenvolveram novos modelos animais que mimetizam os
diferentes aspectos caracteristicos da dependéncia em humanos, tais como o craving
(ou fissura, desejo persistente pela droga), a recaida e a perda de controle sobre o
consumo, que sdo aspectos importantes da dependéncia. Estes modelos incluem o
modelo de adi¢do por livre escolha, o modelo de privacdo de alcool, entre outros.
Alguns desses modelos foram validados com compostos que sao classificados
farmacologicamente como anti-craving que sao utilizados clinicamente para o
tratamento de dependentes quimicos (SPANAGEL; HOLTER, 2000).

Cientistas desenvolveram modelos animais para estudar efeitos motivacionais
do alcool. Estes modelos incluem auto-administracdo e condicionamento, e ndo sao
vistos como tentativas de desenvolver o alcoolismo. Pelo contrario, sdo usados para
caracterizar efeitos motivacionais do alcool, de maneira que este conhecimento pode
ajudar a esclarecer os papéis destes efeitos no desenvolvimento e manutencdo do
consumo excessivo em humanos. (CUNNINGHAM et al., 2000).

Nenhum dos modelos animais de adicdo mimetizam totalmente a condicéo
humana, mas eles permitem a investigacdo de elementos especificos nas diferentes
fases de adicdo a droga (KOOB; LE MOAL, 2008b). Os modelos também tém sido

utilizados para estudar a influéncia das diferencas genéticas na sensibilidade aos
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efeitos motivacionais positivos e negativos do alcool, mecanismos cerebrais dos efeitos
motivacionais do alcool, bem como a recaida e o craving (CUNNINGHAM et al., 2000).

As drogas de abuso tém propriedades de recompensa, a qual pode ser definida
como um efeito refor¢cador positivo com algum valor emocional adicional, como o prazer
(KOOB; LE MOAL, 2008b). As drogas que sao utilizadas para auto-administracdo em
estudos com animais correspondem aquelas que tém alto potencial de abuso em
humanos (COLLINS et al., 1984).

A maioria dos modelos tem utilizado macacos ou roedores. Com o0 uso de
espécies ndo-humanas, é possivel controlar maior ndmero de fatores, como as
condicdes de alojamento, dieta e experiéncias prévias com a droga. Os modelos
animais tém sido uma ferramenta muito Gtil para estudar as implicacdes
comportamentais, neuroquimicas e moleculares no consumo e preferéncia pelo alcool
em humanos (SPANAGEL, 2000). Pesquisadores também usam estes modelos para
estudar os mecanismos genéticos e neurobioldgicos responsaveis pelos efeitos
motivacionais do alcool, e para desenvolver intervengcdes comportamentais e
farmacoldgicas para alterar estes efeitos (CUNNINGHAM et al., 2000).

O recente avanco no entendimento da neurobiologia da adicdo deriva de
estudos de modelos animais de adicdo para drogas especificas, como estimulantes,
opioides, alcool e nicotina (KOOB; LE MOAL, 2008a). Recentemente, tém sido
demonstrado o papel modulador da transmissdo gabaérgica e de seus receptores do
tipo B no mecanismo de acdo de recompensa de diferentes drogas de abuso.
Numerosas observacdes indicam que a ativacdo tdnica dos receptores GABAB é
relevante para abolir os efeitos de recompensa da morfina e cocaina (BREBNER et, al.,
2002; MALGORZATA et al., 2007), uma vez que antagonistas seletivos destes
receptores ndo alteraram nem a dose auto-administrada de cocaina por via intravenosa,
nem a expressao de preferéncia de lugar induzida pela morfina (TSUJI et al., 1996).

Critérios para avaliacdo de modelos animais incluem confiabilidade e validades
preditiva, de constructo, etiologica e de face. Confiabilidade refere-se a consisténcia e
estabilidade com que a variavel de interesse é observada; validade refere-se aos

critérios para avaliagdo dos modelos. Entretanto, se um modelo animal mimetizar
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totalmente a condicdo humana, entdo ele ndo pode mais ser considerado um modelo,
mas sim uma doenca animal (GEYER; MARKOU, 1995; KOOB, 2000).

1.3.1 Modelos animais que estudam os efeitos de refor¢co positivo das drogas

Um efeito reforcador é definido operacionalmente como “qualquer evento que
aumenta a probabilidade de uma resposta®, e €& frequentemente utilizado
alternativamente como “recompensa”. Em geral, as drogas funcionam como
reforcadores positivos ou condicionados em virtude de seus efeitos de recompensa, e
recompensa frequentemente implica atributos adicionais de uma droga (por exemplo,
prazer) que nao podem ser facilmente definidos operacionalmente (SHIPPENBERG;
KOOB, 2002). Assim, efeitos motivacionais positivos produzidos pelo alcool podem
incluir aumento nos estados prazerosos (por exemplo, a euforia), bem como alivio dos
estados ndo prazerosos, como aqueles produzidos pelo estresse, ansiedade, ou
dependéncia fisica e abstinéncia (CUNNINGHAM et al., 2000).

Ha duas formas principais para se desenvolver auto-administracdo de alcool
nos animais: 0s modelos nos quais 0s animais sdo mantidos em suas gaiolas-casas e
0S que envolvem submeter o animal ao condicionamento operante. Os modelos de
condicionamento permitem compreender a natureza dos efeitos motivacionais que
influenciam na auto-administracdo do alcool, assim como os efeitos farmacolégicos, tais
como o aumento do prazer ou a diminuicdo do estresse e da ansiedade. Nos modelos
desenvolvidos nas gaiolas-casas, uma simples maneira de estudar a motivacdo para
consumir a droga é medir o volume consumido, onde garrafas para consumo
permanecem na gaiola (SHIPPENBERG; KOOB, 2002). Quando é dada aos animais
uma escolha entre solu¢des (alcool e agua, por exemplo), a propor¢ao entre a ingesta
relativa de alcool e a ingesta total (razado de preferéncia) é frequentemente usada para
caracterizar o comportamento do animal. Nos experimentos, as garrafas estao
disponiveis 24 horas por dia (livre escolha), ou apenas em pequenos periodos do dia
(acesso limitado). Os roedores sdo cautelosos ao consumir substancias com um sabor
estranho, fenbmeno denominado neofobia. Uma estratégia comum é introduzir o alcool

em uma concentracao relativamente baixa e aumenta-la ao longo do tempo. Outro
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artificio € misturar o alcool com uma substancia de sabor agradavel, como a sacarose
ou sacarina, cuja concentracdo pode ser gradualmente reduzida ao longo do tempo
(CUNNINGHAM et al., 2000).

Auto-administracdo oral centrou-se em grande parte no alcool devido a
evidente validade de face (imita a condicdo humana) deste modelo e porque a auto-
administracéo intravenosa desta substancia é dificil de ser mantida e desenvolvida nos
animais (HYYTIA et al., 1996). Com algumas excecdes (por exemplo, alucinGgenos),
drogas de abuso sdo prontamente auto-administradas, muitas por via intravenosa, e,
em geral, drogas que sdo auto-administradas por animais correspondem aquelas com
potencial de abuso em humanos (SHIPPENBERG; KOOB, 2002).

No modelo de preferéncia condicionada de lugar, os animais sdo expostos a
aparelhos que geralmente consistem de dois ambientes neutros, que podem diferir
quanto ao tipo de estimulo, incluindo cor, textura, odor e luz (FELTENSTEIN; SEE,
2008). E um modelo no qual um estimulo ambiental, pareado com a exposicdo a droga,
€ capaz de levar a propriedades motivacionais de incentivo (TZSCHENTKE, 1998,
2007). Vérias drogas, incluindo opibides, nicotina e cocaina, tipicamente induzem a
preferéncia condicionada ao lugar (SWERDLOW et al., 1989). Auto-estimulacao elétrica
de certas areas do cérebro é recompensadora para animais e humanos (OLDS;
MILNER, 1954). Ha uma boa correspondéncia entre a capacidade de as drogas de
abuso em diminuir o limiar para auto-administracéo intracraniana e o seu potencial de
abuso (KORNETSKY; ESPOSITO, 1979). O uso de métodos baseados nas
propriedades discriminantes da droga fundamenta-se nos mesmos componentes das
acOes das drogas relacionados aos efeitos de seu estimulo discriminante em animais e
aos efeitos subjetivos em humanos. Os efeitos do estimulo discriminante das drogas,
situacdo em que determinada resposta é seguida de um evento reforcador, podem
contribuir para o consumo da droga em usuarios intermitentes e a recaida em
individuos ja adictos a droga (SHIPPENBERG; KOOB, 2002).
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1.3.2 Modelos animais que estudam os efeitos de refor¢co negativo das drogas

Os efeitos motivacionais negativos produzidos pelo alcool podem incluir
estados ndo prazerosos como disforia, mal-estar e ressaca, ou mesmo diminuicdo dos
estados prazerosos, como uma reducao da euforia (CUNNINGHAM et al., 2000).
Animais também mostram uma aversdo condicionada de lugar, em vez de preferéncia,
durante o estado de abstinéncia induzido pela suspensao abrupta apds a administracao
cronica de uma droga (KOOB; LE MOAL, 2008a). A auto-administracdo operante da
droga pode ser conduzida sob condicdes em que os animais sédo induzidos a uma
“dependéncia fisica”. A dependéncia fisica pode aumentar a eficacia de reforco da
droga. Abstinéncia da droga pode produzir um estado motivacional negativo ou aversivo
gue é manifestado por ruptura da resposta, aumento do consumo, mudancas no limiar
de recompensa e aversao a lugares (SHIPPENBERG; KOOB, 2002).

O modelo de propriedade discriminante das drogas pode ser usado para
caracterizar aspectos especificos ou ndao da abstinéncia (SHIPPENBERG; KOOB,
2002). Um aspecto mais especifico da abstinéncia foi estudado em animais
dependentes de diazepam, opi6ides ou 4&lcool, treinados a discriminar entre
pentilenotetrazol, uma droga ansiogénica, e salina. Durante a fase de abstinéncia
daquelas drogas, o0s animais generalizaram para as pistas do pentilenotetrazol,
sugerindo a presenca do componente de ansiedade na sindrome de abstinéncia
(BRANDT; FRANCE, 1998; EMMETT-OGLESBY et al., 1990). O limiar de recompensa
de auto-estimulacéo intra-craniana tem sido usado para avaliar mudangas nos sistemas
gue medeiam os processos de reforco durante o curso da abstinéncia. Nenhum reforco
negativo foi medido usando esta técnica, mas ela constitui um modelo de estado
motivacional aversivo associado com o reforco negativo da abstinéncia de droga em
animais dependentes. O modelo de aversdo condicionada a lugar é quase que
exclusivamente utilizado para estudar abstinéncia de drogas opidides. Neste modelo, os
animais sdo expostos a um ambiente enquanto passam pela fase de abstinéncia, e a
outro ambiente na auséncia da abstinéncia (SHIPPENBERG; KOOB, 2002).
Administracdo de antagonistas do receptor opidide a animais com “dependéncia fisica“

de morfina produz aversao condicionada a lugares dose-relacionados, um efeito que
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pode ser observado apds uma simples sessdo de condicionamento com o antagonista
(FUNADA,; SHIPPENBERG, 1996; HAND et al., 1988).

1.3.3. Modelos animais de adi¢cdo: busca pela droga, uso compulsivo e recaida

Uma variedade de modelos animais cada vez mais sofisticados fornece meios
inestimaveis para o entendimento da neurobiologia da adicdo e a acdo farmacoldgica
das drogas de abuso (BALSTER, 1991). Muitos modelos animais mimetizam aspectos
de craving, recaida e perda de controle sobre o consumo, permitindo a possibilidade de
prevencdo farmacologica da recaida (SPANAGEL, 2003). Craving pode ser definido
como “o desejo para os efeitos previamente experimentados de uma substancia
psicoativa”. Outra definicdo simples no que se refere ao etanol é o desejo de beber
alcool sobreposto ao estado afetivo negativo ou a memoria de efeitos de recompensa
prazerosos do etanol sobreposta ao estado afetivo negativo (KOOB, 2000). Acredita-se
que os efeitos motivacionais positivos e negativos do &lcool sejam importantes
influéncias no comportamento de procura da droga e, portanto, fatores-chave entre as
muitas e variadas causas da dependéncia e abuso do alcool (CUNNINGHAM et al.,
2000). Adicao ao etanol pode ser definida como uso compulsivo, descontrolado da
droga, e geralmente acompanhado por toleréncia e abstinéncia e prejuizo nas funcdes
sociais e comportamentais (KOOB, 2000). Abstinéncia e tolerancia séo frequentemente
associados com uso compulsivo da droga; entretanto, elas ndo sao necessarias
isoladamente para um diagnéstico de dependéncia de drogas (SHIPPENBERG; KOOB,
2002). Adicdo a droga, também conhecida como dependéncia a substancia, € um
transtorno crénico caracterizado por compulsdo para procurar e consumir a droga,
perda de controle para limitar o consumo, e emergéncia de um estado emocional
negativo (por exemplo, disforia, ansiedade, irritabilidade), refletindo uma sindrome de
abstinéncia motivacional quando o acesso a droga € impedido (KOOB; LE MOAL 1997).
Diferentes drogas produzem diferentes padrdoes de adicdo com énfase em diferentes
componentes do ciclo de adicdo (KOOB et al., 2008a). Elementos comuns incluem
intoxicacdo (com psicoestimulantes e etanol, mas ndo com nicotina), abstinéncia/afeto

negativo (com opidides e etanol, mas comum a todas as drogas de abuso) e



16

preocupacao/antecipacdo (craving (comum a todas as drogas de abuso)). Pesquisas
sugerem que a via mesocorticolimbica, incluindo a ATV, NAcc, amigdala e coértex pré-
frontal, por meio de vias dopaminérgicas e glutamatérgicas, desempenhem um papel
significante na adicdo (FELTENSTEIN; SEE, 2008). Supfe-se que elementos-chave
neuroquimicos envolvidos na recompensa e estresse dentro de estruturas do
prosencéfalo basal envolvendo o estriado ventral e a amigdala extendida estejam
desregulados na adicdo, por transmitir processos motivacionais oponentes que levam a
dependéncia (KOOB; LE MOAL, 2001).

Varios modelos animais de recompensa e reforco (fase de intoxicacdo) sao
validados, e incluem auto-administragdo intravenosa da droga, preferéncia
condicionada de lugar e recompensa por estimulacéo cerebral (SHIPPENBERG; KOOB,
2002). Modelos animais de estados negativos (abstinéncia/afeto negativos) incluem
aversao condicionada a lugar quer para abstinéncia espontanea ou precipitada apés
administracdo cronica da droga, aumento do limiar de recompensa de estimulacdo
cerebral e dependéncia induzida por comportamentos de procura e consumo
aumentados (KOOB; LE MOAL, 2010). Modelos animais para o0 estagio de
preocupacao/antecipacdo envolvem reinstalacdo da procura da droga apds extincdo
quando eliciada pelas proprias drogas, por dicas ligadas a droga e por exposicao a
estressores, e medidas de abstinéncia prolongada (SHAHAM et al., 2003; WEISS et al.,
2001).

Entre os varios modelos, um foi proposto para ratos por Wolffgramm e Heyne
(1995) e Wolffgramm et al. (2000) e constituiu a base conceitual do modelo utilizado no
presente estudo. A partir deste modelo, foi validado para camundongos um modelo
baseado no paradigma de auto-administracdo oral por livre escolha. Os animais tém
livre acesso a agua e as solugbes com diferentes concentragcbes de etanol.
Inicialmente, o comportamento de ingestdo de alcool é exploratério e durante este
periodo,um alto consumo entremeado por baixo consumo € observado. Nesta fase, os
animais experimentam os efeitos psicotrépicos do alcool e ajustam seu comportamento
ingestivo (FACHIN-SCHEIT et al., 2006). Posteriormente, cada animal desenvolve seu
padrao individual de consumo, que permanece estavel por varios meses, também

descrito para ratos (WOLFFGRAMM et al, 2000). Apos 70 dias de acesso continuo por
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livre escolha ao alcool, fase denominada de aquisi¢do, os camundongos gradualmente
modificam o padré@o e alguns apresentam um aumento no consumo que se mantém nas
fases subsequentes. Entdo, os camundongos sdo submetidos a um periodo de
abstinéncia de 2 semanas. Nessa fase, originalmente, os camundongos permaneciam
todo o periodo sem acesso ao etanol, porém no presente estudo foi acrescentada uma
modificagcdo na tentativa de aumentar a motivacdo pela busca ao etanol nas fases
subsequentes. A modificacdo foi baseada no modelo de privacdo de alcool (ADE)
proposto por Spanagel (2003), no qual os animais sdo expostos durante 2 dias a droga
e permanecem em abstinéncia por 2 dias, assim submetemos os animais a 4 ciclos de
abstinéncia durante as 2 semanas. O modelo ADE reflete a motivagdo que incentiva o
consumo de &lcool, sugestiva de, craving, e que tem sido proposto como modelo de
recaida (SPANAGEL, 2003). Depois disso, os animais voltam a ter acesso as solucbes
de &lcool, sendo essa a fase de reapresentacdo que dura um periodo de mais 2
semanas. Alguns animais continuam apresentando alto consumo e preferéncia pelo
alcool nesse periodo de re-exposicao. Além disso, a adi¢do, caracterizada pela "perda
de controle” sobre a ingestao de alcool, é avaliada através da adulteragdo das solugdes
alcodlicas acrescentando quinino (FACHIN-SCHEIT et al., 2006)), que produz um sabor
amargo e supostamente aversivo. Esta adulteracdo das solu¢bes de alcool reduz
substancialmente o consumo em alguns animais que provavelmente ndao sao adictos,
enguanto outros continuam a consumir grandes quantidades de alcool sem apresentar
reducdo significante do seu consumo e preferéncia pelo etanol em relacdo as fases

”

anteriores, sendo considerado como camundongo “adicto”. Ap6s estas quatro fases, 0s
animais podem ser submetidos ao tratamento com algum composto
farmacologicamente ativo com o objetivo de testar algum novo medicamento proposto
para o tratamento do alcoolismo ou estudar o papel de sistemas de
neurotransmissores/neuromoduladores sobre o comportamento de procura ao alcool.
No caso da presente dissertacdo, foi utilizado o baclofeno, um agonista seletivo dos
receptores GABAB com propriedades centrais e periféricas, estas Ultimas manifestadas
principalmente pelos efeitos relaxantes do musculo esquelético agindo a nivel medular.

