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A Deus

...Quem pode separar sua fé de suas agbes, ou sua crenga de seus
afazeres?

Quem pode espalhar suas horas perante si, dizendo: “Esta é para Deus, e
essa é para mim; esta é para minha alma, e essa é para meu corpo?”

Vossa vida cotidiana é vosso templo e vossa religigo.

Gibran Khalil Gibran

1883 - 1931
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esse Anjo, 6 vis que tendes as alegrias e as consolagbes da Familia.”
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Grande amor, grande amor, grande mistério

Que as nossas almas trémulas enlaga...
Céu que nos beija, céu que nos abraga

Num abismo de luz profundo e sério.

Eterno espasmo de um desejo etéreo
E balsamo dos balsamos da graga,
Chama secreta que nas almas passa

E deixa nelas um clardo sidéreo.

Cantico de anjos e de arcanjos vagos
Junto as aguas sonadmbulas de lagos,
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Num beijo fecundado num gemido.
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A todos

‘Havia num bosque isolado uma bonita violeta que vivia satisfeita com suas
companheiras. Certa manhé&, ergueu a cabega, e viu uma rosa que se balangava
acima dela, radiante e orgulhosa.

Gemeu a violeta, dizendo: ‘Pouca sorte tenho eu entre as flores! Humilde é
meu destino! Vivo colada a terra, e ndo posso erguer a face para o sol, como fazem
as rosas...’

A Natureza ouviu, e disse: ‘Que te aconteceu, filhinha? As vas ambigées
apoderaram-se de ti?’

Suplico-te, 6 Mae Poderosa, disse a violeta, transforma-me numa rosa, por
um dia sé6 que seja.

Néo sabes o que estas pedindo, respondeu a Natureza. Ignoras o que se
esconde de infortinios atras das aparentes grandezas.

Transforma-me em rosa, insistiu a violeta, e aceitarei as consequiéncias de
minhas aspiragées e desejos.

A Natureza estendeu sua mao magica, e a violeta tornou-se uma rosa
suntuosa. Na tarde daquele mesmo dia, o céu escureceu, e o vento e a chuva
devastaram o bosque. As arvores e as roseiras foram abatidas. S6 as humildes
violetas escaparam ao massacre. E uma delas, olhando a sua volta, gritou as
companheiras: Olhem e vejam o que a tempestade fez das grandes plantas que se

elevam com orgulho e impertinéncia!
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Disse uma outra: ‘Vivemos coladas a terra, mas escapamos a furia dos
furacées.’

Uma terceira disse: ‘Somos pequenas e humildes; mas as tempestades nada
podem contra nés.’

A Rainha das violetas viu também a rosa que tinha sido violeta, estendida
por terra como morta. E disse: ‘Vejam e meditem, minhas filhas, sobre o destino da
violeta que as ambigbes embriagaram. Que sua infelicidade Ihes sirva de exemplo.’

Ouvindo estas palavras, a rosa agonizante agitou-se, e disse, com voz
entrecortada:

Escutai, antes, voés, ignorantes, mediocres, covardes. Ontem, eu era como
vés, humilde e satisfeita. Mas a satisfagdo que me protegia, também me limitava.
Podia continuar a viver como vés, colada a terra, até que o inverno me en_vo/vesse
na sua neve e me levasse ao siléncio eterno, sem que conhecesse dos segredos e
glérias desta vida mais do que as inumeras geragbes de violetas, desde que existem
violetas.

Mas escutei no siléncio da noite, e ouvi o mundo superior dizer a este
mundo: O alvo da vida a alcangar o que ha além da vida. Pedi, entdo, a Natureza —
que nada é sendo a materializagdo de nossos sonhos invisiveis — que me
transformasse em rosa. E a Natureza atendeu ao meu desejo.

Vivi uma hora como rosa. Vivi uma hora como rainha. Vi o mundo com os
olhos das rosas. Ouvi a melodia do éter com os ouvidos das rosas. Acariciei a luz
com as pétalas das rosas. Pode alguma de vés gabar-se desta honra?

Morro agora, levando na alma o que nenhuma violeta jamais experimentara.
Morro, sabendo o que ha por tras dos horizontes estreitos onde nasci. E este o alvo

da vida.”

Gibran Khalil Gibran

1883 — 1931
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RESUMO

A Teoria da Sensibilizagdo preconiza que o aumento do efeito estimulante do etanol
esta associado a predisposigdo do individuo a se tornar dependente. Com base
nisso, desenvolveu-se um modelo animal para dependéncia de etanol e a atividade
locomotora foi avaliada para verificar se ocorreu sensibilizagdo ao efeito estimulante
do etanol. Um grupo de camundongos (n=30) foi exposto a um paradigma de livre
escolha entre solugdes etilicas (5% e 10%) e agua, que consistia em um tratamento
dividido em quatro fases: livre escolha (12 semanas), abstinéncia (2 semanas),
reapresentagcao (2 semanas) e adulteragao (3 semanas), enquanto que outro grupo
tinha acesso apenas a agua (grupo controle, n=10) durante todas as semanas.
Foram alojados individualmente, e receberam ragdao a vontade. Tiveram o
comportamento avaliado nos aparelhos labirinto em cruz elevado, campo aberto e
caixa de movimentagdo espontanea, antes do inicio do tratamento, durante a
abstinéncia e 24h apds o término do tratamento sob efeito de administragdo aguda
de etanol (2g/kg) ou salina 0,9% no grupo controle. Posteriormente, com base no
consumo individual de etanol (g/kg), os camundongos foram divididos em 3 grupos:
consumidores “dependentes” (n= 6), os que apresentaram preferéncia pelas
solugdes etilicas, alto consumo de etanol sem redugdo na fase de adulteragéao;
consumidores nao dependentes “pesados” (n= 11) os que apresentaram preferéncia
pelas solugdes etilicas, alto consumo de etanol com redugdo apds a fase de
abstinéncia ou durante a fase de adulteragdo; e consumidores nao dependentes
“leve” (n= 7) os que apresentaram preferéncia pela agua, baixo consumo de etanol
com redugdo ou sem alteragdes durante as fases experimentais. O grupo de
“dependentes” apresentou um perfil relacionado ao comportamento compulsivo pela
droga manifestado pelo consumo continuado mesmo em condigdes aversivas. Além
disso, esses animais apresentaram um tempo maior de permanéncia no centro do
labirinto em cruz elevado na avaliagdo anterior ao tratamento de livre escolha
sugerindo a presenca de um possivel tragco de “ansiedade” que poderia ter
contribuido para o comportamento de procura ao etanol. Esse grupo também
apresentou diminuicdo da ambulagdo durante o periodo de abstinéncia ao etanol
sugerindo também a presenca de “ansiedade” quer seja “trago” compativel com seu
perfil apresentado inicialmente, quer seja “estado” em resposta a retirada do etanol
podendo representar uma manifestagdo da sindrome de abstinéncia. Ndo houve
correlagao entre o consumo de etanol pelos animais e a ambulagao avaliada sob
efeito de etanol administrado agudamente. Apesar do grupo com perfil de nao
dependente com consumo “‘pesado” apresentar a maior atividade locomotora
quando comparado com o grupo controle e ao seu préprio valor basal, ndo houve
diferenga entre os grupos em relagdo a proporgdo de animais que se mostraram
sensibilizados, levantando a hipétese de que talvez os mecanismos neurais
responsaveis pelo desenvolvimento do comportamento de dependéncia e pela
sensibilizagao psicomotora sejam distintos.
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ABSTRACT