(VIENNE et al., 2010).
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Na descricdo do modelo original de privacdo do alcool, foram utilizados ratos
Wistar com livre acesso a agua, comida e trés solugbes de etanol a 5, 10 e 20% (v/v)
em suas gaiolas, em modelo de livre escolha. Apds dois meses de acesso continuo, 0s
ratos eram privados do alcool por alguns dias e a seguir novamente expostos a droga.
Quando os ratos eram re-expostos as solugdes de alcool, observava-se um fenémeno
denominado efeito de privacao do alcool (ADE do inglés alcohol deprivation effect), que
consiste em um aumento pronunciado e temporario de consumo e da preferéncia pelo
alcool, apods privacdo de alcool e abstinéncia forcada (SPANAGEL, 2003). Um retorno
ao nivel de etanol consumido igual ou maior que o observado antes da “abstinéncia” é
interpretado como “recaida” (CHIAUZZI, 1991). A adulteracdo de sabor com quinino ou
escolha adicional de uma solugcdo saborosa de sacarose ndo modificam o
comportamento de consumir o etanol durante o efeito de privacdo. Os ratos preferem
concentracbes mais altas de alcool e bebem em horérios incomuns durante o ciclo claro
(SPANAGEL; HOLTER, 1999). Muitos estudos de modelos que analisam o efeito de
privacdo do &lcool empregam um unico periodo de privacdo, mas os padrdoes de
consumo em humanos alcoolistas sdo separados em multiplos periodos de abstinéncia
e consumo (BURISH et al.,, 1981; HILBROM, 1990; MCMILLEN, 1997). O efeito de
privacdo do alcool pode ser considerado como um aumento pela demanda ao etanol
pelo individuo privado e este aumento se manifesta pelo aumento do consumo e pela
selecdo de concentracdes mais altas, as quais produzem efeitos farmacologicos mais
rapidos (SERRA et al., 2003). A medicdo do efeito de privacdo do alcool avalia apenas
uma consequéncia comportamental e nada pode se dizer sobre o estado subjetivo
associado a motivacdo de incentivo a consumir o alcool (SPANAGEL, 2003), alias,
dificil de avaliar até em humanos.

Os modelos de reinstalacdo da resposta sédo utilizados para investigar os
mecanismos subjacentes a compulsdo pela droga, recaida e procura da droga
(KAMENETZKY; MUSTACA, 2005; SHAHAM et al., 2003). Um exemplo de desenho
experimental, envolve treinar os animais a pressionar uma alavanca para obter alcool.
Posteriormente passam pela fase de extingédo, na qual a pressdo da alavanca deixa de
estar pareada com a obtencdo da droga. Apos esta fase, varios estimulos séo

apresentados e avaliam-se quais deles reinstalam a resposta de pressao da alavanca,
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sem a presenca da droga. Quando a reinstalacdo € induzida (por exemplo, por pistas,
estresse ou droga), um aumento das pressbes da alavanca pode ser prontamente
quantificado. Ha evidéncias de que ao menos trés classes de estimulos produzam a
reinstalacdo: a administracdo de uma pequena dose de alcool, o estresse, e estimulos
condicionados que foram associados a droga durante a fase inicial. Em alcoolistas a
simples visualizacdo de um bar ou o odor de alcool pode provocar um efeito de craving
e recaida (SPANAGEL, 2003). O efeito de priming estd associado a uma pequena
quantidade de alcool que pode induzir, nos alcoolistas abstinentes, um intenso estado
subjetivo de craving e entdo, a procura pela droga. Os efeitos de reinstalacédo
provocados pelo priming do &alcool podem ser atribuidos as suas propriedades
hedbnicas (AGUILAR et al., 2009). De todas as drogas aprovadas pelo FDA para tratar
0 abuso de drogas, somente a naltrexona e o acamprosato foram testadas pelo modelo
de reinstalacdo da resposta por preferéncia condicionada de lugar (KUZMIN et al.,
2003; MCGEEHAN; OLIVE, 2006). O acamprosato e a naltrexona diminuem a recaida
pelo alcool em humanos e atenua a reinstalacdo da procura do alcool induzida pelo
priming ou pistas em ratos. Este modelo parece promissor nos estudos de dependéncia
pelo a&lcool, heroina e nicotina (EPSTEIN et al., 2006). N&o foi demonstrado
conclusivamente que 0s animais que passaram pelo processo de reinstalacdo da
resposta sejam verdadeiramente dependentes; também, a extincdo do comportamento
de procura da droga parece desempenhar um pequeno papel nos pacientes alcoolistas
gue estdo tentando alcancar e manter a abstinéncia (SPANAGEL, 2003).

Os modelos tém sido farmacologicamente validados, e a partir disto
desenvolveram-se drogas atualmente utilizadas para o tratamento do alcoolismo
(KAMENETZKY; MUSTACA, 2005). Uma medicacdo promissora anti-adicdo em um
modelo de auto-administragdo seria aquela capaz de atenuar a auto-administragéo e
nao alterar a resposta para as recompensas essenciais biologicas e naturais da droga
(GARDNER, 2008). Novas técnicas moleculares, como amostras de microarranjos de
DNA, permitirdo aos pesquisadores conduzir analises moleculares dos animais
procedentes destes modelos, ajudando a identificar genes que desempenham um papel
na dependéncia do alcool e em outras doencas relacionadas ao alcool (SPANAGEL,
2003).
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1.4 Receptores GABAB e efeitos de seus agonistas sobre o consumo, reforgo e
abstinéncia de etanol e outras drogas de abuso

Dados bioquimicos, eletrofisiolégicos e comportamentais responsabilizam o
receptor GABAA como um importante alvo para as ac¢fes in vivo do etanol. Quando o
etanol interage com o receptor GABAérgico, ele facilita a inibicio GABAérgica. O
resultado € um maior efeito inibitério no cérebro, ocasionando relaxamento e sedacao
do organismo (CARDOSO et al., 1999; CAMPOS, 2003).

Pode-se exemplificar essa importante acao pela evidéncia de um antagonista
do receptor GABAA reduzir o consumo de alcool em modelos animais ou pela
administracdo de um agonista deste receptor em ratos poder substituir o etanol em
estudos sobre suas propriedades discriminantes (HARRIS; MIHIC; VALENZUELA,
1998). No entanto, suas acOes terapéuticas s&do limitadas por potenciais efeitos
colaterais envolvendo hiperexcitabilidade do sistema nervoso central. Por outro lado,
agonistas ou moduladores dos receptores GABA podem abolir o comportamento de
busca da droga através de suas acdes na recompensa, dependéncia ou em ambas.
Moduladores de receptores GABA, que aumentam a atividade gabaérgica direta ou
indiretamente, diminuem a auto-administracdo de cocaina, heroina, nicotina e alcool em
ratos ndo-dependentes (MALGORZATA et al., 2007).

No entanto o etanol pode interagir em outras vias neurotransmissoras
exercendo efeitos distintos. HA muitos estudos sobre a modulacdo do etanol em canais
ibnicos de neurdnios centrais. Em neurdnios hipocampais a transmissao mediada pelo
receptor NMDA € inibida por etanol (KOYAMA; BRODIE; APPEL, 2007).

Quando o consumo de etanol se torna crénico, é produzida tanto a
dependéncia quanto a tolerancia a esses efeitos, as quais podem ser relacionadas a
uma diminuicdo da atividade dos receptores GABAA (SANNA et al.,1993). Sugere-se
gue na sindrome de abstinéncia provocada pela retirada abrupta do etanol, sintomas
como ansiedade possam ser mediados em parte pela reducdo da funcdo dos
receptores GABAA no cérebro, caracterizada pela hiperexcitabilidade do SNC instalada
na abstinéncia (DEVAUD et al., 1997).
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Agonistas dos receptores GABAB também bloqueiam os sintomas da retirada
abrupta do &lcool em animais e humanos, e diminui o desejo de beber em seres
humanos com o alcoolismo (ADOLLORATO et al., 2002).

A estrutura primaria do receptor GABAB foi estabelecida exibindo duas
subunidades, GABABR1 e GABABRZ2, sendo elas proteinas com peso molecular de
130 kDa e 110 kDa, respectivamente, e sao compostas de uma cadeia de 961
aminoacidos (GABABR1) e 940-941 aminoacidos (GABABR2). Os receptores GABAB
foram identificados, tanto no sistema nervoso central quanto periférico. No sistema
nervoso central, os receptores GABAB sdo predominantemente localizados em
neurbnios com maior densidade no nucleo talamico, cerebelo, amigdala e cortex
cerebral (MALGORZATA et al., 2007). Densidades consideraveis destes receptores
também foram detectadas no hipocampo, substancia nigra, ATV, NAcc, globo palido e
hipotalamo (BISCHOFF et al., 1999; BOWERY et al., 1987). Embora todos os ligantes
dos receptores GABAB conhecidos interajam com a subunidade GABABR1, a
subunidade GABABR2 é necessaria para o trafico de GABABR1 normal na superficie
da célula (CALVER et al.,, 2001; COUVE et al.,, 1998), assim como a ativacdo da
proteina Gi (GALVEZ et al., 2001). Outro papel identificado da subunidade GABABR2 é
aumentar a afinidade dos agonistas (porém nao dos antagonistas) a subunidade
GABABR1 (MALITSCHEK, 1999).

O ligante do receptor GABAB, ao ativa-lo, altera a conformacao da subunidade
GABABR1 e subsequentemente de todo o complexo GABABR1-GABABR2,
promovendo a ligagdo de uma subunidade da proteina Gi ao seu dominio intracelular
produzindo alteracbes funcionais nos respectivos efetores, que incluem enzimas
intracelulares (adenilato ciclase e fosfolipase C) e canais idnicos (canais de calcio e
potassio). A estimulacdo de receptores GABAB normalmente inibe a atividade da
adenilato ciclase e bloqueia a sintese de AMPc (MORISHITA et al., 1990) (Figura 4).

Recentes pesquisas vem sendo desenvolvidas com o objetivo de esclarecer a
relacdo do receptor GABAB com a dependéncia, refor¢o induzido pelas drogas de
abuso e sintomas de abstinéncia. Diaz e colaboradores (2001) mostraram que o
baclofeno, um agonista do receptor GAGAB, inibiu a sindrome de abstinéncia induzida

pela naloxona em camundongos que foram tratados cronicamente com morfina, e
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neutralizou a ansiedade induzida pela retirada da droga em ratos que foram expostos
cronicamente ao etanol (KNAPP et al., 2007).

Atualmente ja ha relatos que a administracdo do agonista prototipo do receptor
GABAB, baclofeno, bem como de outros agonistas diretos, como CGP44532 e
SKF97541 tém a capacidade de suprimir varios comportamentos relacionados com o
alcool em roedores, incluindo a aquisicdo e a manutencdo do uso (COLOMBO et al.,
2002).

1.5 Moduladores alostéricos positivos dos receptores GABAB

Os moduladores alostéricos sdo drogas que interagem com receptores de
neurotransmissores ou hormoénios em um local separado do sitio de ligacao ortostérico
de um agonista ou do antagonista competitivo. (URWYLER et al., 2004). Esses
moduladores sdo uma area promissora para descoberta de novas drogas, dada a sua
capacidade de “desvendar” mecanismos de sinalizagdo. Esses compostos geralmente
nao apresentam atividade intrinseca sem a presenca de seu respectivo sistema
neurotransmissor ou horménio, ao contrario disso, aumentam os efeitos dos ligantes
relevantes. Atualmente, o ligante dos receptores GABAB, mais utilizado em pesquisas,
disponivel € o baclofeno, um composto que pode resultar em efeitos significativos fora
de seu alvo, devido as doses, muitas vezes bastante elevadas, exigidas para a
realizacdo de efeitos funcionais eficazes (ADAMS; LAWRENCE, 2007).

Uma estratégia para tentar superar os varios problemas associados ao
baclofeno é o desenvolvimento de moduladores alostéricos positivos dos receptores
GABAB, 0 que pode representar uma forma mais sutil e controlavel de alteracbes da
funcédo do receptor, ou permitir o uso de doses mais baixas de agonistas para reduzir 0s
efeitos indesejados da droga. O composto mais estudado que age desta forma para
facilitar a sinalizacdo mediada pelo receptor GABAB é o CGP7930 (3 - (3, 5-di-terc-
butilico-4-hidroxi) fenil-2 ,2 dimetilpropanol) (URWYLER et al., 2001). Foi demonstrado
gue esse agente interage com a subunidade GABABR2, estabilizando o estado ativo
envolvido na ativacdo da proteina Gi. O antagonista receptor GABAB, CGP54626, liga-
se competitivamente ao sitio de ligacdo do GABA no receptor GABAB, mas nao inibem
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competitivamente os efeitos da CGP7930, indicando que CGP7930 nao interage com a
subunidade GABABR1 no dominio extracelular do receptor onde o GABA atua. No
estudo das subunidades do receptor GABAB, descobriu-se que CGP7930 ndo requer
ambos os dominios extracelulares GABABR1 ou GABABR2 presentes para atuar. Em
vez disso, o sitio de ligacdo parece estar localizado no dominio heptahelicoidal e,
embora mais provavel na subunidade GABABR2, a localizacdo exata de ligacdo do
modulador permanece obscura (Figura 4) (BINET et al., 2004)

Extracellular
GABARua’b) GABAg,

GABA, agonists

and antagonists\

4+ N

allosteric modulators

Ca?t,

Intercellular

Figura 4. Representacdo esquematica do receptor GABAB.
Fonte: MALGORZATA, F; MALGORZATA, M, 2008.

Dados experimentais recentes sugerem que a estimulacdo dos receptores
GABAB seja através da ativacao do neurotransmissor GABA no seu sitio de ligagéo ou
da ativacdo através de moduladores alostéricos positivos, suprimem diferentes
comportamentos relacionados com o é&lcool, incluindo a auto-administracdo de alcool,
em roedores de laboratoério. Especificamente, o tratamento com doses nado sedativas do
agonista protoétipo, baclofeno (ANSTROM, et al., 2003; JANAK; GILL, 2003; BESHEER
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et al., 2004; MACCIONI et al., 2005; LIANG et al., 2006; WALKER; KOOB, 2007), ou
moduladores  alostéricos positivos, GS39783 e CGP7930, reduziu dose-
dependentemente a auto-administracdo oral de alcool em ratos e camundongos
expostos a processos convencionais de condicionamento operante (LIANG et al., 2006;
MACCIONI et al., 2007).

Um procedimento amplamente utilizado em pesquisas com drogas de abuso
através de auto-administracdo para avaliar as propriedades motivacionais de uma
droga é o esquema de reforco em razao progressiva (PR) (DWORKIN; STAIRS 2003).
Neste procedimento, 0s animais sdo treinados para pressionar uma alavanca em um
determinado momento (FR) para receber estimulo refor¢cador especifico (p. ex. FR5,
nesse esquema o animal deve pressionar 5 vezes a alavanca para receber a droga) e,
entdo, uma vez que seu comportamento de auto-administracdo foi estabilizado, a
exigéncia de resposta é progressivamente (PR) aumentada (p. ex. FR5, FR10 e assim
sucessivamente) (MACCIONI et al., 2008).

Os moduladores alostéricos positivos dos receptores GABAB possuem efeitos
benéficos quanto ao consumo excessivo de alcool em ratos. Assim como baclofeno, o
CGP7930 ou GS39783 reduz o comportamento de consumo de etanol em dois tipos de
linhagens de ratos que tém preferéncia pelo alcool. Tanto a aquisicdo quanto a
manutencdo da dependéncia de alcool foram amplamente inibidas pelos moduladores
alostéricos positivos, assemelhando-se ao baclofeno (KNIAZEFF et al., 2004; LIANG et
al., 2006).

Estudos indicam que tanto o tratamento com o0 agonista direto do receptor
GABAB, baclofeno, como o modulador alostérico positivo, GS39783, reduz o “break
point” para o alcool, ou seja, reduz as repeticbes de pressdo na barra que os animais
desempenham para receber a droga, em ratos da linhagem Sardinian (sP), que tém
preferéncia pelo alcool, expostos a sessdes de auto-administracdo de etanol num
esquema de reforcamento de razdo progressiva. Estes resultados sugerem que a
estimulacdo do receptor GABAB, quer através da ativagdo no sitio de ligacdo do
neurotransmissor pelo agonista direto ou pela ligacdo no sitio de ativagdo dos
moduladores alostéricos positivos, reduz a motivagao de ratos SP de consumir o alcool
(GALVEZ et al., 2000; MACCIONI et al., 2008). Além do alcool, dados demonstram que
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ao utilizar o modelo de auto-administracdo de cocaina, no esquema de reforco em
razdo progressiva, o baclofeno (Brebner al., 2000) e o CGP7930, ambos diminuiram o
break point dos animais (SMITH et al., 2004), o que indica uma redugédo no reforgo
causado pela cocaina. Os efeitos inibitérios do agonista do receptor GABAB e do
modulador alostérico positivo foram bloqueados ao ser administrado um antagonista
desse receptor, SCH 50911, o que corrobora com a hipotese de que a estimulacdo do
receptor GABAB é essencial na reducdo do reforco causado pela cocaina
(MALGORZATA, 2007).

O uso cronico de drogas de abuso induz a sensibilizacdo locomotora, 0 que
resulta em respostas comportamentais duradouras durante a administracdo das
substancias (KALIVAS; VOLKOW, 2005). Em estudos de sensibilizacdo
comportamental, pelo menos, duas fases distintas sdo focadas, a aquisicdo e a
expressdo (PIERCE; KALIVAS, 1997). Resumidamente, a aquisi¢cdo é a fase em que se
desenvolvem as mudancas comportamentais e fisiolégicas devido a exposicdo repetida
e intermitente de drogas. A fase de expressao define as mudancas de comportamento
em longo prazo que sao resultantes de neuroadaptacfes induzidas por drogas.
Evidéncias tém demonstrado que o modulador alostérico positivo GSC39783 atenua a
hiperlocomocéo induzida por uma Unica administracdo de cocaina (LHUILLIER et al.,
2007).