The sensitization theory establishes that the increased ethanol stimulant effect is
related to the individual predisposition to develop alcohol addiction. Based on this
theory, it was developed an addiction model to evaluate the presence of the
sensitization to the ethanol stimulant effect in mice exhibiting an addiction pattern.
One group of mice (n=30) was exposed to a free choice paradigm among ethanol
solutions (5% and 10%) and water, consisting in four phases: free choice (12 weeks),
withdrawal (2 weeks), re-exposure (2 weeks) and adulteration (3 weeks). Other mice
had only water access (control group, n=10). They were housed individually with food
ad libitum. Their behaviors were evaluated in the beginning of the treatment, during
the withdrawal and 24 hours after the withdrawal from the oral ethanol administration
by a challenged dose of ethanol (2g/kg i.p.) or saline 0,9%. Based on the individual
ethanol intake (g/kg), the mice were characterized in 3 groups: dependent (n=6),
those which presented preference for ethanol, higher ethanol ingestion without
reducing their intake in the adulteration phase; non-dependent heavy drinker (n=11)
those which showed preference for ethanol, higher ethanol ingestion but reduced
their intake following the withdrawal or during in the phase adulteration; and non-
dependent light drinker (n=7) those which presented no preference for ethanol, stable
and low ethanol consumption in the all the phases of the treatment. The ‘dependent’
group had a compulsive behavior profile manifested by the continued ethanol intake
even under aversive conditions. Furthermore, this group was the only one that
showed high permanence time in the center of the plus maze when tested before the
exposition to the free choice paradigm suggesting a possible anxiety trait/state
contributing for ethanol addiction. Besides, this group significantly reduced its
ambulation during the withdrawal period suggesting an anxiety response compatible
to a trait related to their initial pattern behavior or to a state resultant from the ethanol
withdrawal. There was no correlation between ethanol consumption and ambulation
after acute ethanol challenge dose. Despite the heavy ethanol intake group had
showed a greater locomotor activity than that observed in the control group and in
relation to its own basal locomotion, there was no difference among groups
considering the animal proportions showing sensitization, suggesting that probably
the neural mechanisms responsible for the development of addiction and for the
psychomotor sensitization are independent.
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1 INTRODUGCAO

1.1 BREVE HISTORICO DO USO DE ETANOL

Sob uma perspectiva evolucionista (DUDLEY, 2002), tem sido levantada a
hipotese, através de analises dos ancestrais do homem, sugerindo que ha pelo
menos 24 milhdes de anos a linhagem de primatas da qual descende o Homo
sapiens era predominantemente frugivora, consumindo assim pequenas
concentragbes de alcool (niveis inebriantes) provenientes de frutas maduras e
também da fermentacgao por fungos presentes nesses alimentos. Tal exposi¢ao seria
responsavel ou ao menos propiciaria o surgimento de adaptagbes que nos
conduziria ao uso dessa droga. Tem sido destacada a variabilidade genética entre
as enzimas metabolizadoras de alcool (alcool dehidrogenase e acetaldeido
dehidrogenase), a interagao entre genétipo e ambiente (povos que apresentam uma
alta atividade da enzima acetaldeido dehidrogenase, embora sem alta prevaléncia
de alcoolismo), como indicios de uma possivel selegdo que teria contribuido para o
consumo ao longo dos anos.

Todavia, até o momento tém-se apenas resultados positivos em relagéo a
utilizagdo de baixos niveis de alcool com a Drosophila species (melhora na
reproducéo e longevidade), dificultando o estabelecimento de uma justificativa para
a preferéncia manifestada pelo homem, ou mesmo da existéncia de alguma
adaptacéo fisiolégica benéfica, como poderia ser esperado encontrar seguindo-se 0
conceito de ‘hormesia’ (hormesis - efeitos benéficos e estimulatérios com o uso em
concentragbes nao téxicas) no contexto da sele¢éo natural.

A partir de épocas mais recentes, tém-se relatos de escrituras na
Mesopotamia com cerca de 2.200 anos a.C. contendo referéncias ao uso de bebidas
alcodlicas (MACRAE, 2000). A civilizagado egipcia ja preparava medicamentos
compostos por vinhos ou cervejas, e aproximadamente nos anos 800 os arabes ja
realizavam o processo de destilagéo do alcool (TOSCANO JR., 2000).

A mais antiga mencgdo do uso de alcool dentro do contexto judaico-cristao
trata-se de um periodo pés-diluviano no qual Noé é descrito sob efeito de uma

bebida alcodlica:



“‘E, como Noé que era lavrador, comegou a cultivar a terra, e plantou uma
vinha. E tendo bebido do vinho, embebedou-se e apareceu nu na sua tenda’.
(Génesis, 9-20, 21)

Estudos antropoloégicos relatam que o uso de alcool entre os homens data
desde os primérdios da origem das civilizagdes, fazendo parte de rituais religiosos,
ritos de passagem, festas recreativas e orgias (TOSCANO JR., 2000).

Usado em varios contextos para propdésitos diferentes, o consumo de alcool
perdurou por milénios, ultrapassando fronteiras e limites culturais, e sobreviveu a
repressoes politicas (promulgagdo da Lei Seca (Volstead Act) em 1919 nos United
States of America) e religiosas (proibigdo por Maomé no sagrado Corao).

Além disso, sua utilizagdo parece ter sido circundada por incoeréncias, visto
que ao mesmo tempo em que facgées da sociedade restringiam o uso de alcool
(fundamentalistas islamicos), outras eram permissivas (catolicos apostolicos
romanos).

Praticamente todas as civilizagdes que tiveram contato com o alcool
observaram a ocorréncia de problemas decorrentes de seu consumo, pois o limite
entre o “uso” e “abuso” era ténue surgindo assim a necessidade de distinguir o beber
‘moderadamente” do “excessivo”.

Assim, a idéia de alcoolismo como doenga veio a crescer de forma gradativa
nos ultimos duzentos anos, onde concepg¢des sobre o desenvolvimento do
comportamento de dependéncia como sendo um “transtorno”, um “habito que
evoluia para a necessidade”, uma “perda de controle”, comegaram a ser cogitados
(TOSCANO JR., 2000).

Desde o inicio a “doenga embriaguez”, como era chamado o alcoolismo,
passou a ser tratada pela psicologia através de técnicas que geravam um conflito
motivacional (TOSCANO JR., 2000), predizendo que tal transtorno poderia ocorrer
em decorréncia de uma associagdo de estimulos que conduziria a um
comportamento motivado pela droga e circunstancias relacionadas a ela.

Do ponto de vista socio-politico foi necessaria a elaboragéo de leis que
contivessem o uso de alcool de forma imprudente, mas como em muitas outras

situagées em nossa sociedade as regras, que discriminam entre aceitar e recriminar



um ato, passaram a se apresentar contraditérias negligenciando a prépria vida do
individuo ou até mesmo contribuindo para a disseminagdo do uso indiscriminado
(MAGALHAES, 1994).

Embora o alcool seja uma droga capaz de produzir alteragbes fisioldgicas
refletindo em mudancgas na saude fisica e psiquica do usuario ndao se pode perder
de vista que o homem é “Zoon Politikon” (um ser social) e que através de suas
interagées com os demais individuos e com o meio ambiente suas motivagdes e
anseios sao constantemente influenciados e isso pode ser usado de forma favoravel
a saude ou contraria criando falsas perspectivas ou idéias infrutiferas formando um

ser incapaz de almejar maiores sentidos em sua existéncia.

Sabe-se que o consumo de alcool se fez presente entre os homens
praticamente desde o inicio de nossa espécie, no entanto, como a natureza humana
e a etiologia da dependéncia envolvem aspectos tdo diversos, muitos pontos acerca

da origem do uso dessa droga ainda precisam ser investigados.

1.2 EFEITOS FARMACOLOGICOS

O etanol é considerado um depressor do sistema nervoso central, apesar de
baixas doses inicialmente promoverem um efeito estimulatério, sendo observado os
seguintes efeitos conforme sua ingestdo continuada: desinibi¢do, diminuigdo na
atencdo, alteragbes na memoéria, mudangas de humor, incoordenagdao motora,
sonoléncia, letargia, confusdo, amnésia, perda de sensagdes, dificuldade de respirar
e morte (VALENZUELA, 1997).

A molécula de etanol é altamente lipofilica penetrando facilmente pelas
membranas bioloégicas de um organismo. Essa caracteristica contribui para que
tenha um amplo espectro de agéo, interferindo com quase todos os sistemas
neurotransmissores e também com o funcionamento de 6rgaos situados na periferia
(PONNAPPA; RUBIN, 2000) promovendo até modificagdes em nivel de expressao
génica. As vias neurotransmissoras melhor estudadas que sofrem alteragoes pelo



etanol sdo a do acido gama-aminobutirico (GABA), que possui agao inibitéria sobre a
célula ligando-se em uma subunidade do complexo do receptor GABAA e a do
glutamato, que possui agdo excitatéria ao se ligar no receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA). O etanol exerce seu efeito depressor por meio da exacerbagdo da
transmissao inibitéria e da inibicdo da transmissao excitatéria no sistema nervoso
central.

O etanol potencializa a agdo do GABA sobre o complexo do receptor GABAa
através de um mecanismo ainda desconhecido, sendo que a sua distribuicdo nas
regibes do sistema nervoso central e a variabilidade na composicdo das
subunidades desse complexo distinguem sua sensibilidade ao etanol. Estudos
encontraram que a isoforma L da subunidade Yy, do receptor GABAas seria
determinante para a agéo do etanol, uma vez que a isoforma S se mostra insensivel
ao etanol mesmo em concentragdes intoxicantes, em culturas de células (MIHIC;
HARRIS, 1997). Entretanto, analises em camundongos knockout faltando a
subunidade Yz nao revelaram alteragdes significativas em sua resposta
comportamental ao etanol, tempo de sono, ansiedade, tolerancia, locomocgao,
quando comparados com camundongos que apresentavam essa subunidade (U. S.
CONGRESS ON ALCOHOL AND HEALTH, 2000). Pode-se encontrar na literatura
que o administragdo cronica de etanol altera a expressdo de mRNA das diferentes
subunidades do receptor GABAA (diminuigdo ou nenhuma alteragao da o, 0z, 0s €
oi3; aumento ou nenhuma alteragdo da os, B1, B2, B3, Y1, Y2, Y3 € O), € esses
resultados sofreram variagdes conforme o tempo de tratamento com etanol, a regiao
cerebral onde estava localizado o receptor, a presenga de heterorreceptores que
podem interagir com a via gabaérgica, como por exemplo, o antagonista do receptor
NMDA dizocilpina (MK-801), que aumenta a expressao da subunidade o4 e diminui
a da B/3. Estudos também apontam que diferengas entre o sexo do animal podem
levar a um padrio dissimilar na expressdo dos receptores GABAa, nos quais a
expressdo da subunidade «y em cortex cerebral de ratos machos se mostrou
reduzida sendo que em fémeas expostas ao mesmo tratamento néo, sugerindo que
os esterbides endogenos tém um papel como neuromoduladores (GROBIN;
PAPADEAS; MORROW, 2000). Além disso, parece haver outros fatores que seriam
importantes para a modulagdo do complexo do receptor GABA pelo etanol, tais

como ativacdo de diferentes isoformas de proteina quinase C (PKC), da proteina



quinase A (PKA) e disposigao tridimensional do receptor. O etanol também pode
atuar sobre os receptores da glicina, aumentando o fluxo de ions cloreto mediado
por esse receptor, e estudos demonstram que receptores com a subunidade o4 sao
mais sensiveis a baixas concentragbes de etanol do que aqueles com a o, (U. S.
CONGRESS ON ALCOHOL AND HEALTH, 2000).