Embora as drogas que ativam o receptor GABAB possuam Vvarios mecanismos
de acdo terapéuticos, estes foram limitados devido a tolerancia e efeitos colaterais
indesejaveis que incluem sedacdo, atividade miorrelaxante e hipotermia. N&o
surpreendentemente, os moduladores alostéricos positivos tém diferentes efeitos
comportamentais que o baclofeno. Estas substancias ndo possuem os mesmos efeitos
adversos que o baclofeno e podem ser usadas em tratamentos de longo prazo sem que
0 paciente desenvolva tolerancia, demonstram uma atividade ansiolitica mais
pronunciada e tém efeitos semelhantes aos do baclofeno para o tratamento da
dependéncia. Portanto, 0s moduladores alostéricos positivos sdo excelentes

alternativas para diversas aplicagfes terapéuticas (PIN; PREZEAU, 2007).
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1.6 Efeitos neuroquimicos das drogas de abuso

1.6.1 Efeitos dos agonistas dos receptores GABAB

Ja esta estabelecido que as respostas comportamentais (ou seja, o reforco e
os efeitos locomotores induzidos pelas drogas) de varias substancias de abuso estdo
fortemente relacionados com o aumento da concentracdo de DA no NAcc (KOOB,
1988). No entanto, apdés administracdo sistémica de baclofeno, uma diminuigdo
significativa no efluxo de DA accumbal foi observada em ratos treinados para se auto-
administrar anfetamina (BREBNER et al., 2005). Um mecanismo proposto pelo qual o
baclofeno inibe a atividade do sistema dopaminérgico poderia envolver a estimulagéo
dos receptores GABAB localizados no corpo celular dos neurdnios de DA na ATV que
se projetam para o NAcc (LIANG et al., 2000). A hiperpolarizacdo dos corpos celulares
destes neurdnios dopaminérgicos poderiam potencialmente inibir a liberacdo de DA no
NAcc. Para confirmar essa hipotese, foram relatados dados nos quais a infusdo de
baclofeno na ATV reduziu o efluxo de DA no NAcc em ratos que se auto-administravam
cocaina (BREBNER et al., 2000) e heroina (XI; STEIN, 1999).

Os neurbnios gabaérgicos participam na modulacédo do sistema dopaminérgico
mesolimbico, e sdo conhecidos devido seu mecanismo de acao peculiar de diminuir a
func@o os neurdnios de DA por meio de receptores inibitérios GABAB (BARTHOLINI,
1985; BARDO 1998). Essa interagdo neuroquimica corrobora com a idéia de que os
agonistas do receptor GABAB poderiam ter potencial terapéutico contra a dependéncia,
reduzindo a atividade do sistema dopaminérgico mesolimbico (BUCKETT, 1981;
ROBERTS et al., 1996). Drogas gabaérgicas atenuam o aumento da liberacdo de DA
induzido por cocaina e nicotina no sistema mesolimbico, um efeito provavelmente
mediado por receptores GABAB (DEWEY et al, 1997). O gama-vinii GABA
(vigabatrina), uma substancia antiepiléptica inibidora irreversivel da gaba-transaminase,
enzima que inativa o GABA, reduz o aumento nos niveis de DA em sinapses
neoestriatais e no NAcc induzido pela cocaina e nicotina (DEWEY et al., 1999), assim
como os aumentos de liberagdo de DA induzidos por heroina, etanol e metanfetamina
(GERASIMOV; DEWEY, 1999). Estes efeitos ocorrem em doses que nao afetam os
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niveis de DA basal. Ndo h& evidéncia direta que indique que esses efeitos séo
mediados pelo receptor GABAB, no entanto, o antagonista seletivo do receptor GABAB
SCH50911 bloqueou os efeitos neuroquimicos do gama-vinii GABA em reduzir a
liberacdo de DA no NAcc induzida por cocaina (Ashby et al., 1999). Isso mostra que a
estimulacdo de receptores GABAB ¢é suficiente para diminuir a liberacdo de DA no NAcc
produzida por drogas de abuso. Xi e Stein (1999) chegaram a uma conclusao
semelhante em seu estudo no qual o baclofeno, dose-dependente, reduziu a liberacéao
de DA do NAcc induzida pela heroina. Parece que este efeito neuroquimico é mediado
por receptores GABAB localizado na ATV e tais efeitos do baclofeno foram bloqueados
por infusdes intra ATV do antagonista do receptor GABAB, 2-hidroxisaclofen.

Ainda faltam evidéncias conclusivas sobre os efeitos de outros agonistas
gabaérgicos inespecificos (por exemplo, gabapentina divalproato, valproato,
carbamazepina) ou agonistas do receptor GABAB (por exemplo, baclofeno, CGP44532)
na liberacdo de DA induzida por drogas de abuso. Além disso, ainda ndo se sabe se a
modulacdo do receptor GABAB afeta outros sistemas neurotransmissores na presenca

de cocaina, heroina, alcool, entre outras drogas (COUSINS et al., 2002).

1.6.2 Efeitos no sistema glutamatérgico

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, atua através de
trés tipos diferentes de receptores ionotropicos, localizados no terminal pos-sinaptico: o
N-metil-D-aspartato (NMDA), o acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidénico
(AMPA), e o acido cainico ou cainato (KA). O glutamato também pode ligar-se a
receptores metabotropicos, localizados na pré-sinapse e em regibes perisinapticas
(GASS; OLIVE, 2008).

A transmissdo glutamatérgica € uma importante mediadora das mudancas
comportamentais causadas pelo etanol (ECKARDT et al., 1998; KRYSTAL et al.,
2003a). O glutamato regula a atividade da DA no sistema mesocorticolimbico, estando
envolvido na mediacdo das propriedades de recompensa das drogas de abuso (KOOB,
1988; KOOB, 1992a; WOOLVERTON; JOHNSON, 1992). Os neurdnios glutamatérgicos

provenientes do cortex pré-frontal, nucleo paraventricular, hipocampo e amigdala atuam



28

em receptores ionotropicos do NAcc, induzindo a liberagdo de DA
(BLAHA et al., 1997; HOWLAND et al., 2002; WEISS et al., 2001). O etanol apresenta
efeito bifasico, dose dependente, na liberacdo de glutamato no NAcc. Em baixas doses,
o etanol eleva os niveis extracelulares de glutamato, ao passo que, em altas doses, tem
efeito oposto (GASS; OLIVE, 2008; MOGHADDAM; BOLINAO, 1994). Nao se sabe até
que ponto o efeito do alcool sobre a transmissdo glutamatérgica no sistema
mesocorticolimbico é relevante para a atividade dos neurénios dopaminérgicos, ja que
a perfusdo de um antagonista do receptor NMDA na ATV nao afeta os efeitos do etanol
relacionados a DA (SPANAGEL, 2009). O sistema glutamatérgico também esta
fortemente ligado ao 6xido nitrico (NO), mensageiro intra e extracelular (BURNETT et
al, 1992). A estimulagdo dos receptores NMDA leva ao influxo de Ca?" e,
posteriormente, o complexo Ca2'-calmodulina formado ativa a Oxido nitrico sintase
(NOS) com a consequente sintese de NO. Uma vez que o NO age como mensageiro
retrogrado, pode ocorrer ativacdo da guanilato ciclase (GC) e elevacdo nos niveis de
guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que atua nas proteinas quinase dependentes
de GMPc | (cGKI) e Il (cGKIl) (HOFMANN et al., 2006). O receptor NMDA, as enzimas e
as moléculas subsequentemente ativadas (NOS e cGKIll; NO e GMPc) estao envolvidos
no reforgco e nos comportamentos relacionados ao alcool. Isso é evidenciado pelo fato
de camundongos knockout para o gene responsavel pela sintese de NOS consumirem
mais alcool em comparacdo com os animais selvagens (SPANAGEL et al., 2002). Um
comportamento semelhante ocorreu em camundongos knockout para 0 gene
responsavel pela sintese de cGKIl (WERNER et al., 2004).

Antagonistas NMDA, como a dizolcipina (MK-801), podem potencializar alguns
dos efeitos da administracdo aguda de etanol, como a perda de reflexos (WILSON et
al., 1990; SILVERI; SPEAR, 2002) e estimulacao da atividade locomotora (ROBLEDO
et al.,, 1991; SHEN; PHILLIPS, 1998). Outros estudos, no entanto, indicam que o
neramexano, antagonista ndo competitivo do receptor NMDA, produziu resultados
promissores em estudos pré-clinicos, particularmente no que diz respeito a reducdo do
consumo de alcool apés privagdo (HOLTER et al., 2000; VANGELIENE et al, 2005). Em

estudos clinicos, porém, observou-se que a eficiéncia terapéutica dos bloqueadores do



29

receptor NMDA é dose dependente, ocorrendo apenas quando doses suficientes sao
administradas (SPANAGEL, 2009).

Os receptores AMPA e KA também parecem ter a funcao inibida pelo etanol,
porém, com pouca sensibilidade a inibicdo (WIRKNER et al., 2000; NIE et al., 1994;
FROHLICH et al., 1994; NIEBER et al., 1998; IBBOTSON et al., 1997; AKINSHOLA et
al., 2003). Estudos recentes indicam que a presenca desses receptores na amigdala
central tem se mostrado importante no fenébmeno de reforco envolvido com o etanol
(GASS; OLIVE, 2008).

1.6.3 Efeitos no sistema de opidides enddgenos

Quando administrados no organismo, 0S opiaceos mimetizam os peptideos
opi6ides endogenos (Biological Components of Substance Abuse and Addiction
September, 1993). Divididos em trés familias distintas — as encefalinas, as endorfinas e
as dinorfinas —, os peptideos opibdides enddgenos (AKIL et al., 1984) atuam através dos
receptores Delta (5), Mi (1) e Kappa (k) (Herz, 1996). As encefalinas e as endorfinas
ligam-se aos receptores & e p,as encefalinas, porém, tém afinidade maior pelos
receptores d. As dinorfinas ligam-se preferencialmente aos receptores «x (AKIL et
al.,1988; CHARNESS, 1989). Os receptores 6 e p mostram algumas similaridades,
enguanto que a ativagdo dos receptores k resulta em um espectro farmacol6gico muito
diferente (HERZ, 1996). Os opidides enddgenos estdo envolvidos em trés funcbes
principais: 1) modulacdo da percep¢do da dor e resposta a estimulos dolorosos; 2)
recompensa e 3) regulacdo das funcdes homeostéticas relacionadas a alimentacdo, a
agua e a temperatura (KOOB, 1992b). As encefalinas e as endorfinas sdo os substratos
neuroquimicos dos processos de recompensa, além de serem importantes para mediar
os efeitos euforizantes associados ao uso de etanol (BELLUZZI et al., 1977).

Os efeitos dos antagonistas opidides em modelos animais mostram evidéncias
da participacdo desse sistema neurotransmissor na modulacdo dos comportamentos
relacionados ao etanol. A interagdo do sistema opidide com o etanol ndo é totalmente
compreendida, porém, sabe-se que a transmissdo dopaminérgica no NAcc esta
envolvida (WEISS; PORRINO, 2002). Os neurbnios dopaminérgicos da ATV, que
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enviam projecdes para o NAcc, sdo inibidos através da transmissdo GABAérgica. Tal
inibicdo pode ser abolida pela estimulacdo dos receptores opiodides U e k por endorfinas
e encefalinas. Como a liberacdo de endorfinas e encefalinas é estimulada pelo etanol,
ocorre um aumento da liberagédo de DA no NAcc (GIANOULAKIS, 1996). Em contraste,
a estimulagdo dos receptores opidides « por dinorfinas no NAcc pode diminuir a
liberacdo de DA (DE WAELE et al., 1995).

Assim, o aumento da expressdo de dinorfinas poderia ser um dos muitos
mecanismos compensatorios que diminuiriam o excesso de DA induzido por drogas
(STEINER; GERFEN, 1996). Sugere-se que a upregulation das dinorfinas estriatais
pode contribuir para a tolerancia, dependéncia e sintomas de abstinéncia, opondo-se a
liberacdo de DA (HYMAN; MALENKA, 2001). A naltrexona, antagonista opidide nao
especifico, reverte a liberacdo de DA induzida pelo &lcool no NAcc em ratos, e a
supressao por essa substancia do comportamento associado ao alcool € concomitante
com a atenuacéo dos niveis de DA no NAcc (GONZALES; WEISS, 1998). O uso clinico
da naltrexona pode ser benéfico na reducdo do numero de episodios de recaida
(O'MALLEY et al., 1996), além disso, a administracdo de naltrexona reduz a ingestédo
voluntaria de etanol. O antagonista especifico para o receptor k ICI-174864, tem um
efeito similar (FROEHLICH et al.,1991).

1.6.4 Efeitos no sistema de endocanabindides endbgenos

Os endocanabindides sdo capazes de ativar um ou ambos os subtipos de
receptores canabindides caracterizados (DI MARZO, 1998) até o momento em animais
(PACHER et al., 2005, DI MARZO et al., 1998): CB1, altamente expresso no cérebro
(MATSUDA et al., 1990), mas também presente no coragdo e tecidos vasculares
(GEBREMEDHIN et al., 1999; LIU et al., 2000; BONZ et al., 2003), e CB2, expresso
principalmente pelas células hematopoiéticas e do sistema imune (MUNRO et al.,
1993). Anandamida ou N-araquidonoil-etanolamida (AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-
AG), os principais representantes dos endocanabindides, sdo pequenas moléculas

derivadas do &cido araquidbénico. O sistema canabindide endbégeno €, portanto, um
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sistema de sinalizacdo lipidica (DE FONSECA et al., 2005) cuja existéncia foi
demonstrada de forma conclusiva com a descoberta de componentes enddégenos do
cérebro capazes de ativar receptores canabindides (DI MARZO, 1998).

Recentes avancos tém ligado o sistema canabindide enddgeno ao alcoolismo
(DE FONSECA et al., 2005). Os endocanabindides atuam na sinalizagdo retrograda em
tecidos neuronais através dos receptores canabindides pré-sinapticos e, portanto, sdo
envolvidos na supressdo da transmissdo sinaptica classica. Essa poderosa acéo
modulatéria sobre o transporte sinaptico tem importantes implicagcbes funcionais,
incluindo seus os efeitos nas drogas de abuso, como o &lcool (SPANAGEL, et al.,
2009). O &cido araquiddnico ndo é detectado no cérebro de ratos expostos ao etanol,
podendo ser desviado para a sintese de AEA (HUNGUND et al., 2002). O aumento dos
niveis de endocanabinodides no NAcc durante a auto-administracéo de etanol sugere um
papel para essas substancias do NAcc nos efeitos de reforco produzidos pelo alcool
(CAILLE et al., 2007).

Segundo Houchi et al. (2005), ratos knockout para o gene responsavel por
sintetizar os receptores CB1 (CB1-/-) demonstraram diminuicdo da preferéncia
condicionada de lugar (CPP) induzida por etanol em comparagcdo com animais
selvagens. Além disso, observou-se diminuicdo no consumo de etanol em
camundongos CB1-/-, associado aos sintomas de abstinéncia graves e ao aumento da
sensibilidade ao etanol (NAASSILA et al, 2004).

O antagonismo dos receptores canabindides € uma alternativa terapéutica
promissora para a dependéncia do alcool e recaidas (DE FONSECA et al., 2005). A
infusdo do antagonista do receptor CB1, SR41716A, no NAcc reduz significativamente
a auto-administracdo do etanol em ratos Wistar (CAILLE et al., 2007) e em ratos da
linhagem Sardinian (SP), com preferéncia pelo alcool (COLOMBO et al., 1998; WEISS
et al., 2002), sugerindo diminuicdo na motivacdo de consumo (HUNGUND et al., 2002).

1.6.5 Efeitos sobre o Neuropeptideo Y

O Neuropeptideo Y (NPY) € um peptideo de 36 aminoacidos com cinco

residuos de tirosina em sua estrutura, ao que se deve seu nome ("Y” deriva de
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tyrosine) (TATEMOTO, 1982). Secretado pelos neurdnios (PALMITER et al., 1998) e
amplamente expresso no SNC e periférico, 0 NPY regula o comportamento alimentar,
atividade gastrointestinal, funcéo cardiovascular, influencia a ingestdo de alcool
(BARABAN et al., 1997; HOKFELT et al., 1998; THIELE et al., 1998), est4 implicado no
controle de crises epilépticas (BARABAN et al., 1997), além de potencializar o efeito
sedativo-hipnotico de certas drogas (YAMADA et al., 1996). O NPY atua através de, no
minimo, cinco subtipos de receptores — Y1, Y2, Y4, Y5 e Y6 — (PALMITER et al., 1998)
que ligam-se as proteinas G inibitorias heterotriméricas, inibindo a producdo de AMPc
(HEILIG; WIDERLOV, 1995; GERALD et al., 1996).

Recentemente, evidéncias genéticas, moleculares e farmacolégicas tém
sugerido que o NPY € um importante substrato neurobiolégico na predisposicao para o
comportamento de busca do alcool (PANDEY et al., 2003). Thiele et al. (1998)
demonstraram que camundongos que expressam um nivel aumentado de NPY (NPY-
overexpressing (NPY-OX)) consumiram significativamente menos etanol, em todas as
concentracOes testadas, além de terem uma menor preferéncia por etanol em
comparacdo com o0s animais selvagens. Contrariamente, os camundongos NPY-OX
foram mais sensiveis que os camundongos selvagens a sedacao induzida por etanol.
Camundongos knockout para o gene NPY (NPY'), mostraram maior consumo de
etanol, além de preferirem etanol & 4gua. No que diz respeito aos efeitos sedativos do
etanol, os camundongos NPY™ foram resistentes, recuperando o reflexo 15 minutos
antes que a linhagem de camundongos selvagens (THIELE et al., 1998).

O etanol induz a liberacdo de DA, que estimula o receptor de DA do tipo 1 (D1)
e, conseqientemente, ativa a proteina G estimulatéria (Gs), ocasionando a ativacédo da
enzima adenilato ciclase (AC), o aumento na concentracdo de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc) e a ativagdo de proteina quinase A dependente de AMPc (PKA). O
AMPc promove a dissociagao entre a subunidade reguladora da PKA e a subunidade
catalitica (PKA-C). A PKA-C é responsavel pela fosforilacdo do fator de transcricdo de
proteinas de ligacdo do elemento responsivo ao AMPc (CREB). A exposicdo ao etanol
também influencia a expressdo da proteina quinase IV dependente de Ca 2/
calmodulina (CaMKIV) e, assim, a fosforilagdo do CREB no nucleo central da amigdala.

Estes acontecimentos culminam na transcricdo de genes que contém o elemento de
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resposta ao AMPc (CRE) em sua regido promotora, tais como o hormoénio liberador da
corticotropina (CRH), o neuropeptideo Y (NPY), prodinorfina (PDYN) e fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) (SPANAGEL et al., 2009). A diminuicdo da funcdo do
CREB no nucleo central da amigdala é responsavel por regular a ansiedade e ingestao
de alcool via reducéo da expressdo de NPY, o que poder& proporcionar um elo comum
entre os transtornos de ansiedade e abuso de alcool (PANDEY et al., 2003). Entretanto,
segundo Thiele et al. (1998), as diferencas nos niveis de NPY central pode estar
associada a diferencas na ingestdo de alcool, independentemente de quaisquer
diferengas no que diz respeito a ansiedade.

Em relagdo a abstinéncia, a diminuicdo dos niveis de NPY nos ndcleos central e
medial da amigdala, assim como em estruturas corticais e do hipotdlamo, durante a
retirada do etanol pode desempenhar um importante papel nos neuromecanismos de
alguns sintomas da abstinéncia do alcool (ROY; PANDEY, 2002).

1.6.6 Efeitos sobre o fator liberador de corticotrofina (CRF)

O fator liberador de corticotrofina (CRF) ou hormonio liberador de corticotrofina
(CRH) é um neuropeptideo de 41 aminoacidos conhecido por ser o principal hormonio
responsavel pela sintese e secre¢do da corticotropina (ACTH), regulando a resposta ao
estresse pelo eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA) (VALE et al.,, 1981). O CRF
também estd envolvido em respostas comportamentais relacionadas ao estresse
através de regides extra-hipotalamicas, especialmente a amigdala (SPANAGEL, 2009).
Amplamente distribuidas em todo o cérebro (SWANSON et al., 1983), células e fibras
contendo CRF s&o encontradas em altas concentra¢des no nucleo central da amigdala,
nacleo paraventricular do hipotdlamo, ndcleos do leito da estria terminal, area
parabraquial, substantia innominata, locus coeruleus e bulbo olfatério (KOOB;
HEINRICHS, 1999). Os receptores de CRF, CRFR1 e CRFR2, ambos acoplados a
proteina G, séo encontrados em todo o sistema nervoso central. O CRF propriamente
dito, porém, tem maior afinidade para o CRFR1. A urocortina (UCN), peptideo
relacionado ao CRF, é o suposto ligante endégeno do CRFR2, ja que se liga ao CRFR2
com 40 vezes maior afinidade do que o CRF (BALE et al., 2000).
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CRF tem sido implicado nos efeitos da abstinéncia de drogas de abuso
(TORREGROSSA; KALIVAS, 2008), além disso, dados recentes sugerem que o CRF
pode contribuir para a dependéncia e a vulnerabilidade a recaidas associadas ao uso
cronico do etanol (KOOB; HEINRICHS, 1999). Isso se deve ao fato de os sistemas
envolvidos com o estresse, nos quais o CRF é principal componente, serem 0 ponto
chave dos processos de reforco negativo, que conduzem a compulsdo do uso de
substancias. O refor¢co negativo é o processo pelo qual a remocdo de um estimulo
aversivo (por exemplo, estado emocional negativo da retirada da droga), aumenta a
probabilidade de uma resposta (por exemplo, a dependéncia induzida pelo consumo de
drogas) (KOOB; LE MOAL, 1997).

Em humanos, o eixo HPA é ativado durante a abstinéncia e dependéncia de
drogas. O CRF fora desse eixo também parece ter sua funcédo ativada durante a
abstinéncia de alcool e, portanto, pode mediar aspectos comportamentais do estresse
associados a abstinéncia (VALE et al., 1981; RIVIER; PLOTSKY, 1986). Agudamente, a
maioria das drogas de abuso ativa o eixo HPA, que pode ser o primeiro facilitador da
atividade dos circuitos cerebrais de motivacdo e recompensa e, como resultado, medeia
a aquisicdo do comportamento de busca pela droga (DUNN; BERRIDGE, 1990; KOOB;
HEINRICHS, 1999; SUTTON et al., 1982). A amigdala extendida, composta por varias
estruturas do prosencéfalo basal — ndcleos do leito da estria terminal, amigdala medial
e escudo posterior — (JOHNSTON, 1923), contém os principais componentes do
sistema CRF extra-hipotalamico e é a principal associada ao refor¢co negativo (KOOB;
LE MOAL, 1997).

O antagonismo do CRFR1 (BALDWIN et al., 1991; BRUGGER et al., 1998) e a
supressdo do gene responsavel pela expressao desse receptor (TIMPL et al., 1998),
portanto, podem atenuar 0s sinais comportamentais decorrentes da retirada do alcool
(TIMPL et al., 1998; BALDWIN et al., 1991; BRUGGER et al., 1998), assim como 0s
efeitos ansiogénicos (KOOB; HEINRICHS, 1999).

As urocortinas séo divididas em trés subtipos distintos: 1, 2 e 3 (Ucn 1, Uch 2 e
Ucn3) (VENGELIENE et al., 2005; HSU; HSUEH, 2001; LEWIS et al., 2001; REYES et
al., 2001). Estudos recentes demonstram que a Ucn 1 pode ter um papel importante na

regulacdo do consumo de alcool, de acordo com as seguintes evidéncias: 0s neurdnios
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contendo Ucn 1 sdo extremamente sensiveis ao alcool; o neurocircuito que envolve a
Ucn 1 pode contribuir para a predisposi¢cdo genética de alta ingestdo de alcool em
camundongos e ratos; e a manipulacao do sistema Ucn 1 altera o consumo de alcool e
a sensibilidade a essa substancia (RYABININ; WEITEMIER, 2006). A Ucn 3, agonista
CRFR2 altamente seletivo, quando injetada intracerebroventricularmente ou
diretamente no ndcleo central da amigdala tem um efeito semelhante a um antagonista
CRFR1 na reducdo da auto-administracdo de etanol (VALDEZ et al., 2004). Esses
resultados indicam que o sistema Ucn 3 pode bloquear o consumo excessivo, além de
sugerir para 0 CRFR2 um papel oposto ao CRFR1 na modulacdo da ingestao de etanol
em animais dependentes (KOOB et al., 2009).

1.7 Drogas utilizadas para o tratamento do alcoolismo

A dependéncia do éalcool é uma doenca tratavel, quando sao selecionados
medicamentos eficazes para melhorar os efeitos do tratamento psicossocial. O
desenvolvimento destes medicamentos tem sido facilitado pelos avancos da
neurociéncia que tem implicado varios sistemas neurotransmissores alvos, como por
exemplo, a via mesocorticolimbica que medeia os efeitos reforcadores do élcool
(JOHNSON, 2008).

1.7.1 Sistema opiodide e naltrexona

O sistema de opidides enddgenos, particularmente através de suas interacdes
com o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, esta envolvido na expressdo dos
efeitos reforcadores do alcool (LEE et al., 2005). Obviamente, os receptores opidides
também tém interacbes com outros neurotransmissores, incluindo os sistemas de
glutamato, GABA (FOSTER et al.,, 2004), serotonina (MATSUZAWA et al., 1999),
canabindides (MANZANARES et al., 2005) e provavelmente com a glicina (RESCH et
al., 2005), que contribuem para o0s seus efeitos sobre o consumo de etanol. A

naltrexona, um antagonista opibide, possui afinidade pelo receptor kappa opidide,
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porém, seu principal efeito farmacoldgico sobre o consumo de &lcool é através do
bloqueio do receptor p-opidide (FACHIN-SCHEIT et al., 2006). Além disso, a ingestédo
de &lcool aumenta a liberacdo de beta-endorfinas em regides do cérebro como o NAcc
(MARINELLI et al.,, 2004), um efeito que é bloqueado pela naltrexona (ZALEWSKA-
KASZUBSKA, 2006).

Estudos com humanos que avaliam os efeitos da naltrexona sobre o reforgo
positivo induzido pelo etanol demonstraram resultados mistos, ou seja, embora tenha
sido demonstrado que a naltrexona possa reduzir o reforco positivo induzido pelo
alcool, porém com aumento da sedacdo (SWIFT et al., 1994), e aumentar a laténcia
para o consumo de alcool entre os bebedores sociais (DAVIDSON et al., 1996), outros
estudos néo relataram qualquer desses efeitos (DOTY; WIT, 1995).

A maioria dos dados confirma que a naltrexona € um medicamento eficaz para
o tratamento da dependéncia de alcool. O tamanho do efeito terapéutico é, no entanto,
pequeno. A dosagem administrada € baixa podendo, consequientemente, ser associada
com o resultado clinico também baixo. H4 uma escassez de estudos publicados sobre
os efeitos de diferentes doses de antagonistas opidides sobre o consumo de alcool
(JOHNSON, 2008).

1.7.2 Antagonistas dos receptores de glutamato

Os principais efeitos neuroquimicos do acamprosato, uma droga semelhante
ao GABA, tém sido atribuidos ao antagonismo dos receptores de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA), restaurando o equilibrio entre a neurotransmissédo excitatéria e
inibitéria desregulado apés o consumo crénico de alcool (DE WITTE et al., 2005).

O acamprosato demonstrou diminuir: (a) o consumo de etanol em roedores
(CZACHOWSKI et al.,, 2001), (b) a hiperexcitabilidade induzida pela DA no NAcc,
durante a retirada do alcool (DAHCHOUR et al.,, 1998), (c) a hiperexcitabilidade
neuronal geral (SPANAGEL et al., 1996), (d) a neurotransmissdo glutamatérgica em
ratos dependentes de alcool (BOLO et al.,, 1998), (e) a atividade do canal de calcio
voltagem-dependente, e (f) a expressdo de c-FOS do cérebro (PUTZKE et al., 1996).
No entanto, € a capacidade do acamprosato de suprimir a sensibilidade do receptor de
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glutamato induzida pelo élcool (KRYSTAL et al., 2003b), bem como os efeitos induzidos
pelo etanol em animais previamente dependentes, mesmo ap0s a abstinéncia
prolongada (WOLFFGRAMM; HEYNE, 1995), que tem sido associada com seu efeito
terapéutico em humanos — diminuicdo do reforco negativo e ansiedade causada pés-
abstinéncia (JOHNSON, 2008). Curiosamente, houve uma escassez de estudos com
humanos que avaliem os efeitos potenciais do acamprosato sobre o0s efeitos
comportamentais relacionados com o alcool e associado com a sua capacidade de
gerar o comportamento abusivo no consumo. Evidéncias de um estudo de ressonancia
magnética em humanos mostraram, no entanto, a eficAcia do acamprosato para atuar
como um agente modulador da neurotransmissdo glutamatérgica, uma vez que diminui
a atividade de regides do cérebro ricas em N-acetilaspartato e glutamato (BOLO et al.,
1998). Pesquisas com individuos dependentes de alcool, também tém mostrado que o
acamprosato € relativamente seguro tendo poucos efeitos adversos sendo os mais
importantes a diarréia, nervosismo e irritabilidade e fadiga, especialmente quando a
dose € relativamente alta (3g/dia) (JOHNSON et al., 2003b)

O acamprosato ndo possui nenhuma interacdo clinica significativa com o
alcool. Recentemente, foi demonstrado que esta droga pode reduzir a freqiéncia
cardiaca, ndo alterando os indices de cortisol nem o desejo subjetivo de consumir a
droga, apoOs a apresentacdo de pistas que ocasionem a lembranca do uso da droga, o
que sugere utilidade para acamprosato no controle da desregulacdo autondmica em
alcoolistas abstinentes que estdo expostos a um risco elevado para situacbes de
recaida (OOTEMAN et al., 2007).

Outros antagonistas do receptor NMDA, como a memantina e 0 neramexano
estdo sendo estudados na tentativa de instaurar um tratamento eficaz da dependéncia
de &lcool. Ambos os compostos demonstraram, em modelos animais, que sao eficazes
para suprimir a up-regulation dos receptores NMDA induzida por etanol, reduzindo
assim a sensibilizacdo ao etanol e a propensao ao uso de drogas subseqiente a esse
fenbmeno (KOTLINSKA et al., 2006). Em estudos clinicos, a memantina foi capaz de
reduzir o craving, porém, ndo foi efetiva quando administrada apo6s a administracao
experimental de alcool. Isto sugere que a memantina possa ter efeitos semelhantes ao

diazepam melhorarando sintomas de abstinéncia do alcool (KRUPITSKY et al., 2007).
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O topiramato tem a capacidade de antagonizar os receptores alfa-amino-3-
hidréxi-5-metil-4-lisoxazol propidnico (AMPA) e receptores cainato do glutamato (GIBBS
et al., 2000). O topiramato também facilita a corrente inibitéria mediada pelo receptor
GABAA em sitios de ligacdo nao-benzodiazepinicas desses receptores (WHITE et al.,
2000), inibe os canais de célcio tipo L e limita as fun¢cdes do sistema de segundos
mensageiros dependentes de célcio (ZHANG et al., 2000), reduz atividade celular
dependente de despolarizacdo, diminui a excitabilidade dos canais de sodio voltagem-
dependentes (TAVERNA et al., 1999), aumenta a condutancia do potassio (HERRERO
et al., 2002) e é um fraco inibidor das isoenzimas da anidrase carbdnica CA-Il e CA-IV
gue sao encontradas em neurdnios na periferia no organismo (DODGSON et al., 2000).
Nos tubulos renais, a inibicdo destas isoenzimas da anidrase carbdnica reduz a
secrecdo do fon hidrogénio e aumenta a secrecdo de Na', K', HCO3 e &gua,
aumentando assim a probabilidade de acidose e formacdo de calculos renais (SHANK
et al., 2000).

Johnson et al., (2005) propuseram um modelo neurofarmacoldgico pelo qual o
topiramato pode diminuir o refor¢co positivo induzido pelo etanol e, consequientemente, a
propenséo para consumo. (Figura 5). Pesquisas tém demonstrado efeitos complexos do
topiramato sobre o consumo de &lcool em camundongos C57BL/6, nas quais altas
doses (50 mg/Kg), porém nédo em baixas doses (1, 5 e 10 mg/Kg), o topiramato suprimiu
o0 consumo de etanol apds 2 horas da administracdo.nos animais. Essa droga também
diminui a preferéncia por sacarina, no entanto, a eficacia em suprimir o consumo de
etanol foi associado com um aumento no consumo de &gua, sendo esse um
mecanismo compensatorio (GABRIEL ; CUNNINGHAM, 2005).
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Acute Alcohol Acute Alcohol + Topiramate
Hippocampus - GLU Hippocampus - GLU
Prefrontal GABA Prefrontal GABA
Cortex — DA Cortex DA
® VTA VIA
D @
Other Other
Limbic Limbic
Amygdala Regions Amygdala Regions
Chronic Alcohol Chronic Alcohol + Topiramate
Hippocampus - GLU Hippocampus - GLU
Prefrontal GABA Prefrontal GABA
Cortex —TA Cortex — DA
VTA ® VTA
® D
Other Other
Limbic Limbic
Amygdala Regions Amygdala Regions

Figura 5. llustragdo sistematica da hipétese dos efeitos agudo e cronico do etanol, ambos com e sem
topiramato, no circuito de recompensa mesocorticolimbico dopaminérgico.
(Esquema superior esquerdo) A administracdo aguda de etanol suprime a taxa de disparos de neurdnios
gabaérgicos da ATV o que leva a uma desinibicdo dos neurdnios de DA que partem da ATV, aumentando
a liberagdo de DA no NAcc. (Esquema inferior esquerdo) Com a administracdo cronica de &lcool, os
neurdnios gabaérgicos da ATV permanecem hiperexcitados, principalmente por causa do aumento de
entradas glutamatérgicas, aumentando a taxa de disparos desses neurdnios de GABA. Com isso ocorre
uma hipofuncdo nos neurbnios de dopaminérgicos e uma diminuicdo na liberacdo de DA. (Esquema
superior direito) Durante a administracéo aguda de etanol, a atividade neuronal predominante é o estado
excitado dos neurdnios de GABA da ATV. Com a inibicdo mediada pelo sistema gabaérgico e o blogueio
do sistema glutamatérgico, o topiramato “normaliza” a atividade gabaérgica na ATV. Embora isso possa,
a primeira vista, sugerir um aumento nos niveis de DA no NAcc, isso ndo ocorre. E mais provavel que
ocorra uma reducgédo na liberacdo de DA porque esses terminais dopaminérgicos sdo simultaneamente
inibidos pela inibicdo mediada pelo GABA e pelo bloqueio glutamatérgico. No consumo crdnico de etanol,
o efeito antiglutamatérgico do topiramato predomina, assim como os efeitos nos canais de calcio tipo L

mediados por essa droga. Estas acBes do topiramato levam a uma inibicdo dos neurdnios de DA no
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NAcc. O topiramato inibe concomitantemente os efeitos excitatorios de neurénios glutamatérgicos. Desse
modo, o topiramato facilita e favorece a retirada do alcool em um alcoolista crénico, porque a liberacédo
“rebote” de DA nédo ocorre, assim como facilitaria a prevencao de recaidas, pois os efeitos de reforco do
etanol seriam reduzidos (As linhas continuas representam a relacédo de intensidade de atividade neuronal
(pesada, média e leve). As linhas tracejadas representam uma diminuicdo no tdnus neuronal). Fonte:
JOHNSON et al., 2005.

Recentemente Johnson et al. (2003a) e Ma et al. (2006) demonstraram, em um
estudo clinico duplo-cego randomizado, que o topiramato, na dose de 300 mg/dia, &
eficaz em reduzir o craving, e melhorou a qualidade de vida dos individuos alcoolistas
que receberam, durante 12 semanas, o tratamento com o topiramato.

Geralmente, o topiramato tem um perfil favoravel quanto aos efeitos adversos,
sendo os sintomas classificados como leves ou moderados. Os efeitos adversos mais
comuns sdo parestesias, anorexia, dificuldade em memorizacdo ou concentracdo e
alteracdo do paladar. Um esquema posolégico lento para atingir a dose limite (até 300
mg/dia) por 6-8 semanas € fundamental para minimizar os efeitos adversos e melhorar
a tolerabilidade, no entanto, cerca de 10% dos individuos que tomam o topiramato
podem enfrentar alguma dificuldade cognitiva, independentemente do esquema
posolégico (BITON et al., 2001).

1.7.3 Drogas que atuam no sistema serotoninérgico

Por quase trés décadas, houve um intenso interesse nos efeitos dos agentes
serotoninérgicos no tratamento da dependéncia de alcool. Incentivados pelo aumento
do conhecimento sobre os varios subtipos de receptores da serotonina (5-HT), os
pesquisadores analisaram os efeitos de varios medicamentos que se ligam a sitios
receptores especificos (JOHNSON, 2008).

Utilizando os modelos de preferéncia, os agentes farmacolégicos que inibem a
recaptacdo da 5-HT nas sinapses podem reduzir o consumo voluntario de etanol
(NACHMAN et al., 1970; MC BRIDE et al.,, 1989). Camundongos knockout para o
transportador de 5-HT, no entanto, apresentam uma diminuicdo geral tanto na
preferéncia como no consumo de etanol (BOYCE-RUSTAY et al., 2006). Desse modo,

varios estudos pré-clinicos corroboram com a hipétese de que os inibidores seletivos da



41

recaptacdo de serotonina (ISRS) podem suprimir o consumo de etanol em animais
(JOHNSON, 2008).

Estudos realizados com técnicas de condicionamento operante também tém
demonstrado um papel dos ISRS na supresséao do consumo de etanol. Haraguchi et al.
(1990), mostraram que pré-tratamentos com fluoxetina reduziram, dose-dependente, as
respostas na alavanca para receber o etanol. No entanto, enquanto a administracao
cronica de ISRS em camundongos machos C57BL/6J produziu uma supressao inicial
nas respostas de pressionar a alavanca para receber o etanol, houve uma recuperacao
posterior aos niveis basais das respostas para o etanol e, conseqgientemente, para o
consumo de etanol (GULLEY et al., 1995). Estes resultados sdo semelhantes aos de
Murphy et al. (1988), que observaram que a fluoxetina administrada em ratos em uma
infusdo Unica diaria produziu uma reducéao significativa nas pressfées na alavanca para
receber o refor¢o, que iniciou logo no primeiro dia de tratamento. Apos a interrupgéo do
tratamento com a fluoxetina, as respostas na alavanca retornaram aos niveis basais.