Andlises eletrofisiolégicas e bioquimicas produzem evidéncias de que o
etanol atua inibindo a fungao do receptor NMDA, bem como a liberagdo de outros
neurotransmissores como dopamina, noradrenalina e acetilcolina, induzida por tal
receptor, levando a um aumento no numero de sitios ligantes desse receptor em
animais expostos cronicamente. Tem se sugerido que seria necessaria a presenga
da subunidade NR2g nos receptores NMDA para que o etanol produzisse seu efeito,
no entanto também foram encontradas alteragées nas expressdes das subunidades
NR; e NR;a em varias regides cerebrais apoés tratamento crénico de ratos
(GONZALES; JAWORSKI, 1997; DODD et al,, 2000). Analises da resposta do
receptor NMDA tém revelado que o etanol reduz o nimero de vezes de abertura do
canal, e diminui a quantidade de tempo que o canal permanece aberto (U. S.
CONGRESS ON ALCOHOL AND HEALTH, 2000). Estudos sugerem que diferentes
subtipos de receptores do glutamato, o acido a—amino—-3-hidroxi—-5—-metil-4—
isoxazol-propiénico (AMPA) e o Kainato (KA), também sdo sensiveis ao etanol,
porém a sua quantidade para inibir esses receptores seria bem maior do que a
necessaria para inibir os receptores NMDA (GONZALES; JAWORSKI, 1997; DODD
et al., 2000). Foi encontrado um aumento na expressdo da subunidade GluR na
area tegmental ventral apés tratamento cronico, porém resultados de outros
experimentos ndo revelaram diferengas na expressdo das subunidades dos
receptores AMPA (DODD et al., 2000). A neurotransmissdo dopaminérgica parece
ser bem sensivel a agado do etanol. Foi relatado que administragbes diretamente na
corrente sanguinea de baixas doses de etanol promoveu um aumento na liberagao
de dopamina na parte externa do nucleo accumbens em ratos, no entanto esse
aumento seria decorrente da interagdo da via dopaminérgica com os peptideos
opidides endogenos (DI CHIARA, 1997). Pesquisas também demonstraram que o
aumento na concentracdo de dopamina extracelular poderia ser mediado via
receptor 5HTs localizado em neurénios dopaminérgicos (U.S. CONGRESS ON
ALCOHOL AND HEALTH, 2000).



Estudos em animais revelaram que a exposi¢gdo aguda ao etanol leva a um
aumento na liberagdo de serotonina, e também foi observada uma interagao direta
com proteinas ou moléculas associadas ao receptor 5HT;, exacerbando a
neurotransmissao serotoninérgica. Parece que o etanol afeta a atividade do receptor
5HT3; promovendo a abertura do canal de forma mais estavel (U. S. CONGRESS ON
ALCOHOL AND HEALTH, 2000). Esses receptores 5HT; também podem estar
localizados em neurdnios que liberam acido gama-aminobutirico na regido do
hipocampo e sao responsaveis pelo aumento da transmissao nesses neurénios,
portanto o aumento na transmissdo serotoninérgica induzido pelo etanol pode
influenciar a transmissdao nesses neurdnios gabaérgicos. Em longo prazo, foi
observado que usuarios crénicos de etanol apresentavam uma diminuigdo nos niveis
do metabdlito da serotonina no fluido cerebroespinhal, o acido 5-hidroxiindolacético,
porém sua possivel relagdo com desenvolvimento da dependéncia ainda nao esta
clara. Também foi notado em animais de laboratério que receberam etanol por
semanas um aumento no numero de receptores e na transdugdo de sinais
desencadeados pelos receptores 5HT,. E bem descrito na literatura que a serotonina
também pode interferir com a via dopaminérgica através de seus receptores SHT, e
5HT3; localizados na area tegmental ventral (VTA), onde o aumento da liberagao de
serotonina induzida pelo etanol promove um aumento na liberagdo de dopamina
nessa regidao (LOVINGER, 1997; U. S. CONGRESS ON ALCOHOL AND HEALTH,
2000).

A administragdo aguda de etanol em culturas de células de certas regides do-
cérebro de roedores aumenta a expressdo do gene de encefalinas e endorfinas, o
consumo agudo aumenta a liberagdo de peptideos opidides nos tecidos ou em
células isoladas do cérebro e da glandula pituitaria de roedores, e também aumenta
a liberagao de peptideos opidides na pituitaria de organismos intactos de roedores e
humanos. A administragéo crénica de etanol leva a uma diminuigdo na expressao do
gene opidide em cérebros de ratos, e em humanos dependentes de etanol ha uma
diminuigcao na liberagéo de B-endorfinas (FROEHLICH, 1997).

Culturas de células neuronais expostas agudamente ao etanol tém seus
niveis de adenosina aumentado no meio extracelular devido a inibicdo de sua
captacéo por proteinas transportadoras especificas, e através da interagao entre a

adenosina e seu receptor A; ha aumento na concentragao de AMPc intracelular. Em



contrapartida, a exposigao cronica ao etanol leva a uma redugao nos niveis de AMPc
devido a dessensibilizagcdo dos receptores acoplados a proteina G com a
subunidade «s. O etanol parece nao alterar a captagao de adenosina em outros tipos
de células. Pesquisas tém sugerido que as proteinas transportadoras de adenosina
se tornam insensiveis ao etanol apés exposi¢ao cronica, devido a uma modificagao
em sua estrutura ocasionada pela acdo de PKA, responsavel pela sensibilidade ao
etanol, e PKC, responsavel pela tolerancia ao etanol. Em organismos vivos, os
niveis de adenosina também aumentam apds consumo de etanol. Outros estudos
revelaram que antagonistas de adenosina podem prevenir e agonistas podem
aumentar o aumento na liberagdo de B-endorfinas induzida pelo etanol em regites
especifica do cérebro; e também que antagonistas da adenosina podem prevenir a
liberagdo de glutamato induzida pelo etanol em neurdnios hipocampais.
(DOHRMAN; DIAMOND; GORDON, 1997)

Pesquisas em animais de laboratério tém demonstrado um prejuizo na
transmissao colinérgica apés tratamento crénico com etanol manifestado através de
uma redug¢do na captagdo da colina, substrato para a sintese do neurotransmissor
acetilcolina; diminuicdo na sintese, estocagém e liberacdo de acetilcolina; redugao
na atividade da acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina; sendo que
essas alteragdes se encontravam em regides do cérebro implicadas com a formagéao
da memodria, e em paralelo foi observado um déficit na performance desses animais
em testes que envolviam meméria e aprendizado, levantando evidéncias de que tais
mudangas produzidas pelo etanol poderiam estar associadas com transtornos na:
memoria (FADDA; ROSSETTI, 1998).

Experimentos em que ratos sdo expostos a um tratamento crénico com
etanol tém revelado alteragdes na atividade da ciclina dependente de quinase-5 e na
expressao de suas proteinas reguladoras, p35 e p37, no cértex e cerebelo o que
pode estar contribuindo para a atrofia cerebral associada a neurodegeneragao
observada em dependentes de etanol (RAJGOPAL; VEMURI, 2001).

Apesar dos inumeros estudos relatando os efeitos deletérios do etanol sobre
o organismo, e das incessantes tentativas na esperanga de se encontrar genes ou

proteinas especificas relacionadas com o desenvolvimento do alcoolismo através de



analises genémicas (EHRINGER; SIKELA, 2002) e protedmicas (ANNI; ISRAEL,
2002), & extremamente dificil tragar um mecanismo de agao que esteja envolvido
com esse transtorno visto que se trata de uma droga altamente inespecifica, como ja

dito anteriormente.