Apesar destes resultados pré-clinicos promissores, ndo ha, atualmente, uma
base segura que apodie a proposta de que os ISRSs sdo um tratamento eficaz para um
grupo heterogéneo de individuos dependentes de alcool. Os estudos clinicos iniciais
relataram que os ISRSs podem produzir a curto prazo (1-4 semanas) uma diminui¢cao
no consumo de alcool entre os alcoolistas. No entanto, estes estudos foram limitados
por pelo menos trés fatores (NARANJO et al., 1992). Primeiro, a maioria dos estudos foi
realizada em homens, limitando a generalizacdo dos resultados para a populacdo em
geral (NARANJO; Sellers, 1989). Segundo, o tratamento adjuvante psicossocial ndo foi
padronizado. Isso pode diminuir a aparente eficacia da medicacdo terapéutica e
também exercer um importante efeito sobre os resultados de consumo. Terceiro, 0S
periodos de tratamento foram curtos, assim, ndo foi possivel determinar se estes efeitos
iniciais sdo devido a fatores ndo-especificos ou ndo. As limitacbes com estudos de curta
duracdo que tém como foco doencas cronicos recidivantes, como € 0 caso da
dependéncia do alcool, foram destaques em um estudo proposto mais tarde por
Gorelick e Paredes (1992) que descobriram que havia também um efeito da fluoxetina,

comparado com placebo, que diminuia o consumo de alcool em cerca de 15% nas
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primeiras quatro semanas do experimento, porém tal efeito ndo era mantido durante
todo tratamento.

Alguns estudos pré-clinicos tém sugerido que o agonista parcial dos receptores
5-HT1a, buspirona, pode ser efetivo para reduzir o consumo de etanol em macacos
(COLLINS; MYERS, 1987). Em ratos Sprague-Dawley, a buspirona reduziu
significativamente o consumo de etanol em animais que foram induzidos a beber devido
a injecOes repetidas de tetrahidropapaverolina. Em um dos grupos de ratos, que tinha
preferéncia média pelo etanol, doses baixas de buspirona (0,0025-0,63 mg/kg)
reduziram, enquanto doses maiores (> 2,5 mg/kg) aumentaram o consumo de &lcool,
sem afetar o consumo de 4gua (MEERT, 1993).

A buspirona ndo demonstrou ser um medicamento eficaz para o tratamento de
pessoas dependentes de alcool, sem co-morbidades. Em estudos publicados, a
buspirona ndo obteve efeitos convincentes em alcoolistas que ndo expressavam co-
morbidades; no entanto, as pessoas dependentes que tinham quadros com algum
distarbio co-morbido, como por exemplo, a ansiedade, a buspirona apresentou algum
beneficio (MALEC et al., 1996).

Pesquisas sugerem que o antagonista dos receptores 5-HT2, ritanserina, pode
reduzir o consumo de etanol em animais (SVENSSON et al., 1993). Além disso, 0s
antagonistas 5-HT2, amperozida (MYERS; LANKFORD, 1996) e FG5974 (Roberts et
al., 1998), demonstraram eficacia em suprimir, significativamente, o consumo de etanol
sem afetar o consumo de agua. O mecanismo exato pelo qual os antagonistas dos
receptores 5-HT2 podem reduzir o consumo de etanol ndo esta bem compreendido. No
entanto, foi sugerido que essas drogas possam exercer seus efeitos substituindo os
efeitos farmacocomportamentais do alcool, facilitando os disparos do neurdnios de DA
da regido mesocorticolimbica, ou pela supressao da neurotransmissao da DA apés a
administracao cronica das drogas (UGEDO et al., 1989).

Resultados recentes corroboram com o papel do receptor 5-HT3 na mediacao
de importantes efeitos neuroquimicos do alcool, e os antagonistas dos receptores 5-
HT3 podem ser promissores para o tratamento de dependéncia de &lcool. Os
antagonistas dos receptores 5-HT3 possuem trés efeitos principais que demonstram

sua capacidade de modular o consumo de etanol e comportamentos relacionados. O
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primeiro, € que 0s antagonistas dos receptores 5-HT3 demonstraram eficacia em
reduzir a hiperlocomocdo induzida pela DA ou inje¢cbes de etanol intra NAcc
(BRADBURY et al.,, 1985). Segundo, os antagonistas dos receptores 5-HT3 foram
capazes de inibir a DiMe-C7 (uma neurocinina) induzida na hiperlocomocao, a qual
também ¢é inibida pelo antagonista dopaminérgico flufenazina (HAGAN et al., 1990).
Terceiro, estes antagonistas reduzem o consumo de etanol em varios modelos animais
e em espécies diferentes (JOHNSON, 2008). Estudos com humanos revelaram um
papel eficaz do antagonista 5-HT3, ondansetrona, em reduzir o craving e a preferéncia
dos pacientes ao etanol. Em duas pesquisas distintas, Johnson e Cowen (1993) e
Johnson et al. (1993), mostraram que o tratamento prévio dos pacientes com
ondansetrona reduziram os efeitos subjetivos positivos induzidos pelo etanol (incluindo
o desejo de consumir o etanol). Swift et al. (1996), utilizaram doses muito maiores de
etanol e ondansetrona, e também observaram que a ondansetrona, quando comparada
com placebo, num esquema de pré-tratamento, diminuiu a preferéncia dos pacientes
pelo alcool, no entanto, foi observada uma interacdo de ambos os efeitos estimulante e

sedativo entre a ondansetrona e o alcool.

1.7.4 Drogas que atuam no sistema dopaminérgico

A via dopaminérgica mesocorticolimbica tem sido apontada como a principal
via pela qual o alcool e outras drogas de abuso expressam seus efeitos reforcadores
(KOOB, 1992b), como ja enfatizado nas sessdes anteriores desta dissertacdo. No
entanto, tem sido dificil provar que os antagonistas dos receptores da DA tém um papel
direto no tratamento da dependéncia de &lcool. Presumivelmente, oposicédo direta das
vias dopaminérgicas esté associada a alteracfes neuroadaptivas que tendem a reverter
os efeitos iniciais do bloqueio (JOHNSON, 2005). Nenhum bloqueador de receptor de
DA tradicional tem demonstrado ser um tratamento eficaz para a dependéncia do
alcool. Com o advento dos neurolépticos atipicos, tem havido um interesse intenso em
testar esses medicamentos para avaliar seu papel como um potencial tratamento para a

dependéncia do alcool. Desse modo, medicacdes, como o aripiprazol e a quetiapina
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estdo atualmente em ensaios clinicos e os resultados sdo aguardados ansiosamente
(JOHNSON, 2008).

1.7.5 Dissulfiram

Dissulfiram € um medicamento aprovado pela FDA que tem sido utilizado para
tratar o alcoolismo desde a década de 1940 e talvez ainda seja o mais amplamente
utilizado em paises como os Estados Unidos atualmente. Seu modo principal de acéo é
como um agente aversivo. O dissulfiram inibe a aldeido desidrogenase e impede o
metabolismo do metabdlito priméario do &lcool, o acetaldeido. Por sua vez, o acumulo de
acetaldeido no sangue provoca efeitos desagradaveis quando o &lcool é ingerido, que
incluem sudorese, cefaléia, dispnéia, diminuicdo da pressdo arterial, rubor,
hiperatividade simpatica, palpitacbes, nauseas e vOmitos. A associacdo desses
sintomas com a bebida desestimula o consumo do alcool (AIT-DAOUT; JOHNSON,
2003). Os efeitos secundarios sérios também tém sido relatados, incluindo hepatite,
hepatotoxicidade, depressdo e reacdes psicoticas (O’SHEA, 2000). O dissulfiram
também tem demonstrado inibir a sintese de noradrenalina através do blogueio da
enzima DA beta-hidroxilase, um mecanismo de acao que foi proposto para corroborar
0s primeiros relatos de sua eficicia potencial como um tratamento para dependéncia de
cocaina (PETRAKIS et al., 2000).

O dissulfiram ndo possui efeito significativo na compulsdo pelo alcool. Assim,
0s pacientes devem ser motivados para manter o tratamento com o dissulfiram, caso
contrario aqueles que desejam beber podem simplesmente parar de tomar a medicacao
(CARROLL et al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

O alcoolismo é um problema social que afeta milhdes de pessoas e apesar de
varios medicamentos terem sido propostos para o tratamento, ainda ndo existem
drogas eficazes para controlar a compulsdo e a recaida. Em estudo desenvolvido em
nosso laboratério, com animais submetidos ao modelo de auto-administracéo de alcool
por livre escolha, houve hiperexpressao de receptores de GABA tipo B. Estudos com
humanos, nos quais foram utilizados agonistas GABA-B para reverter a sensibilizacao
induzida por alcool, evidenciam a importancia do estudo com o baclofeno, um agonista
seletivo do receptor GABAB, num modelo de adi¢cao por alcool. Estudos demonstraram
gque o etanol pode agir em receptores GABAB pré-sindpticos para modular a
potencializacdo global do etanol no SNC, sendo mais um dos motivos para investigar a

importancia do uso de agonistas GABAB na adi¢cao por etanol.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de um agonista do receptor gabaérgico tipo B, o baclofeno,

sobre o0 consumo de etanol em animais que perderam o controle sobre esse consumo.

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar os diferentes padroes de consumo de etanol.

Avaliar o efeito do baclofeno em camundongos com diferentes perfis de

consumo num modelo de adicdo ao etanol
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 130 camundongos machos Swiss adultos provenientes do
Biotério do Setor de Ciéncias Biol6gicas da UFPR. Uma curva dose-resposta foi
desenvolvida para determinar as doses de baclofeno que seriam utilizadas neste estudo.
Durante os experimentos da curva dose-resposta os animais foram agrupados 20 por
gaiola (50X30X15 cm) sendo todos mantidos em sala com temperatura controlada de 22
+ 2°C, sob ciclo claro-escuro de 12 horas e alimentacdo ad libitum. Para o
desenvolvimento do modelo de adicdo e posterior tratamento com baclofeno foram
utilizados 70 camundongos que permaneceram isolados em gaiolas de plastico medindo
20x30x20 cm sendo todos mantidos em sala com temperatura controlada de 22 + 2°C,

sob ciclo claro-escuro de 12 horas e alimentacéo ad libitum.

4.2 Aparelhos e Procedimentos

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é construido em madeira e pintado com tinta
Oleo cor preta, elevado 50 cm do piso, apresentando dois bracos abertos e opostos
medindo 50x10 cm cada, e cruzados perpendicularmente por outros dois bragcos do
mesmo tamanho, porém fechados nas suas trés faces externas com paredes de 40 cm
de altura. A iluminacédo da sala de 1,5 m x 1,5 m é feita por uma lampada vermelha de 40
watts colocada a 120 cm acima do labirinto. Os camundongos foram colocados
individualmente na &rea central do labirinto e observados por 3 minutos. Durante esse
tempo o nimero e o tempo de entradas nos bragos abertos e fechados foram registrados.
Foi considerada uma entrada a partir do momento em que o animal colocou as quatro
patas em um dos bracos do labirinto. A partir dessas variaveis, porcentagem de tempo no
braco aberto foi calculada.

O Campo aberto (CA) & construido com piso de madeira e paredes de aco

escovado com 50 cm de altura delimitando uma area circular de 50 cm de diametro
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sendo o assoalho pintado de branco, subdividido com linhas pretas tracadas através de
dois circulos concéntricos com varias linhas radiais formando figuras semelhante a
trapezios com aproximadamente 100 cm? de area. A um metro acima do assoalho ha
quatro lampadas de 100 watts cada. Cada animal foi colocado no centro da arena e o seu
comportamento quantificado durante 3 minutos. Os parametros registrados foram os
numeros de “trapézios” invadidos (ambulagao), rearing (nUmero de vezes que o animal
se mantinha nas patas traseiras), tempo parado, grooming (tempo que o animal
executava comportamento de auto-limpeza), tempo de laténcia para o animal abandonar
0 centro da arena.

A Caixa de Movimentacdo Espontanea (CME) é construida com ago escovado e
acrilico, consiste em uma caixa medindo 60x20x30 cm, com trés paredes em aco e uma
(anterior) em acrilico transparente escuro. O assoalho é formado por barras de aco de
0,5 cm de didmetro separadas entre si por 1 cm, e o teto de aco (tampa removivel). Trés
células fotoelétricas registram o numero de interrupcdes do feixe luminoso, quando o
animal se movimenta no interior da caixa, fornecendo o parametro ambulacdo. O animal
foi colocado no centro da caixa e observado por 3 minutos. Foram cronometrados o
tempo de grooming (auto-limpeza) e o tempo que o animal permanecia parado no
decorrer do teste, assim como, o numero de rearing (posicdo que o animal assume

permanecendo nas patas posteriores).

4.3 Drogas

No tratamento dos camundongos por livre escolha foi utilizado alcool etilico P.A.
a 98,3% (laboratorio VETEC) diluido em agua nas propor¢des de 5 e 10% (v/v). Durante
a fase de adulteracdo, as solucbes de etanol foram misturadas com 0,005 g/L de
cloridrato de quinino (dose escolhida de uma curva dose resposta na qual se avaliou a
aversividade ao sabor amargo pelas doses de 0,001, 0,005, 0,01 e 0,05 g/L de quinino).
O baclofeno foi diluido em solucéo salina e administrado por via intraperitonial nas doses
de 1,25;, 2,5 e 5,0 mg/Kg.
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4.4 Procedimentos Experimentais

4.4.1 Curva Dose-Resposta

Cinquenta camundongos ingénuos foram tratados agudamente com diferentes
doses de baclofeno (0,65; 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/kg) e apds 30 minutos foram
expostos aos testes LCE, CME e CA, 3 minutos em cada. Outros 10 animais receberam

salina e foram expostos aos mesmos procedimentos.

4.4.2 Avaliagdo comportamental basal

Setenta camundongos ingénuos, que seriam utilizados no modelo de livre
escolha, foram ambientados por 5 dias, passando entdo, por uma avaliacdo basal antes
do inicio do modelo de adicdo por livre escolha. Os animais foram expostos a caixa de
movimentagdo espontanea, ao labirinto em cruz elevado e ao campo aberto para uma
avaliacdo comportamental basal (Teste Basal). Vinte e quatro horas apés esses testes,
os animais foram acondicionados em suas gaiolas individuais e expostos ao tratamento

por livre escolha.

4.4.3 Experimento 1: Modelo de adigcdo por auto-administracéo por livre escolha

Sessenta camundongos foram isolados em gaiolas individuais e submetidos a
um periodo de 70 dias (10 semanas- Fase de Aquisicdo - AC), com livre acesso as
solucdes de etanol 10% e 5% e agua contidas em garrafas. Um grupo controle com 10

camundongos teve acesso somente a agua.

As posicOes das garrafas foram mudadas a cada dois dias e o consumo dos
liguidos medidos volumetricamente nestas ocasides, sendo as solugbes descartadas e

repostas.
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Em seguida, durante 2 semanas os animais foram submetidos a um esquema de
ciclos de abstinéncia seguidos por ciclos de reapresentagcéo do etanol, a fim de aumentar
sua motivacdo para procurar o alcool (“alcohol deprivation effect” ADE). Os animais
tiveram 4 ciclos de 2 dias cada sem alcool e 3 ciclos de 2 dias cada com alcool. No
primeiro e ultimo ciclos desta fase, 5 horas apdés a retirada das solu¢des de etanol, foram
realizadas avaliacdes comportamentais, seguindo o mesmo procedimento ja descrito, nos
testes do LCE, CME e CA. O grupo controle também passou pelos testes
comportamentais novamente. Apos a avaliagdo comportamental os animais retornaram

as gaiolas-casas.

A proxima fase durou mais 2 semanas - Fase de Reapresentacdo (RE) - na qual

as solucdes de etanol foram novamente oferecidas.

Por dltimo na Fase de Adulteracdo (AD) que durou mais 2 semanas, as solucdes
de etanol foram adulteradas com 0,005 g/L de quinino para propiciar um sabor amargo
aversivo. Nada foi adicionado a agua.

Apos todo o procedimento de livre escolha, os 60 animais expostos ao etanol
foram classificados em grupos: adicto, pesado e leve, de acordo com critérios

estabelecidos em estudos anteriores do nosso laboratério.

Os critérios utilizados para a caracterizacdo individual e a classificagdo em um
dos 3 grupos consideravam o padrdo individual de consumo de etanol e agua nas

diferentes fases, que estdo sumarizados a sequir:

Consumidor adicto:

e Preferéncia pela solucao etilica ou sem preferéncia durante AC.

e Sem reducdo significativa do consumo de etanol total na fase de

adulteracdo comparado com o da aquisi¢ao.

Consumidor pesado:

e Preferéncia pela solucéo etilica ou sem preferéncia durante AC.

e Com reducéo significativa no consumo de etanol durante a adulteracéo

guando comparado com o da aquisicao.
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Consumidor ndo-adicto leve:

e Preferéncia pela 4gua em todas as fases.

e Consumo de etanol constante ao longo de todas as fases.

4.4.4 Célculo da quantidade de &lcool consumido em g/kg/dia

O volume de élcool diario consumido no decorrer do tratamento foi convertido
em gramas de alcool por kg de peso do animal, aplicando-se a féormula abaixo. Os

coeficientes presentes na formula foram calculados a partir da densidade do alcool.
Q (g/kg/dia) = (V10% x 0,075 + V5% x 0,0375) / P x 1000
Q = quantidade de &lcool consumida diariamente em g/kg de peso do animal
V10% = volume consumido diariamente da solucéo de etanol a 10% (V/V)
V5% = volume consumido diariamente da solucdo de etanol a 5% (V/V)

P = peso do animal, em gramas, avaliado semanalmente
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Figura 6. Diagrama do procedimento experimental geral
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4.4.5 Experimento 2: Tratamento com baclofeno

Ap6s o Uultimo dia da fase de adulteracdo, os animais classificados no
Experimento 1 (groups A, H e L) foram distribuidos aleatoriamente para receber somente
salina (grupos salina) ou as 3 doses de baclofeno (B1: 1,25 mg/kg; B2: 2,5 mg/kg e B3:
5,0 mg/kg) intercaladas com salina (BO: salina). Cada animal recebeu todas as doses de
baclofeno e salina, utilizando o método de distribuicdo por quadrado latino. Os animais de
cada grupo designados para receber somente salina foram submetidos as mesmas
condicBes e a0 mesmo esquema experimental dos tratados com baclofeno. Inicialmente,
0s animais foram submetidos a 4 dias de abstinéncia, com acesso somente a agua. No
dia seguinte foi realizada a primeira das quatro sessdes de injecado administradas por
dois dias consecutivos. Entre cada dose administrada houve um intervalo de 4 dias sem

a apresentacao das solucdes de etanol.