1.3 NEUROBIOLOGIA DA DEPENDENCIA

O comportamento de dependéncia é entendido como o uso compulsivo de
etanol ou outras drogas de abuso, onde o individuo perde o controle sobre o desejo
de consumir a droga e passa a sentir a necessidade de usa-la de forma excessiva.
Ha evidéncias que apontam para uma causa de origem genética ou biolégica para
esse transtorno, contudo devido a sua natureza poligénica e heterogeneidade clinica
os constantes esforgos para distinguir o fator ou gene causador desse transtorno
sdo extremamente dificultados, além de ter de se considerar a forte influéncia do
meio ambiente sobre a manifestagdo desse comportamento (SAMSON; HARRIS,
1992; HESSELBROCK; HESSELBROCK; EPSTEIN, 1999).

Os efeitos do etanol, bem como de outras drogas de abuso, responsaveis
por contribuir ou modular o comportamento de dependéncia sdo chamados de
reforcadores. As propriedades reforcadoras das drogas e a neuroadaptacao séo
fatores que contribuem para o comportamento de dependéncia (ROBERTS; KOOB,
1997).

Pode-se ressaltar dois tipos de processos de aprendizado que podem ser
modulados por esses efeitos reforgadores, que sdo o pavloviano ou classico que
consiste na associagdo de um estimulo neutro (luz ou som) com uma recompensa
(comida ou bebida de sabor agradavel), e o operante ou instrumental em que o
préprio estimulo é percebido como um reforgo através da evocagdo de uma resposta
dada pelo individuo que pode ser a de obter (reforgo positivo) ou evitar (reforgo
negativo) o mesmo estimulo (DI CHIARA, 1997).

Os efeitos reforgadores positivos envolvem estimulos prazerosos ou
recompensadores, e os negativos envolvem estimulos desgostosos ou que tendem a

aliviar a dor ou um mal-estar presente, e ambos fazem parte do processo de



aprendizado que envolve a motivagdo para consumir a droga. Essas propriedades
de reforco em conjunto com estimulos ambientais servem como motivadores para o
consumo de etanol e podem incitar o uso continuado da droga evocando lembrangas
associadas ao seu uso, por exemplo, lugares onde se tomava a droga podem
despertar estados de euforia similares aos provocados pela droga mesmo em sua
auséncia (ROBERTS; KOOB, 1997).

Ainda, aspectos comportamentais que contribuem para a motivagdo de
consumir o etanol podem ser separados em apetitivo (por exemplo, a¢des realizadas
para a obtengcdo da droga desejada) que pode ser condicionado, e consumatério
(por exemplo, consumo da droga), sendo que cada um desses comportamentos
parece envolver regides cerebrais e neurotransmissores distintos, revelando que os
mecanismos que regulam o comportamento de dependéncia sdao extremamente
complexos (ROBBINS; EVERITT, 1996).

Os centros cerebrais envolvidos com a via de recompensa incluem conexdes
entre o prosencéfalo basal e a area tegmental ventral, juntamente com a amigdala,
cortex frontal, nucleo accumbens e tubérculo olfatério. Embora essas estruturas
mostrem um papel dentro do sistema recompensador cerebral, pouco tem sido
estudado a respeito da sensibilidade dessas vias as drogas ou das conexdes com
outros sitios de recompensa (WISE, 1998).

O sistema neurotransmissor que foi mais bem identificado em relagédo as
agbes das drogas de abuso é o sistema mesolimbico dopaminérgico, cujas
projecGes partem da area tegmental ventral em dire¢do ao nuacleo accumbens,
sendo esse substrato neural crucial para os efeitos reforcadores e motivacionais de
estimulos recompensadores como comida, sexo e drogas de abuso (HYMAN;
MALENKA, 2001). Todavia, para o etanol ainda ndo estdo elucidadas as bases
celulares que justifiquem o aumento do disparo de dopamina nessa via e sua
contribuicdo para a recompensa (WISE, 1998). Outros sistemas neurotransmissores
também apresentam projeces para a via dopaminérgica mesolimbica podendo
exercer algum papel modulatério sobre tal via, como o de serotonina, noradrenalina,
acetilcolina, opiode, glutamato e GABA (KOOB, 1992).

Estudos tém procurado caracterizar os mecanismos neurofarmacolégicos que
o etanol utiliza para produzir seus efeitos reforgadores, através da analise de dicas

ou estimulos discriminatérios, e ha indicios de que o etanol produza uma mistura de



10

estimulos compostos de elementos que lembram os efeitos dos moduladores dos
receptores GABA e antagonistas do NMDA (STOLERMAN; OLUFSEN, 2001), além
disso, os receptores GABA, estdo sendo implicados na modulagido dos efeitos
recompensadores e aversivos do etanol, dependendo de sua localizagédo no sistema
nervoso central, por exemplo, a ativagdo do receptor GABAA no nucleo dorsal da
rafe, mas ndo no nucleo mediano, aumenta a auto-administracdo de etanol
(CHESTER; CUNNINGHAM, 2002).

Outras neuroadaptagbes implicadas com o uso crénico de etanol e que
podem estar relacionadas com o desenvolvimento de dependéncia sao
sensibilizagdo (descrita abaixo); tolerancia, manifestado pela redugdo dos efeitos
das drogas apos o uso continuado; e sindrome de abstinéncia, manifestada por uma
série de sintomas fisicos e psiquicos que parecem contribuir para a formagao do
desejo compulsivo pela droga e conseqiientemente para as recaidas.

O fendbmeno da tolerancia pode ser observado a nivel fisiolégico e
comportamental. A tolerancia fisiolégica envolve mecanismos compensatorios que o
organismo disponibiliza para manter o equilibrio, como por exemplo, o0 aumento de
determinadas enzimas que fazem parte da metabolizagdo do etanol permitindo que
a droga seja eliminada mais rapidamente (tolerancia farmacocinética), o aumento ou
diminuigcdo de determinadas moléculas receptoras que sdo alvos para as drogas
servindo assim como um mecanismo de modulagdo dos efeitos que as drogas
produzem ao interagirem com tais alvos (tolerancia farmacodinamica). A tolerancia
comportamental constitui-se em um processo de aprendizado que o individuo
desenvolve na presenga da droga, podendo ser adquirida apés poucas exposigoes
ao etanol e ndo necessita de um periodo de abstinéncia para ser extinta. O sucesso
de tal aprendizado esta intimamente associado com a espera de um ‘“resultado
favoravel” ap6s se realizar determinada tarefa ou trabalho, sendo portanto
continuamente influenciado pelas conseqiiéncias ambientais de uma resposta
(VOGEL-SPROTT, 1997).

A sindrome de abstinéncia é caracterizada por uma hiperexcitabilidade
neural decorrente da exacerbagéo da agéo do glutamato sobre os receptores NMDA
e diminuicdo da neurotransmissdo gabaérgica. Apresenta sinais e sintomas como
tremor, irritabilidade, distarbio do sono, nausea, hipertensdo, taquicardia,

transpiragdo, convulsées, sindrome delirium tremens (agitagao, confus&o, alucinagao
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visual, febre, transpiragédo, taquicardia, nausea, diarréia, midriase), que tendem a
desaparecer dentro de semanas a meses apds a suspensdo do uso da droga, com
excegao da sindrome citada.

Estudos (FINN; CRABBE, 1997) com administracéo crénica de etanol em
animais tém demonstrado que a expressdo de algumas subunidades do complexo
do receptor GABAA pode estar aumentada enquanto que de outras estaria
diminuida, e tais alteragdes também foram encontradas nas subunidades do
receptor NMDA e na subunidade GIuR6/7 do receptor de kainato (CARTA et al.,
2002).

Ainda, tem sido demonstrado que a administragao crénica de etanol também
leva a um aumento nos sitios ligantes de antagonistas, como o das dihidropiridinas,
do canal de calcio sensivel a voltagem, sendo portanto mais um mecanismo
envolvido com a excitabilidade neural observada com a retirada do etanol (FINN;
CRABBE, 1997).

Além dessas alteragées estarem envolvidas com os sintomas observados na
sindrome de abstinéncia, podem também contribuir para o uso continuado da droga
através de neuroadaptagdes persistentes originadas em resposta a presenga

continua da droga, sendo essas responsaveis pela volta ao consumo ou recaidas.

1.4 MODELOS ANIMAIS DE DEPENDENCIA

Os modelos animais desenvolvidos buscam mimetizar nos animais os
sintomas descritos em humanos a fim de investigar os mecanismos envolvidos na
génese e evolugdo da doenga. A dificuldade de se relacionar caracteristicas de
origem psicossocial em animais compromete a validade do modelo, no entanto,
apenas com o uso de animais ha a possibilidade de se executar procedimentos
invasivos (CUNNINGHAN; FIDLER; HILL, 2000; KOOB, 2000; SPANAGEL, 2000).
Além disso, tais modelos sdo Uteis para determinar qual tratamento seria mais

efetivo em reduzir o consumo de etanol entre as pessoas que sofrem de
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dependéncia (HITZEMANN, 2000), ou podem servir como meio para triagem de
drogas com potencial uso para tratamento.

A validagdo de constructo de um modelo experimental de dependéncia
baseia-se em critérios utilizados para diagnédstico em humanos como os propostos
pela Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4° (DSM-IV), que séo:
efeito diminuido com o uso continuado da mesma quantidade da droga (tolerancia);
sindrome de abstinéncia ou uso de outra substancia para evitar ou aliviar os
sintomas da abstinéncia; desejo persistente ou insucessos na tentativa de parar o
uso; uso por longos periodos ou grandes quantidades; aumento de tempo gasto
para obter, usar ou recuperar-se dos efeitos da droga; atividades sociais,
ocupacionais ou recreacionais sao evitadas ou reduzidas em fungdo do uso da
droga; uso continuado apesar do conhecimento de que a droga causa ou exacerba
um prejuizo em sua saude (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994).

Na literatura, pode-se encontrar varias descricdes de modelos (SPANAGEL,
HOLTER, 1999; CUNNINGHAN; FIDLER; HILL, 2000; SPANAGEL, 2003) em que o
animal € exposto a um paradigma de escolha, geralmente entre solugdes etilicas em
varias concentragées e aquosas, utilizando metodologias e técnicas variadas,
apresentando o objetivo comum de avaliar as propriedades reforgadoras do etanol
que interferem com a motivagao para o consumo da droga.

Dentre algumas metodologias usadas temos as que adicionam aditivos
gustativos (sacarina ou sucrose) tornando o sabor mais agradavel das solugbes
ofertadas aos animais para que os mesmos comecem a ingerir a droga; as que
determinam limites de acesso a droga fazendo com que os animais consumam
grandes quantidades da droga em um curto periodo de tempo ou o contrario
permitindo aos animais longos periodos de acesso onde eles podem espagar uma
ingestdo e outra conforme sua necessidade; as que expdem o animal primeiramente
a baixas concentracdes da droga e apos esse periodo de adaptagdo passa a exp6-lo
a concentragdes maiores.

Em relacdo as técnicas comumente utilizadas pode-se citar a de
condicionamento que varia quanto ao estimulo condicionante: de lugar, consiste em
expor o animal a dois ambientes sendo que em um deles o animal receberia a droga,
depois é avaliado o tempo gasto pelo animal em cada ambiente e isso é tido como

medida para dizer se a droga administrada possuia efeitos reforgadores positivos,
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isto €, se o0 animal passasse a maior parte do tempo no ambiente em que recebeu a
droga, ou negativos, se 0 animal evitasse o ambiente em que recebeu a droga; de
sabor, consiste em parear um alimento ou liquido de sabor novo com a
administragao da droga e posteriormente avaliar, na auséncia da droga, se a mesma
possuia efeitos reforcadores positivos, caso o animal apresentasse consumo
aumentado ou preferéncia pelo estimulo condicionante, ou efeitos reforgadores
negativos, caso ocorresse o contrario (STOLERMAN, 1992; ROBERTS; KOOB,
1997, TABAKOFF; HOFFMAN, 2000; CUNNINGHAN; FIDLER; HILL, 2000).

Outra técnica é a de condicionamento operante, onde o animal realiza o
aprendizado de pressionar uma barra para obter a droga, sendo avaliado o
comportamento de procura, padrao de ingestdo e preferéncia do animal. Uma
variante desse modelo de preferéncia € o da auto-administragdo operante
intracranial, onde o animal pressiona uma barra e recebe o estimulo reforgador ou
ndo, e dependendo do numero de vezes que a barra é pressionada pode-se inferir
que a regiao atingida esteja envolvida nos processos reforgadores das drogas.

Outro modelo de condicionamento operante foi elaborado baseando-se em
uma analogia entre a influéncia das conseqiiéncias causadas pelo uso excessivo de
etanol e analise econdtmica de consumo. Tal modelo, chamado de economia
comportamental, atribui ao padrdao de consumo pesado de etanol a caracteristica de
ser “inelastico” pois apesar do aumento do “prego” - ou trabalho - que o animal teria
que pagar - ou realizar - para obter a droga, seu consumo persiste sem redugéo
(HEYMAN, 2000).

Além dessas, ha a técnica de livre escolha que permite ao animal ingerir a
quantidade que lhe for desejada da droga, tragando seu préprio padrao temporal de
consumo, sendo esse modelo de tratamento chamado de ponto sem retorno. Nesse
modelo, o tratamento do animal é dividido em quatro fases (livre escolha inicial,
abstinéncia, reapresentacao e adulteragdo) sendo que a ultima consiste em expor o
animal a um estimulo aversivo (por exemplo, adulteragdo do sabor das solugbes
contendo a droga tornando-as amargas). Apenas os animais que se tornam
dependentes apds esse tratamento, continuam a consumir a droga na fase de
adulteracdo. Assim, o animal pode escolher entre solugdes que contenham ou nao a
droga em circunstancias ambientais variadas, e através disso exibir seu
comportamento de procura pela droga (WOLFFGRAMM; HEYNE, 1995;
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SPANAGEL, 2003). Em suma, os modelos de comportamento de procura pelo
etanol, onde o animal exibe sua preferéncia em relagdo a quantidade e ao que
consumir, permite caracterizar as vias neuroquimicas e moleculares que podem
contribuir para o uso do etanol (TABAKOFF; HOFFMAN, 2000).