Os 10 animais do grupo controle também receberam todas as doses de
baclofeno, seguindo o mesmo esquema dos grupos A, H e L, sendo que continuaram
com acesso somente a agua (controle do consumo de liquido).

O acesso as solucdes de etanol e agua (livre escolha) foi permitido 30 minutos
apos a injecao de baclofeno ou salina. O consumo foi quantificado 90 minutos e 24 horas

apos o acesso as solucoes.
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4.4.6 Analises Estatisticas
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Todas as medidas obtidas nos procedimentos experimentais foram testadas

guanto a homogeneidade da variancia e normalidade da distribuicdo. Como as medidas

ndo apresentaram distribuicdo normal foram analisadas pelos testes ndo paramétricos

de Kruskal Wallis para comparagcdes entre 0os grupos independentes, e pelo teste de
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Friedman para comparac¢des dentro do mesmo grupo ao longo do tempo (tanto para os
dados do Experimento 1 como do 2). ApGs as andlises de variancia ndo paramétricas
empregou-se o teste de comparacdes multiplas Em todas as compar¢des se considerou

p< 0,05. e foi empregado o programa Statsoft 6.1.

5. RESULTADOS - ARTIGO

Baclofen reduced alcohol consumption in “heavy-drinker” but not “addicted”
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Abstract

Several studies have shown that baclofen, a y-aminobutyric acid-B (GABAg) receptor
agonist, reduces ethanol intake in animals and humans, but others have shown the
contrary. A previous study conducted in our laboratory demonstrated that mice

characterized as “addicted” in a three-bottle free-choice paradigm, which allows the
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study of the loss of control over alcohol intake, had different Gabbrl and Gabbr2
transcription levels, which express the GABAg:1 and GABAg, subunits, respectively, in
brain areas related to addictive behavior. In the present study, we tested whether
“addicted” mice exhibit differential ethanol consumption in response to baclofen
treatment. Sixty adult male Swiss mice were individually housed and offered ethanol
(5% and 10%) and water orally in a free-choice paradigm that consisted of four phases:
acquisition, withdrawal, reexposure, and adulteration. Control mice (n=10) had access
only to water. Mice were characterized as “addicted” (A), heavy (H), and light (L)
drinkers. After the classification, the three groups of mice were divided into two
subgroups that received intraperitoneal injections of baclofen (0, 1.25, 2.5, and 5.0
mg/kg) or saline. The control group received all doses of baclofen and had access only
to water. Thirty minutes later, ethanol and water were offered. Fluid consumption was
measured for 90 min and 24 h after the injection. Baclofen reduced ethanol intake only
in group H. The “addicted” mice, even after baclofen treatment, continued to exhibit a
“loss of control” over ethanol intake. Activation of the GABAg receptor is necessary for
the precise balance between the GABAg: and GABAg, subunits, so the disproportionate
transcription levels observed in “addicted” mice could account for this lack of response
to baclofen treatment. These data suggest that baclofen may only be a useful treatment
in individuals who have not lost their control over ethanol intake.

Keywords: addiction; baclofen; ethanol; free-choice paradigm; GABAg receptor; mice.
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1. Introduction

The modulatory role of the y-aminobutyric acid (GABA) system, mainly GABAg
receptors, has recently been demonstrated in the rewarding properties of different drugs
of abuse. Numerous observations indicate that the tonic activation of GABAg receptors
abolishes the rewarding effects of morphine and cocaine (Brebner et al.,, 2002;
Malgorzata et al., 2007). Indeed, selective antagonists of these receptors did not alter
the dose range of intravenously cocaine self-administered or the expression of
morphine-induced place preference (Tsuji et al., 1996). The rewarding and locomotor
effects of several drugs of abuse are strongly related to increased dopamine
concentrations in the nucleus accumbens (Koob and Bloom, 1988). However, systemic
administration of baclofen, a selective GABAg receptor agonist, decreased nucleus
accumbens dopamine efflux in rats trained to self-administer amphetamine (Brebner et
al., 2005). The proposed mechanism underlying the inhibition of dopaminergic activity
could involve the stimulation of GABAg receptors located on cell bodies in ventral
tegmental area (VTA) dopamine neurons that project to the nucleus accumbens (Liang
et al., 2000).

Numerous preclinical and clinical studies have demonstrated that GABAg
receptor agonists suppress alcohol-related behaviors. For example, in rats, baclofen
inhibited the acquisition of ethanol consumption, decreased alcohol-induced craving and
withdrawal symptoms (such as anxiety), promoted abstinence, increased ethanol intake
in a drinking-in-the-dark procedure, and reduced ethanol consumption in Sardinian
alcohol-preferring rats (Addolorato et al., 2000, 2002; Bechtholt and Cunningham, 2005;

Colombo et al., 2000, 2002, 2003a; Knapp et al., 2007; Heilig and Egli, 2006; Maccioni
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et al., 2005, 2008; Moore et al., 2007; Walker and Koob, 2007). However, although most
data have shown that baclofen suppresses ethanol self-administration, few studies have
reported that specific doses of baclofen increased ethanol self-administration
(Czachowski et al., 2006; Petry, 1997; Smith et al., 1992, 1999) and binge drinking in
the drinking-in-the-dark procedure (Moore et al., 2007).

In a study conducted in our laboratory, we found that the genes that encode the
GABAg; and GABAg, subunits (Gabbrl and Gabbr2, respectively) were differentially
expressed in mice that exhibit an addiction-like profile in a three-bottle free-choice
paradigm (Ribeiro et al., 2010a, b). Gabbrl and Gabbr2 transcription levels were altered in
cerebral areas related to drug taking and drug seeking (Kalivas and Volkow, 2005;
Everitt and Robbins, 2005) only in mice behaviorally classified as “addicted,” suggesting
that these genes may contribute to ethanol addiction.

Considering that (i) GABAg receptors appear to be involved in ethanol addiction,
(i) some discrepancies have been reported in the literature concerning the relationship
between GABAg receptors and ethanol self-administration, (iii) our demonstration of the
differences in Gabbrl and Gabbr2 transcription levels in mice with different alcohol
intake phenotypes, and (iv) our validated alcohol consumption model provides an
alternative approach to the study of addictive behaviors, the present study investigated
the effect of baclofen treatment on ethanol consumption in mice with different intake

profiles.

2. Material and methods

2.1. Animals
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Seventy locally bred, naive, male Swiss mice weighing 20-30 g and aged 45
days at the beginning of the experiment were housed individually in cages measuring 20
x 30 x 20 cm in a temperature-controlled room (22 + 2°C) maintained on a 12 h/12 h
light/dark cycle (lights on at 0700 h). Food was available ad libitum (Purina Laboratories,
Brazil). The animals were weighed weekly. The experiment began after a 1 week
acclimation period. All animal maintenance, care, and treatment procedures were
controlled and approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation of the
Setor de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal do Parana (process no.

23075.105451/2009-19; approved November 10, 2009).

2.2. Apparatus and procedure

The elevated plus maze was constructed of black painted wood and arranged in
a plus shape with two open arms that faced each other. Walls (40 cm high) enclosed the
other two arms. The arms measured 5 x 30 cm and were raised 50 cm above the floor.
One red lamp was placed above the maze. At the beginning of a trial, the mouse was
placed in the center of the maze facing one of the open arms and allowed to explore the
maze for 3 min. During this period, the number of entries into and time spent on the
open and closed arms were recorded. A mouse was considered to have visited the arm
when all four paws were on that arm. From these variables, percent open arm time
(%0OT) was calculated as 100 x time spent on open arms/180. Indeed, the elevated plus
maze is one of the most widely used animal models of anxiety-related behavior. Based
on the results of our previous study (Boerngen-Lacerda and Souza-Formigoni, 2000),

we chose %OT as an index of fear/anxiety-like behavior to study the anxiolytic-like
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effects of ethanol. The maze was carefully wiped with a damp cloth after each animal’s
test. The tests were performed in the afternoon between 12:00 and 18:00 h.

All mice were exposed in a drug-free condition to the plus maze on three
occasions: 1 week before the beginning of chronic ethanol self-administration and 5 h
after ethanol withdrawal in the W1 and W3 cycles of the W phase (see below for

descriptions).

2.3. Drugs

Ethanol solutions (10% and 5%, v/v) were prepared for oral administration by
diluting ethanol P.A. (Vetec Laboratories, Bronx, NY, USA) with tap water every other
day (to control for ethanol evaporation). Adulterated ethanol solutions were prepared
with 0.005 g/l of quinine hydrochloride. Baclofen hydrochloride solutions (RBI, Natick,
MA, USA) were prepared for intraperitoneal administration by diluting with saline (0.1

ml/10 g).

2.4. Procedures
2.4.1. Experiment 1: Chronic ethanol self-administration

A group of mice (n = 60) was exposed to a free-choice treatment for 10 weeks
(acquisition phase, AC), during which they had free access to 10% and 5% (v/v) ethanol
and water. The positions of the bottles were changed on alternate days when the fluid
intake was measured volumetrically. A separate group of control animals (n = 10) only
had access to water. Over the next 2 weeks, mice were submitted to four cycles of
ethanol withdrawal, consisting of 2 days with free access to ethanol solutions and water

and the next 2 days with access only to tap water (withdrawal phase, W1, W2, W3).
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Approximately 5 h after ethanol withdrawal, during the first and last cycles, the animals
were subjected, in a drug-free condition, to the elevated plus maze and open field test to
measure anxiety-like behavior. For the following 2 weeks, the ethanol solutions were
again offered to establish a free choice among the ethanol solutions and water
(reexposure phase, RE). At the end of this period, the ethanol solutions were
adulterated with 0.005 g/I quinine to create a bitter-tasting solution and offered to the
animals for a further 2 week period (adulteration phase, AD). The experimental design is
summarized in Fig. 1. The quinine concentration was chosen because a previous dose-
response analysis found that 0.005 g/l significantly reduced quinine solution intake
without causing a total inhibition of responding (Fachin-Scheit et al., 2006). At the end of
this experiment, the mice were allocated to groups based on the following ethanol
consumption profiles: addicted (A; significant preference for ethanol during all phases
and maintenance of ethanol consumption [i.e., no significant decrease] during the AD
phase); heavy (H; significant preference for ethanol during the AC phase and a
significant decrease in ethanol consumption and preference for water during the AD
phase); light (L; significant preference for water during all phases). The animals that did

not conform to any of these patterns were excluded from subsequent analyses.

2.4.2. Experiment 2: Baclofen treatment

After the classification of mice, they were randomly divided in two groups: (1)
baclofen group (each animal received i.p. injections of all doses of baclofen: BO = 0
mg/kg [i.e., the animals received saline to control intra-group variability during baclofen
treatment], B1 = 1.25 mg/kg, B2 = 2.5 mg/kg, B3 = 5.0 mg/kg); (2) saline group (S; each

animal from all groups received i.p. saline injections during all phases of the
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experiment). After the last day of the AD phase, the animals spent 4 days in abstinence,
with access only to water. The first injection session was performed on the following 2
days. Animals assigned to the baclofen group received all baclofen doses, and saline
injection (BO) was interspersed between the other doses using a Latin square design.
Each dose was administered twice on 2 consecutive days, with an interval of 4 days
between doses, during which the animals had access only to water. The saline-treated
mice (S) were subjected to the same conditions and the same experimental design as
the baclofen-treated groups. Access to the solutions of ethanol and water (free-choice)
was allowed 30 min after the injection of baclofen or saline. Ethanol and water
consumption were then quantified for 90 min (because baclofen is short-acting; Brebner
et al., 2002; Shoalib et al., 1998) and 24 h. The 10 animals from the control group were
designated to receive the same doses of baclofen and continued to have access only to

water as a control for liquid consumption (control group).

2.5. Statistical analysis

Data were analyzed for distribution normality using the Kolmogorov-Smirnov test
and homogeneity of variance using Levene’s test. Body weight in grams and ethanol
intake in milliliters were used to compute the grams of ethanol intake per kilogram of
body weight (g/kg). Ethanol and water consumption were expressed as the daily median
and lower and upper quartiles. To classify each mouse according to its ethanol intake
pattern, we performed a Friedman analysis with repeated measures followed by the
multiple comparison test for each animal to compare individual consumption throughout
the self-administration phases by considering the daily consumption for each phase (i.e.,

20 measures in the AC phase, nine measures in the RE phase, and 10 measures in the
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AD phase). We also performed the Mann Whitney test to determine the preference
between water and total ethanol intake (ml) for each phase for each mouse. After the
classification of mice into three groups (A, H, and L), the following analyses were
performed. The Kruskal Wallis test followed by the multiple comparison test was used to
compare the groups for the variable %OT in the plus maze obtained during the W1 and
W3 cycles compared with basal indices. Kruskal Wallis and Friedman analyses followed
by the multiple comparison test were used to compare, respectively, the groups and
phases for water and ethanol consumption. Additionally, the Kruskal Wallis test followed
by the multiple comparison test was used to compare groups and baclofen doses for
ethanol and water consumption during the baclofen treatment period. All analyses were
performed using Statistica 6.1 software (StatSoft, Sao Caetano do Sul, Brazil).

Differences were considered significant at p < 0.05.

3. Results
3.1. Experiment 1: Chronic ethanol self-administration procedure
3.1.1. Group classification based on individual consumption

The analysis of the individual patterns of ethanol consumption in the different
phases and the use of the criteria established in the Methods above enabled the
classification of the mice into three groups: addicted (A, n = 15), heavy (H, n = 16), and
light (L, n = 20). Additionally, four mice died and six did not conform to the criteria for
classification. Therefore, these mice were excluded from the subsequent analyses (for a
more detailed description of the classification procedure, see Fachin-Scheit et al., 2006).
For illustration, three examples of each consumption profile are shown in Fig. 2 (2A:

“addicted” mouse; 2B: “heavy-drinker” mouse; 2C: “light-drinker” mouse).
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3.1.2. Intergroup consumption analysis

Fig. 3 shows the ethanol and water consumption during each phase for each
group. The Friedman analysis of variance (ANOVA) performed for ethanol consumption
in each group revealed a statistically reliable main effect of phase (ZZA(5,15) =49.40, p <
0.00001; FPsie) = 69.28, p < 0.00001; x% 501 = 92.48, p < 0.00001). The multiple
comparison analysis showed that group A maintained the same pattern of ethanol
consumption during the AC and AD phases (p > 0.05), whereas groups H and L
decreased their ethanol consumption in the AD phase compared with the AC phase (p <
0.001 and p < 0.01, respectively). In the first withdrawal phase cycle (W1), groups A and
H maintained the same pattern of ethanol consumption as the AC phase (p > 0.05),
whereas group L increased its consumption (p < 0.001). In the second and third
withdrawal cycles (W2 and W3) and in the RE phase, all groups showed increased
ethanol consumption compared with the AC phase (p < 0.001). Increased ethanol
consumption was also observed in the W2 cycle compared with the W3 and W1 cycles
in all groups (p < 0.001).

The Kruskal Wallis ANOVA performed for ethanol consumption in each phase
revealed a statistically reliable main effect of group, with the exception of the W2 cycle
(AC: Hz5, = 30.05, p = 0.00001; W1: Hy 5, = 10.60, p = 0.005; W2: H, 5, = 4.82, p = 0.09;
W3: Hys, = 23.17, p = 0.00001; RE: Hzs, = 9.60, p = 0.01; AD: Hys, = 35.56, p =
0.00001). The multiple comparison analysis showed that groups A and H consumed
more ethanol than group L in the AC phase (p < 0.00002), W1 cycle (p < 0.01 and p <

0.05, respectively), W3 cycle (p < 0.00001 and p < 0.005, respectively), RE phase (p <
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0.02 and p = 0.06, respectively), and AD phase (p < 0.0000001 and p < 0.01,
respectively). Group A consumed more ethanol than group H in the AD phase (p <
0.02).

The Friedman ANOVA performed for water consumption revealed a statistically
reliable main effect of phase (ZZA(6,15) = 52.31, p < 0.00001; ZZH(G,K,) = 6245, p <
0.00001; %621 = 67.07, p < 0.00001; 4’0 = 28.69, p < 0.0001). The post hoc
analysis showed that group A maintained the same pattern of water consumption during
the AC and AD phases and W1 cycle (p > 0.05) but increased its water consumption
during the W2 and W3 cycles (p < 0.001) and RE phase (p < 0.04). Group H increased
its water intake during the AD and RE phases and W1 (p < 0.02), W2 (p < 0.001), and
W3 (p < 0.001) cycles. Group L increased its water consumption only during the W2 and
W3 cycles (p < 0.01 and p < 0.001, respectively). As expected, all groups increased their
water intake when only water was offered (WW).

The Kruskal Wallis ANOVA performed for water consumption in each phase
revealed a statistically reliable main effect of group, with the exception of the W2 cycle,
W3 cycle, and WW phase (AC: Hy 5, = 16.42, p = 0.0003; W1: Hz5, = 10.34, p = 0.006;
W2: Hys, = 1.57, p = 0.46; W3: Hy5, = 5.71, p = 0.06; RE: Hz5, = 6.29, p = 0.05; AD:
Hos0 = 6.80, p = 0.04; WW: Hys5, = 1.10, p = 0.58). The multiple comparison analysis
showed that group L consumed more water than groups A and H in the AC phase (p <
0.005) and more than group A in the AD phase and W1 cycle (p < 0.03 and p < 0.005,

respectively). No differences among groups were observed when only water was offered

(WW).
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3.1.3. Intergroup behavioral analysis

The elevated plus maze test was performed on three occasions: 1 week before
the free-choice model, 5 h after ethanol withdrawal on the first day of the withdrawal
phase (W1), and 5 h after ethanol withdrawal during the last withdrawal cycle (W3). For
the evaluation performed before the free-choice paradigm, the Kruskal Wallis test
performed for %OT revealed a small effect of group, although this effect was not
significant (Hzeo = 7.43, p = 0.06). We observed some intergroup variance in this basal
evaluation (i.e., groups A and H were slightly less “anxious” than group L and the control
groups). Therefore, we considered the difference between this evaluation and the other
two evaluations performed during the withdrawal phase for the following analyses (Fig.
4).