Modelos chamados de kindling buscam averiguar as propriedades
reforcadoras negativas do etanol e consistem em expor o animal a administracées
forcadas e repetidas (através de vapores, intubagéo intragéastrica, dieta contendo
apenas a droga), e posteriormente avaliar consecutivas sindromes de abstinéncia a
fim de intensificar os sintomas manifestados durante esse periodo e com isso
identificar os parametros comportamentais e biolégicos que contribuem para a
motivagéo de consumir a droga e conseqiientemente levam o animal a apresentar
recaidas (FINN, CRABBE, 1997; SPANAGEL, HOLTER, 1999; BECKER, 2000).

Atualmente, camundongos manipulados geneticamente como os
transgénicos, que apresentam um gene estranho (transgene) em seu genoma, e os
knockout ou knock-in, que sofrem delegdo ou mutacdo de um gene,
respectivamente, sao utilizados para observar a influéncia dos genes sobre o
desenvolvimento do comportamento de dependéncia (BOWERS, 2000; PHILLIPS,
2002). Os genes que sao escolhidos para serem integrados ou excluidos ao
organismo sao selecionados visando sua contribuicao a nivel bioquimico ou
comportamental.

Outra maneira de se averiguar a influéncia genética sobre as respostas ao
etanol é através da técnica selected lines que consiste em selecionar duas linhagens
de animais que apresentam diferentes variantes (alelos) dos genes relacionados
com a desordem do alcoolismo, porém com alelos similares dos genes que nao
possuem relagdo com essa desordem (STEWART; Li, 1997; TABAKOFF;
HOFFMAN, 2000; GRAHAME, 2000). Algumas das linhagens selecionadas que tém
sido usadas para o estudo dos comportamentos relacionados com o etanol mostram
diferengas quanto a sensibilidade ao efeito hipnético do etanol (camundongos /ong-
sleep e short-sleep), ao efeito hipotérmico (camundongos COLD e HOT), ao efeito
estimulatério (camundongos FAST e SLOW), a susceptibilidade as convulsées na
abstinéncia (camundongos propensos a convulsdo na abstinéncia — WSP — e
resistentes — WSR), a tolerancia aguda funcional (camundongos HAFT e LAFT), a
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preferéncia (ratos que preferem — P — e nao preferem — NP — etanol), (STEWART; Li,
1997; TABAKOFF; HOFFMAN, 2000; GRAHAME, 2000).

Outra técnica chamada de inbred strain utiliza-se de cruzamentos entre
animais machos e fémeas irmaos, repetindo-se o0s cruzamentos por
aproximadamente vinte geragcdes de descendentes, a fim de gerar uma linhagem de
animais consanglineos geneticamente idénticos (por exemplo, homozigoéticos para
cada alelo), no entanto, podendo diferir quanto as caracteristicas relacionadas ou
nao ao alcoolismo (TABAKOFF; HOFFMAN, 2000; GRAHAME, 2000).

Apesar dos avangos nas pesquisas genéticas buscando identificar genes
que estariam associados com o desenvolvimento da dependéncia de etanol, o uso
de animais geneticamente selecionados ou manipulados pode comprometer a
integridade do estudo da dependéncia se nao for levado em consideragao que em
um organismo onde foram provocadas alteragbes a nivel genético havera
adaptagbes em resposta a essas alteragdes, podendo levar a observagdes

decorrentes nao do fator causal, mas sim do facticio.

1.5 SENSIBILIZAGAO E DEPENDENCIA

A sensibilizagdo ou tolerancia reversa a uma droga é manifestada pelo
aumento dos efeitos dessa droga por meio de administragdes repetidas em baixas
doses.

Tendo em vista esse fenébmeno e outros aspectos do comportamento da
dependéncia, foi desenvolvida a Teoria da Sensibilizagdo (ROBINSON; BERRIDGE,
1993) que estabelece que individuos cujo comportamento, tanto a nivel biolégico
quanto psicolégico, se mostra mais sensibilizado as drogas e a seus estimulos
associados sdo mais susceptiveis a se tornarem dependentes, ou seja, passariam a
exibir um comportamento compulsivo pela droga ou craving, apresentando um

desejo duradouro que contribuiria para as recaidas.
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Segundo tal Teoria, os substratos neurais e processos psicologicos
responsaveis pelo “querer’ sdo distintos dos do “gostar” da droga. O prazer
decorrente de algo agradavel ou o “gostar” de algo reforgador, seja natural ou néo,
nao seria auto-suficiente para motivar o comportamento, e nem a experiéncia ou a
expectativa de um prazer iminente exerceriam tanta influéncia sobre o “querer”. No
entanto, os processos que envolvem o “querer’ requerem mais atencdo e se
mostram mais atrativos, proporcionando saliéncia ao incentivo.

Assim, a manifestagcdo da sensibilizagdo comportamental parece ser
decorrente de uma associagdo complexa entre aprendizado, prazer e saliéncia ao
incentivo, e haveria diferentes sistemas neurais para cada um desses processos. O
processo de aprendizado por si s6 nao teria habilidade de gerar um comportamento
compulsivo, mas as pistas relacionadas as drogas oriundas da associagao implicita
entre estimulo-estimulo (aprendizado implicito) podem permanecer inalteradas nos
dependentes por longos periodos, sendao a vida toda (ROBINSON; BERRIDGE,
2003). O ultimo elemento, que consiste na saliéncia ao incentivo, abrange o
comportamento de procura ou o “querer” a droga, e representa uma exacerbagao ou
saliéncia de fatores externos que estejam envolvidos nos aspectos motivacionais.

Portanto, o uso continuado da droga provocaria a sensibilizagdo dos
substratos neurais relacionados ao comportamento de procura pela droga (querer a
droga) e determinaria a saliéncia ao incentivo de consumir a droga, e nao o valor
hedénico da mesma (gostar da droga). Por exemplo, individuos sensibilizados as
acoes da droga passariam a exibir um comportamento de procura cada vez maior e
o prazer ao consumir tal droga nao estaria necessariamente se intensificando,
devido as propriedades motivacionais serem dissociadas de seus efeitos prazerosos.