For the first (W1l) and second (W3) assessments performed 5 h after the
discontinuation of ethanol, the Kruskal Wallis test revealed no significant effect of group
(Hze0 = 2.66, p = 0.45; Hzgo = 0.89, p = 0.83; respectively). However, the comparison
between the two occasions for each group showed a reduction in %0OT in the second
evaluation, which reached significance for group H (p < 0.002), whereas for groups A
and L and the control group, no significance was observed (p = 0.08, p = 0.20, p = 0.29,

respectively).

3.2. Experiment 2: Baclofen treatment
3.2.1. Ethanol consumption during 24 h period after baclofen administration

Table 1 shows that only group H significantly reduced its ethanol intake with the
1.25 mg/kg baclofen dose compared with the AC phase and the 2.5 mg/kg dose. For the

other two doses, group H returned to its consumption profile exhibited during the AC
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phase. Group A maintained its consumption profile during all phases and after all doses
of baclofen treatment. Group L showed no significant changes in ethanol consumption
after all doses of baclofen treatment. Thus, groups A and L maintained their
consumption profiles even under baclofen treatment. Indeed, the reduced intake
observed in group L compared with group A when they were treated with 1.25 mg/kg
baclofen also suggested the maintenance of the consumption profile, similar to the AC
and AD phases and saline-treated mice. No difference was observed when groups A
and H were compared, with the exception of the AD phase when group H reduced its
ethanol consumption, which was the main criterion used to differentiate and classify
these two groups. When we considered the three groups with saline treatment (nearly
half of each group), we found that groups A and H returned to their ethanol intake
patterns exhibited in the AC phase, but group L increased its ethanol consumption,
suggesting an “alcohol deprivation effect” (ADE).

We also analyzed the effects of baclofen in all mice (i.e., considering groups A,
H, and L together; last line of Table 1) to verify whether a robust pharmacological effect
of baclofen would appear. However, the individual differences among groups
compensated for each other, and no differences were observed in either analysis (i.e.,
Friedman analysis that compared ethanol consumption among phases in baclofen-
treated mice; Kruskal Wallis analysis that compared saline-treated mice to baclofen-
treated mice).

Moreover, no difference was detected in ethanol consumption in the AC and AD
phases when each baclofen-treated group was compared with each respective saline-
treated group, suggesting that the random distribution of the mice to these two

subgroups guaranteed homogeneity (Mann Whitney test, p > 0.05).
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3.2.2. Water consumption during 24 h period after baclofen administration

We also evaluated water consumption after baclofen treatment to verify whether
its effect would be specific to ethanol consumption. Fig. 5 shows that none of the groups
exhibited significant changes in water consumption (ml/day) with the different doses of
baclofen (Hagz72) = 0.17, p = 0.98; Hy@as) = 4.75, p = 0.19; Hizes) = 2.88, p = 0.41;
Hc@eao) = 7.27, p = 0.06). No significant differences among groups were observed for
each of the doses (1.25 mg/kg [B1]: H246 = 1.15, p = 0.56; 2.5 mg/kg [B2]: Hz.46 = 0.64, p
= 0.72; 5.0 mg/kg [B3]: Ho46 = 1.05, p = 0.59; saline [BO]: Ho46 = 1.29, p = 0.52). The
Fig. 5 inset shows that the saline-treated groups maintained their consumption profiles
(H2.200 = 29.78, p < 0.00001). Group L showed higher water consumption than groups A

and H (p < 0.000001 and p < 0.004, respectively).

3.2.3. Ethanol consumption during the 90 min period after baclofen administration

We also evaluated ethanol consumption 90 min after baclofen treatment to verify
the possibly short duration of action of baclofen. Fig. 6 shows that ethanol consumption
was not altered with baclofen treatment when the consumption was assessed for 90 min
after baclofen administration when comparing the doses for each group (Hag72) = 0.87,
p = 0.83; Hyag = 3.38, p = 0.33; Hyzes) = 2.55, p = 0.46) or the groups for each dose
(1.25 mg/kg [B1]: Hz 46 = 0.40, p = 0.81; 2.5 mg/kg [B2]: H, 46 = 2.85, p = 0.23; 5.0 mg/kg
[B3]: Ha46 = 3.58, p = 0.16; saline [BO]: Hy46 = 5.11, p = 0.07). No significant difference
was observed among groups for saline-treated mice (H,200 = 1.124, p = 0.57; Fig. 5

upper inset).
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Intake Model for assessing loss of control over alcohol ingestion

Acquisition phase Witdrawal phase Reexposure phase  Adulteration phase
Weeks 1-10 (three Weeks 11-12 (free Weeks 13-14 (three Weeks 15_-16 (three
bottle choice between access to water and  bottle choice between bottle choice between
0, 5 and 10% ethanol) food, ethanol is 0, 5 and 10% ethanol) 0,5 and 10% t?tlflanol,
removed ) mixed w/quinine)
0 2 4 6 8 10 11 12 13 14 15 16
Experimental Weeks

Figure 1. Experimental design of addiction model.
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Figure 2. Examples of each consumption profile. Individual examples of mice that exhibited differential
patterns of ethanol consumption, expressed as a daily intake average (ml).

(A) An “addicted” mouse whose pattern indicates some degree of loss of control over ethanol ingestion, in
which alcohol intake and preference are high throughout the acquisition phase, further increase after the
withdrawal phase, and show no reduction when the drug is made less palatable through the addition of
quinine (adulteration phase). (B) A “heavy-drinker” mouse shows preference for ethanol throughout most
of the weeks tested. The mouse, however, reduces ethanol intake and preference when ethanol solutions
are adulterated with quinine. (C) A “light-drinker” mouse exhibits preference for ethanol over water only
during the first week of access. Thereafter, ethanol intake and preference remain low, regardless of the
cycle of exposure, withdrawal, and reexposure to the drug.
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Figure 3. Total ethanol intake over 24 h.

Data are expressed as median * interquartile range of ethanol intake (g/kg/day). Ethanol consumption in
the addicted, heavy-drinker, and light-drinker groups during each experimental phase prior to baclofen
treatment (AC, acquisition phase; W1, first cycle of withdrawal phase; W2, second cycle of withdrawal
phase; W3, third cycle of withdrawal phase; RE, reexposure phase; AD, adulteration phase). The upper
right inset depicts the median water consumption during each phase for all groups, including the control
group. WW represents the median water consumption during all intervals between the ethanol withdrawal
cycles when only water was available. The letters or numbers over the bars represent significant
differences (A, from group A; H, from group H; AC, from Acquisition phase; RE, from reexposure phase; 1,
from W1 cycle; 2, from W2 cycle; 3, from W3 cycle). *p < 0.05, difference from all phases; $p < 0.05,

difference from WW cycles (Kruskal Wallis and Friedman tests followed by multiple comparison test).
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Figure 4. Percent open arm time in the withdrawal phase.

Data are expressed as median * interquartile range of percent open arm time in the W1 (%OTW1) and
W3 (%OTW3) cycles during the withdrawal phase compared with basal indices obtained before the
beginning of the chronic ethanol self-administration model. lp = 0.002, difference from the W1 cycle; #p =

0.08, difference from the W1 cycle (Kruskal Wallis test followed by multiple comparison test).
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Tabela 1. Ethanol intake during phase acquisition (AC) and adulteration (AD) phases and with saline or
different doses of baclofen in mice classified according to their intake profile.

ETHANOL INTAKE (G/KG/DAY) IN DIFFERENT PHASES Friedman
(phases)
GROUP TREATMENT AC AD SALINE BO B1 B2 B3 e
o
Baclofen 107 1297 - 143 12.0 11.0 105 172
n=9 (9.0-12.1) (10.9-14.2) (7.2-18.8) (7.9-14.9) (B.6-14.5) (6.7-13.0) 0.89
ADDICTED (A) Saline 12.9 11.9" 137 - - - - 6.33
n==6 (101-15.2) (B2-147) (122-15.2) 0.06
KW (SAL = B0=xB1=B2xB3) H,,,=296 p=056
Baclofen 10.2 A== g2 - 94 7.7 108 % 12.1% 16.07
n=7 (8.3-117) (5.8-6.6) (45-136) (6.2-9.0) (95-13.0) (73125 0007
HEAWY (H) Saline 12.4% 72 11.8% - - - - 13.56
n=9 (101-13.9) (6.7-8.4) (104-13.9) 0.002
KW (SAL=B0=B1=B2=«B3)H,,;=3.05p=055
Baclofen 4.9*- 53*" - 5.g AR 63* a7 a3z 6.52
n=9 (4.7-6.5) (4.8-5.9) (4.7-10.1) (4.3-8.9) (55-13.7) (6.2-13.0) 026
LIGHT (L) Saline 6.3% 474" g0 Am-As - - - - 22.00
n="11 (54-T7) (44-53) (7.5-10.0) 0.00002
KW (SAL =« B0=xB1=B2=xB3)H,,,=563 p=023
Kruskal Wallis H 30.05 3556 927 558 7.83 1.38 1.36
(groups) p 0.00001 0.00001 0.01 0.06 0.02 0.39 0.51
NOT CLASSIFIED Baclofen 8.9 6.2 - 9.4 79 10.8 105 993
(Groups A, H, andL n=25 (6.5-114) (5.1-10.9) (4.8-13.7) (6.2-10.3) (B8.3-13.7) (6.6-13.0) 0.08
combined) Saline g7~ 7.0 12.0 842 - - - - 3931
n=26 (7.1-13.0)  (51-11.0) (8.8-13.5) 0.000001

KW (SAL = B0 = B1=B2=B3) Hy.2:=6.76,p=015

AC, acquisition phase; AD, adulteration phase; B0, saline injection interspersed between baclofen doses;
B1, 1.25 mg/kg baclofen; B2, 2.5 mg/kg baclofen; B3, 5.0 mg/kg baclofen; KW, Kruskal Wallis analysis.
The letters above the numbers represent a significant difference from de respective group, phase or dose.
The values from the Friedman and Kruskal Wallis analyses are showing in the last column and in lines,
respectively.
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8Figure 5. Total water intake over 24 h.

All data are expressed as median % interquartile range of water intake (ml/kg/day). Water consumption in
the addicted, heavy-drinker, and light-drinker groups during each experimental phase after i.p. baclofen
treatment (BO, 0 mg/kg/saline; B1, 1.25 mg/kg; B2, 2.5 mg/kg; B3, 5.0 mg/kg). The upper right inset
depicts the median water consumption for the saline-treated addicted, heavy-drinker, and light-drinker
groups. The letters over the error bars represent significant differences (A, from group A; H, from group H;
p < 0.05; Kruskal Wallis test followed by multiple comparison test).



76

10
E El
] &
S 7
@ — &
®E 5
L {
g 3
i 1
¢ SALINE SALINE SALINE
ADDICTED HEAWY LIGHT
10 -
22 )
EE 7]
[ 6
=2 5|
T HIEREEE
c o 4 ‘?
@ X 3 ?
S0 2
1T} 11
B1 B2 B3 BO B1 B2 B3 BO B1 B2 B3 BO
ADDICTED HEAVY LIGHT

Figure 6. Total ethanol intake over 90 min.

Data are expressed as median + interquartile range of ethanol intake (g/kg). Ethanol consumption over 90
min in the addicted, heavy-drinker, and light-drinker groups after i.p. baclofen treatment (BO, O
mg/kg/saline; B1, 1.25 mg/kg; B2, 2.5 mg/kg; B3, 5.0 mg/kg). The upper right inset depicts the median
ethanol consumption in the saline-treated addicted, heavy-drinker, and light-drinker groups. No significant
differences were observed.

4. Discussion
The main finding of the present study was the demonstration of the differential

effects of baclofen on ethanol consumption depending on intake profile. Mice
characterized as “heavy-drinkers” reduced their ethanol intake when a low dose of
baclofen was administered, whereas baclofen had no effect in the “addicted” and “light-
drinker” groups. The differential effects that depended on the intake profiles were
confirmed when we analyzed the effects of baclofen in all animals by considering them
together with no group distinctions. In this case, baclofen had no effect, possibly

because of the compensation of the individual and group variability related to the
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intrinsic features of each pattern of consumption observed in the three groups. Thus,
when we analyzed the effects of baclofen on ethanol intake by considering the group
differences, we found a differential response. We expected to observe some differential
effects of a GABAg agonist because of the data from a genetic analysis conducted in our
laboratory (Ribeiro et al., 2010a).

Some authors have demonstrated that baclofen increased ethanol consumption
(Czachowski et al., 2006; Petry, 1997; Smith et al., 1992, 1999; Moore et al., 2007), but
the majority of studies have demonstrated the contrary (Addolorato et al., 2000, 2002;
Bechtholt and Cunningham, 2005; Colombo et al., 2000, 2002, 2003a, b; Knapp et al.,
2007; Heilig and Egli, 2006; Maccioni et al., 2005, 2008; Moore et al., 2007; Walker and
Koob, 2007). Our data are consistent with these later studies, at least in “heavy-drinker”
mice that have not “lost control over ethanol intake.”

The ethanol consumption observed in the present study, which is a phenotypic
manifestation, may have been related to genotypic differences between groups. In a
previous study conducted in our laboratory, we found that the genes that encode the
GABAg; and GABAg, subunits were differentially expressed in several brain areas
related to addictive behavior in mice that exhibited an “addiction” profile using the same
paradigm (Ribeiro et al., 2010a). Indeed, this was the main reason why we evaluated the

effects of baclofen on ethanol consumption using this paradigm in the present study. Ribeiro and

colleagues demonstrated that “addicted” animals (group A) had high Gabbrl and Gabbr2
transcription levels in the prefrontal cortex. Gabbrl transcription levels were higher than
in control mice and groups H and L. In the hippocampus, the same group showed lower
Gabbr2 mRNA levels compared with the other groups. In the striatum, Gabbrl

transcription levels were higher than the other groups. In summary, Gabbrl and Gabbr2
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transcription levels were altered in cerebral areas related to drug taking and drug
seeking (Kalivas and Volkow, 2005; Everitt and Robbins, 2005) only in mice behaviorally
classified as “addicted,” suggesting that these genetic differences may be related to the
“persistent chronic consumption with loss of control” when ethanol was adulterated with
quinine, which is an intake pattern that characterizes “addiction.” How these differences
in transcription levels account for differences in ethanol consumption is unknown. We
subjected mice with different intake profiles to baclofen treatment. From the phenotypic
analysis, we inferred that the agonist baclofen only exerted its effect of reducing ethanol
intake when the GABAg; and GABAg; subunits were effectively balanced. Some authors
have demonstrated that conformational alteration of the GABAg; subunit and
subsequently conformational alteration of the entire GABAg1-GABAg, complex are
necessary for effective activation of the GABAg receptor (Morishita et al., 1990).
Consequently, the precise balance between the two subunits is necessary for the
effective activation of the receptor. The “addicted” mice characterized in our model may
have had disproportional expression of the two subunits as a result of the differential
transcription levels found in the brain areas related to drug taking and drug seeking,
suggesting a possible explanation for the lack of effect of baclofen in these mice. Even
with baclofen treatment, these mice maintained a “loss of control” over ethanol intake.
One question is how this disproportional receptor subtype expression can support a
basis for research on individualizing treatment. The present study has some limitations,
but our data highlight the importance for more studies.

The animal model used in the present study has some relevant differences from
other models that also showed the ability of baclofen to reduce ethanol consumption.

The majority of studies used a two-bottle choice paradigm, and the animals were not
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classified according to their consumption profiles. They were only considered drinkers or
non-drinkers, and the animals generally had access to sweetened alcohol solutions.
These studies found that when offered low alcohol concentrations (i.e., up to 6% wi/v)
that have a sweet taste, rats and mice generally drink more alcohol than water. At higher
alcohol concentrations, however, at which the taste of the solution is usually aversive to
rodents, large differences in alcohol preference exist among individuals and among
strains. Only few animals exhibit alcohol preference and consumption resulting from
alcohol’s rewarding effect. A major limitation of these models is that alcohol preference
alone does not necessarily indicate addictive behavior but often reflects controlled
alcohol consumption (Spanagel, 2000; Sanchis-Segura and Spanagel, 2006). Our
model is based on the three-bottle free-choice paradigm, in which mice have prolonged
(16 week) voluntary access to 5% and 10% unsweetened ethanol solutions and water,
which allows the mouse to choose among two concentrations of alcohol and water
without forced consumption. During the initial 3 weeks, days of high consumption
alternated with days of near abstinence, suggesting that mice experienced the
pharmacological effects of the drug and adjusted their ingestion. Each mouse
subsequently developed a characteristic pattern of consumption that remained stable for
several weeks (week 7 to 10). During this period, some mice preferred to drink alcohol
(i.e., 9-15 g/kg/day), whereas others showed low preference (4-7 g/kg/day). After a 2
week abstinence period, access to ethanol was resumed for 2 more weeks. During the
abstinence period, the high-consuming mice exhibited behaviors that suggested
“anxiety” and could induce unpleasant effects and that the negative reinforcing
properties of ethanol may reduce (Koob and Le Moal, 1997), leading to a resumption of

ethanol intake during the reexposure phase. Mice that exhibited high consumption and
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preference for alcohol during the last weeks of the acquisition phase continued to exhibit
the same pattern during the reexposure phase. The adulteration of ethanol with quinine
substantially reduced consumption in some high-consuming mice (“heavy-drinker,”
group H), but others maintained their high ingestion (“addicted,” group A), suggesting a
“loss of control” over intake. This variability could reflect differences in the vulnerability to
the effects of ethanol (see Fig. 2 for individual examples of different patterns of ethanol
intake in the model). This observation strengthens the relevance of the proposed model
because it reflects one of the most prominent characteristics seen in humans, which is
the great variability in the individual susceptibility to the development of dependence and
in the response to treatment. Additionally, the model incorporates a “natural’
development in the progression from initiation to “loss of control” of ethanol consumption
(Sanchis-Segura and Spanagel, 2006), which is observed only in some individuals. We
previously demonstrated the model’s reliability, which was replicated 10 times, and the
same proportions of mice that exhibited the differential intake profiles were always
found. The model has proven face validity, including long-term high ethanol intake and
persistent intake despite the bitter taste of the adulterated ethanol solution. The model
has predictive validity when tested with naltrexone as a pharmacological challenge
(Fachin-Scheit et al., 2006; Correia et al., 2009; Ribeiro et al., 2008). Additionally, we
characterized mice according their individual patterns of ethanol consumption, allowing
the assessment of individualized treatment.

Alcohol dependence generally develops in several stages. Following a relatively
long phase of acquisition of alcohol drinking, during which the individual consumes
various alcohol doses, controlled alcohol drinking behavior generally develops. Under

certain conditions, however, drinking behavior can become uncontrolled in some
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individuals. Researchers do not yet know whether a specific “point of no return” exists
when irreversible “loss of control” occurs (Coper et al., 1990).

In our model, each mouse develops an individual alcohol intake pattern that
remains stable for several months (i.e., a significant part of their lifetime), even after
many stressful situations, such as multiple withdrawal periods (e.g., during the
withdrawal phase of the model and during the periods of abstinence to which mice were
subjected during baclofen treatment), isolation, behavioral manipulations, and injections.
Other authors demonstrated that social stressors profoundly influence drinking behavior
(Wolffgramm et al., 2000; Wolffgramm and Heyne, 1991).

In the present study, we modified the procedure compared with previous studies
from our laboratory (Ribeiro et al., 2008, 2010a, b; Correia et al., 2009; Fachin-Scheit et
al., 2006). During the withdrawal phase in the previous studies, we used 2 weeks of
prolonged abstinence, but the ADE was not seen. The ADE, defined as the temporary
increase in voluntary alcohol intake that occurs in different animal species after a period
of alcohol abstinence, has been proposed to model the compulsive, uncontrolled alcohol
seeking and consuming behaviors that characterize alcohol relapse in human alcoholics
(Boening et al., 2001; McBride et al., 2002). Some authors suggested that the use of the
ADE as a model of craving reflects the motivation that promotes the subsequent
consumption of alcohol and can cause relapse based on the negative reinforcing
properties of ethanol. Similarly, humans exhibit anxiety, depressed mood, and irritability
during the ethanol withdrawal syndrome (Koob and Le Moal, 1997, 2001; Koob, 2000;
Spanagel, 2003). In the present study, we introduced multiple cycles of abstinence in an
attempt to induce “negative affect.” We found that mice exhibited significantly increased

ethanol intake during the cycles, suggesting an ADE, compared with the AC phase (see
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Fig. 3, W1, W2, and W3 cycles in which the mice had access to ethanol after
withdrawal). A degree of anxiety-like behavior was also observed in groups A and H,
which had the highest ethanol intake during the preceding phase. These findings
suggest that at least in chronically drinking mice, the ADE represents a situation of
increased motivation to seek and drink alcohol, which is compatible with the operational
definition of craving (Markou et al., 1993). However, we observed the ADE in all groups
(A, H, and L) after the withdrawal phase, although during the period when mice received
baclofen or saline treatment, only group L showed an ADE. Nevertheless, groups A and
H returned to their intake profile associated with saline treatment (saline-treated groups
and BO dose in baclofen-treated groups), and group L also returned to its intake profile
when treated with the BO dose. These observations confirm the internal reliability of the
model.

Tanchuck et al. (2011) reported that 5.0 mg/kg baclofen decreased binge
alcohol consumption in mice but also tended to decrease water intake and significantly
decreased operant sucrose self-administration, suggesting that this high dose is not
specific to ethanol-taking behavior. In our study, we did not observe any effect of
baclofen on water consumption, suggesting that its effects were specific to ethanol
consumption. If adverse effects of baclofen were present, such as muscle relaxation and
sedation, they did not interfere with consummatory behavior, similar to observations by
other authors (Anstrom et al., 2003). We also examined weight gain during the entire
experiment, and baclofen had no effect, confirming its specific effect on ethanol
consumption.

In the recent study by Tanchuck et al. (2011), baclofen was effective at reducing

ethanol consumption up to 8 h after injection, but this effect disappeared 10 h after the
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injection, suggesting that the timing of the baclofen injection and subsequent access to
ethanol might be critical in determining how the drug affects ethanol intake, which was
also proposed by Moore et al. (2007). In our study, considering that baclofen is short-
acting (Brebner et al., 2002; Shoaib et al., 1998), we assessed ethanol consumption for
90 min, 30 min after baclofen treatment, and all groups maintained their previous profile
with no suppressant effect of baclofen. A possible explanation may be that mice from
the Tanchuck study reduced their ethanol intake only while baclofen suppressed the
reinforcing effects of ethanol. In the present study, the “heavy-drinker” mice (group H)
may have consumed ethanol because of its reinforcing effects, such that the higher the
blood baclofen concentration, the lower the ethanol consumption. Group A was
hypothesized to consume ethanol because of a “loss of control” in limiting intake,
rendering the reinforcing properties of ethanol less important and abolishing the effects
of baclofen. However, these speculations require more studies.

Some evidence that may support this hypothesis is that GABAg receptor
expression is most highly concentrated in the frontal cortex, hippocampus, and thalamus
(Margeta-Mitrovic et al., 1999; Princivalle et al., 2001). These regions are preferentially
activated by cues paired with drug availability and use (Chang et al., 1994; Childress et
al., 1999; George et al., 2001; Grant et al., 1996; Woodward et al., 1999). Activity within
these regions may provide a substrate for anticipatory behavioral states that precede
actual drug use, and these states are not dependent on the acute or reinforcing actions
of a drug. Our previous study demonstrated differences in Gabbrl and Gabbr2
transcription levels in group A in some of these brain areas, which might explain the lack
of response to baclofen. These neural mechanisms that sustain behavioral activation

states may be required for the initiation of responding for alcohol, natural reinforcers,
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and other drugs of abuse and may be disrupted in “addicted” animals, thus explaining
the lack of effect of baclofen. Our hypothesis is that baclofen does not effectively
alleviate the compulsive drive to use drugs that contributes to relapse and other drug-
seeking states, which has been suggested by other authors (Addolorato et al., 2002;
Anstrom et al., 2003; Ling et al., 1998; Callahan and de la Garza, 1997; Lacey et al.,
1988; Zaleski et al., 2001).

In the present study, only the lowest dose of baclofen (1.25 mg/kg) showed an
effect. Recent data indicate that a 2.5 mg/kg dose of baclofen selectively reduces binge
drinking using the scheduled high alcohol consumption procedure in mice (Tanchuck et
al., 2011). However, in this animal model, mice have access to ethanol for a limited time
(4-10 h for only a few days) in a binge drinking model. Janak and Gill (2003) showed
that ethanol self-administering rats that received 1 mg/kg baclofen reduced their ethanol
intake, but 3 mg/kg had no effect.

In conclusion, baclofen reduced ethanol intake only in mice that had not lost
control over ethanol intake when they were exposed to a three-bottle free-choice

paradigm.
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6. CONCLUSOES

» No modelo de adigéo foi possivel separar os animais em animais adictos e néo-
adictos, pesados e leves, 0 que nos possibilita o estudo da dependéncia sobre
perfis de consumo caracterizados. Isto também € importante para estudarmos o0s
fendmenos, como craving, que ocorrem durante o desenvolvimento da
dependéncia.

» Os resultados mostraram a importancia de se considerar que quando testamos
uma populacdo heterogénea de animais devemos lembrar que existem
diferencas individuais na resposta ao efeito do etanol e ao tratamento.

» O baclofeno reduziu o consumo de etanol somente nos camundongos que nao
perderam o controle sobre o consumo, quando estes forem expostos ao
paradigma de auto-administracdo por livre escolha.

» Uma compreensdo dos mecanismos neurobiolégicos que contribuem para um
fendtipo de alcoolismo pode orientar as estratégias para as pesquisas de novas
drogas, que podem ser usadas para aumentar a qualidade de vida dos

individuos dependentes e reduzir o desenvolvimento de dependéncia.
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GRUPO ADICTO

CONSUMO DE ETANOL AO LONGO DAS H (3,39) PREFERENCIA
FASES )
(g/kg/dia)

ANIMAL AC RE AD AC | RE | AD
2 14 (9-15) 11 (11-20) 14 (13-16) |14.8(002) | E | E | E
4 10 (7-11) 11 (11-22) 14 (11-16)* 18.8 E | E| E

(.0003)
17 7 (5-10) 7 (7-17) 6 (5-7) 115(01) | E | N | N
18 6 (5-13) 13 (13-25) 12 (9-13) 143(003) | N | E | E
24 8 (5-17) 9 (8-11) 8 (5-8) 53(15) | N | E | N
26 13 (9-15) 7 (7-26) 15 (7-16) 17.3(001) | E | E | N
27 17 (12-28) 21 (12-25) 16 (9-16) 64(10) | E | E | N
28 9 (7-12) 7 (7-25) 8 (6-9) 13.2(005) | N | N | N
31 15 (11-18) 14 (14-31) 15 (3-15) 10.9(02) | E | E | E
51 8 (4-13) 5 (5-32) 8 (6-10) 13.8(.004) | N | E | N
58 11 (10-13) 13 (13-21) 12 (10-13) 94(03) | E | E | E
63 16 (15-20) 9 (9-22) 9 (6-36) 13.1(.005) | E E N
64 8 (6-11) 7 (7-17) 7 (5-8) 13.7(004) | E | E | N
65 13 (8-15) 8 (8-27) 13(12-13) | 16.8(001)| E | E | E
70 11 (7-13) 10 (8-28) 9 (9-9) 9.5 (.03) E E E

*Diferente da fase de AC (Teste de Mann Whitney , p<.05)
N = Sem preferéncia entre etanol e aguar; E = Preferéncia por etanol; W = preferéncia por agua.
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TABELA 2 - PADRAO INDIVIDUAL DE CONSUMO DE ETANOL DO GRUPO

PESADO

GRUPO PESADO

CONSUMO DE ETANOL AO LONGO DAS H (3,39) | PREFERENCIA
FASES
(p)
(g/kg/dia)
ANIMAL AC RE AD AC | RE | AD
3 14 (12-13) 9 (9-25) 8 (8-8)* 18.6 (.0003) | N N | W
16 8 (6-10) 6 (6-15) 5 (5-7)* 20.1 (.0002) | E E | W
19 12 (10-17) 6 (5-17) 8 (7-8)* 26.6 E | E | N
(.00001)

20 8 (7-10) 5 (5-11) 5 (3-10)* 19.5(.0002) | E E | W

29 9 (8-11) 9 (8-22) 7 (6-10)* 14.6 (.003) E E N

34 15 (12-16) | 11 (11-29) 5 (5-8)* 29.8 E | E | W
(.00001)

43 9 (6-12) 6 (6-22) 5 (3-6)* 22.5(.0001) | N N | W

44 10 (8-12) 10 (8-25) 5 (5-7)* 24.6 E E | W
(.00001)

46 9 (7-14) 8 (8-25) 5 (4-9)* 16.3(.001) | N E | W

48 8 (5-9) 6 (6-25) 5 (5-7)* 14.7 (.002) | N N W

49 10 (8-14) 8 (8-19) 6 (6-8)* 22.9 E E N
(.00001)

52 11 (7-15) 6 (6-29) 6 (3-8)* 23.4 N N | W
(.00001)

53 11 (8-14) 13 (10-21) 6 (5-7)* 25.0 E | E | W
(.00001)

54 14 (9-18) 11 (11-29) 6 (6-10)* | 21.1(0001)| E | N | W

66 18 (13-23) 10 (10-30) 11 (10-21)* | 22.0(.0001) | E | W | N

67 7 (5-9) 6 (6-20) 4 (3-6)* 15.9 (.001) E E | W

*Diferente da fase de AC (Teste de Mann Whitney , p<.05)
N = Sem preferéncia entre etanol e dguar; E = Preferéncia por etanol; W = preferéncia por agua.
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TABELA 3 - PADRAO INDIVIDUAL DE CONSUMO DE ETANOL DO GRUPO LEVE

GRUPO LEVE
CONSUMO DE ETANOL AO LONGO DAS H PREFERENCIA
FASES )
(g/kg/dia)
ANIMAL AC RE AD AC | RE | AD
6 7 (4-8) 15 (15-20) 8 (7-10) 21.4 W | E | W
(.0001)

5 (3-7) 4 (4-19) 5 (3-6) 13.6 (004) | W | W | W

5 (3-6) 5 (5-21) 5 (3-6) 121(01) | W | W | W

11 5 (2-7) 7 (7-26) 6 (4-7) 126(01) | W | E | W
12 4 (3-6) 5 (5-22) 5 (4-6) 11.4(01) | W | W | W
13 4 (2-4) 3 (3-15) 4 (3-5) 16.0 (001) | W | W | W
22 4 (3-8) 3(3-9) 4 (3-5) 19.7 W | wW | W

(.0002)

30 8 (4-13) 8 (8-19) 5 (5-6) 135(.004) | W | N | W
33 5 (3-6) 6 (6-20) 4 (2-5) 153(.002) | W | W | W
36 5 (3-7) 6 (6-23) 4 (3-5) 144 (003) | W | W | W
38 6 (4-8) 6 (6-27) 5 (3-6) 119(01) | W | W | W
39 5 (3-8) 7 (6-25) 4 (3-5) 126(01) | W | W | W
40 5 (5-11) 8 (8-23) 5 (4-5) 13.3(.004) | W | E | W
41 4 (3-6) 4 (4-21) 3(2-4)* |151(002) | W | W | W
56 6 (4-8) 5 (5-17) 4 (4-5) 13.9(003) | W | W | W
59 6 (4-16) 6 (6-26) 4 (2-6)* 148(.002) | N | W | W
61 6 (4-12) 6 (6-21) 5 (3-5)* 124(01) | N | N | W
62 6 (4-11) 7 (7-27) 7 (4-9) 106 (02) | W | W | N
68 5 (4-7) 4 (4-20) 4 (3-5) 126(01) | W | W | W
69 6 (4-8) 7 (5-22) 5 (4-5) 8.2 (.05) W | W | W

*Diferente da fase de AC (Teste de Mann Whitney , p<.05)
N = Sem preferéncia entre etanol e aguar; E = Preferéncia por etanol; W = preferéncia por agua.
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TABELA 4 - PADRAO INDIVIDUAL DE CONSUMO DE ETANOL DO GRUPO
INDEFINIDO

GRUPO INDEFINIDO

CONSUMO DE ETANOL AO LONGO DAS H PREFERENCIA
FASES
(p)
(g/kg/dia)

ANIMAL AC RE AD AC | RE | AD
1 13 (9-18) 10 (10-24) 8 (6-10)* 16.2 (.001) E E E
5 13 (12-17) 9 (9-25) 10 (6-10)* 29.5 E E E

(.00001)
10 12 (11-14) 12 (10-19) 9 (9-10)* 16.6 (.001) E E E
23 16 (9-25) 16 (16-16) 9 (9-11)* 8.9 (.03) E E E
32 7 (5-8) 9 (9-25) 8 (7-9) 12.5 (.01) W | N E
35 15 (11-16) 14 (14-31) 8(6-11)* |189(0003)| E | E | E

*Diferente da fase de AC (Teste de Mann Whitney , p<.05)
N = Sem preferéncia entre etanol e aguar; E = Preferéncia por etanol; W = preferéncia por agua.
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TABELA 1. TESTES COMPORTAMENTAIS DESENVOLVIDOS EM DUAS ETAPAS
NA FASE DE ABSTINENCIA (TESTE 1 E TESTE 2).

Parametros | Grupo Adicto Grupo Pesado Grupo Leve Grupo controle
analisados | Teste | Teste | Teste | Teste | Teste | Teste | Teste | Teste
1 2 1 2 1 2 1 2
94,4 (65,0- 92,0
89,3 (72,0- | 98,5 (70,5- | 96,5 (66,5- | 90,0 (71,0- | 73,0 (51,0- | 89,0 (68.,0-
AM CM_ABS | 1090 105,0) 116.5) 118,0) 105,0) ﬁi’%) 102,0) 107,0)
LAPM ABS 7’151(%')0' 5,1 (2,0- 5'50%)0' L (%;0' 4520- | 20(10- | 50@0- | 30(1,0-
_ 4,0) 0 003 02008 12,0) 6,0) 23,0) 14,0)
EF PM_ABS | 100 8.7 (7.0- "o | e | ooy | Zeor 90(80- | 115 (60
- 0) p<0.004 | p<0004 | p<0,04 p< 0,04 0) 0)
TEPM ABS 75’998(‘(';‘)3'0' 80,9 (50,0- 57’?3(‘;'0' 69;352(2%0' 82,0 (64,0- (22’8_ 77,0 (69,0- | 92,5 (63,0-
_ ' 95,0) Sy Ny 95,0) 125.0) 121,0) 128,0)
EAPM_ABS | ®00% | °000 | "haoy | " | oo | g | o | e
64,3 (36,0- 89,5 (53,0- | 46,0 (28,5- 35,0
51,0 (25,0- 35" | 57,0 (15,0- 50,0 (18,0- | 39,0 (8,0-
TA PM ABS 93,0) 108,0) 65,0) (10.0-
_ 72,0) <0001 | pe 6,001 76,0) 52.0) 102,0) 76,0)
35,7 (20,0- | 28,3 (13,8 | 49,7 (29.4- | 25,6 (15,8 | 31,7 8.3 | 19,4 (5.5- | 27,8 (10,0- | 21,7 (4.4-
%TA ABS 51,7) 40,0) 60,0) 52,5)* 42,2) 28,9) 56,7) 42,2)
— p<0,001 | p<0,001
8330 | 2L,0(70- | 15(10- | L0(Lo- | LOLO | L0 (L0- 40 (40-
LA OP_ABS 22.0) 35,0) 2,0) 2,0) 2,0) 1,0) 0,00 4,0)
32,6 (23,0- | 32,6 (23,0- 210 @40 | 300
AMC 44.0) 45,0) 37,0 (28,0- | 45,5 (35,0- 39 0)' (22,0- 28,0 (18,0- | 45,5 (31,0-
OP ABS 63,5) 52,0) o= 0006 49,0)* 44,0) 60,0)
— , p< 0,006
AMP 99,3 (56.0- 78,;)8(4(1)8,0— 85,151 (465 | 635035 |, woo | 750 | 995(730- | 800 (710-
57.0) 0) 0,5) 86,0%) 67.0) (56,0- 118,0) 95,0)
OP_ABS ' p< 0,04 p< 0,04 * 95,0) p< 0,04 p< 0,04
17,1 (10,0- | 18,1 (14,0- | 16,5 (9,5- | 17,0 (11,5- | 15,0 (6,0- | 11,0 (7,0- | 16,0 (13,0- | 13,0 (1L,0-
RE OP_ABS 26,0) 24,0) 31,0) 25,5) 20,0) 18,5) 20,0) 17,0)
32,8 (14,0- 150 (7,0- | 150(5,0- | 290 17,0 (7.,0-
FROP_ABS | 500 | pob | p<oooos | 289¢ | 180 | G2 | %% | “ssor
= p<0, p<0, p<0, p<00005 | p<0,0001 | - 2oy | P p< 0,005
5030 | 8050 | 30@20- | 5020 | 40@0 | 5030 | 250 | 55@E0
GR OP_ABS 6,0) 8,0) 7,0) 8,0) 7,0) 11,0) 5,5) 9,5)
2420 | 20(L0- | 30(@10- | 20(L0- | 200 | 20(L0- | 30(L0 | 205
DE OP_ABS 3,0) 2,0) 4,0) 3,0) 6,0) 2,0) 14,0) 4,0)

*Diferente do teste 1 (Teste de Wilcoxon , p<.05)
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