Foi proposto inicialimente que o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico e
projecdes para o nlcleo accumbens seriam os principais implicados com o
desenvolvimento da sensibilizagéo, visto o envolvimento da dopamina nos efeitos
reforcadores das drogas psicoestimulantes e processos motivacionais. Com base
nisso, foi descrito o fenémeno de sensibilizagao cruzada que consiste na evocagao
da resposta comportamental a sensibilizagdo a uma droga por outras que nao
haviam sido administradas ou por agentes estressores que desencadeariam a
ativagdo do sistema sensibilizado (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2000, 2001,
2003).
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Entretanto, varias mudangas tém sido relatadas em outros sistemas
neurotransmissores (serotoninérgico, glutamatérgico, noradrenérgico, colinérgico,
opididérgico, gabaérgico) envolvidos com os circuitos do nucleo accumbens
relacionados & recompensa apés o desenvolvimento da sensibilizagao (ROBINSON;
BERRIDGE, 2003), trazendo a tona indicios ou da existéncia de vias ainda
desconhecidas que levam a uma ativagao do sistema dopaminérgico ou de um erro
ao se concentrar a base neurobiolégica da sensibilizagao no circuito dopaminérgico.

De acordo com essa Teoria os efeitos psicoestimulantes de uma droga de
abuso envolvem suas propriedades reforgadoras e motivacionais, interferindo assim
com a atividade psicomotora cujo aumento, apdés administragdes repetidas e
intermitentes dessa droga em baixas doses, é tido como o mais usado para medir a
sensibilizagdo comportamental (MASUR; BOERNGEN, 1980). A relevancia no
estudo dos efeitos das drogas sobre a atividade psicomotora estaria na suposi¢do
de que os substratos neurais envolvidos com as propriedades reforcadoras que
medeiam esses efeitos fossem, ao menos em parte, 0s mesmos responsaveis pelos
efeitos de recompensa da droga (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2000, 2001, 2003).

Outra importante caracteristica da sensibilizagao comportamental é que sua
expressao nao & uma conseqiléncia inevitavel da exposicao repetida a drogas. Ao
contrario, a habilidade da droga induzir ou expressar a sensibilizagao seria
fortemente modulada pelo estresse, aprendizado e estimulos associados a
administracdo da droga, pois os processos neurais envolvidos com a indugao
parecem diferir dos envolvidos com a expressao da sensibilizagdo. Como exemplo
da influéncia dos estimulos do ambiente sobre a modulagdo da expressdo da
sensibilizagdo pode-se citar a avaliagdo da atividade locomotora no mesmo
ambiente ou em um ambiente diferente daquele em que os animais seriam tratados
com a droga. Na primeira situacdo poderia ser encontrado um resultado mais
favoravel a sensibilizagédo, nesse caso os animais demonstrariam a sensibilizagao
aos efeitos estimulantes psicomotores, na segunda situacdo dificilmente seria
expressa a sensibilizagdo no comportamento. Porém, também existem estudos nos
quais a eficacia da indugao da sensibilizagdo é diminuida mesmo realizando-se os
testes no mesmo ambiente em que os animais recebiam a administragdo da droga.
E proposto que o efeito do contexto ambiental ndo evita completamente a

sensibilizagdo, mas muda a curva dose-efeito para a indugdo da sensibilizagao
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(ROBINSON; BERRIDGE, 2000, 2001, 2003). No entanto, para outros autores a
mudancga no padréo da resposta a sensibilizagdo poderia ser devido a uma alteragao
na forma da curva dose-resposta e ndo um deslocamento na curva dose-efeito
(WOLFFGRAMM; HEYNE, 1995).

As caracteristicas individuais (fatores genéticos, sexo, isolamento;
ROBINSON; BERRIDGE, 1993; PHILLIPS; ROBERTS; LESSOV, 1997; WEISS et
al., 2001) também parecem interferir com a susceptibilidade do individuo a
sensibilizagdo (por exemplo, uma dose da droga poderia provocar uma rapida e forte
sensibilizagdo em alguns individuos, enquanto que em outros nao ocorreria o
mesmo), porém o0s mecanismos relacionados a essas influéncias nao estao
elucidados.

Ainda ha controvérsias a respeito do aumento da atividade locomotora em
conseqiiéncia da sensibilizagdo psicomotora estar relacionado com a recompensa
as drogas, enquanto que uns relatam resultados favoraveis (FAHLKE et al., 1995;
ITZHAK; MARTIN, 1999), outros descrevem a existéncia de mecanismos
neurobiolégicos distintos (BAUCO; WANG; WISE, 1993; SOUZA-FORMIGONI et al.,
1999; WOLFFGRAMM et al., 2000).

Diante disso, viu-se a necessidade de avaliar a influéncia de diferentes
padrées de consumo desenvolvidos apoés o tratamento por livre escolha, visto que a
caracterizagéao do perfil de consumidor dependente nesse modelo € mais rigorosa,
sobre a expressao da sensibilizagdo ao efeito estimulante de uma dose desafio de
etanol, a fim de permitir um maior esclarecimento sobre a relagdo entre o

desenvolvimento de dependéncia e a expressao da sensibilizagéo.
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HIPOTESE

Se os substratos neurais envolvidos nas propriedades reforgadoras e
motivacionais do etanol sdo os mesmos, ou ao menos em parte, responsaveis pela
expressao da sensibilizagdo aos efeitos estimulantes do etanol teriamos que, os
animais classificados como “dependentes” apds serem submetidos a um paradigma
de livre escolha, visando o desenvolvimento do comportamento de procura pelo
etanol, apresentassem a maior atividade locomotora em resposta a uma dose

desafio aguda de etanol.
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2 OBJETIVOS

Geral:

1. Avaliar a influéncia do padrao de consumo de etanol em um modelo de
livre escolha sobre a expressao da sensibilizagdo ao efeito estimulante de

etanol administrado de forma aguda.

Especificos:

1. Desenvolver um modelo animal de dependéncia de etanol para
camundongos através do método por livre escolha num periodo de tempo

relativamente curto.

2. Distinguir diferentes padrdes de consumo, classificando os animais em

consumidores dependentes e nao dependentes.

3.  Avaliar se padrées comportamentais do animal, observados através da
atividade locomotora ou atividade exploratéria e reagdo ao medo, podem
exercer ou sofrer alguma influéncia do padrao de consumo do mesmo no

modelo de livre escolha.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados sessenta (60) camundongos Swiss machos adultos
pesando entre 20-30g, sem experiéncia anterior com nenhuma droga ou
procedimento, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR.
Destes, vinte (20) animais foram utilizados no Experimento 1 para determinar a
aversividade ao. sabor da quinina e quarenta (40) foram utilizados nos Experimentos
2 a 5. Os animais foram alojados em gaiolas individuais (20x30x20 cm) desde o
periodo de ambientagdo, mantidos em condigdes controladas de temperatura (22°
2°C) e luminosidade (ciclo de 12h claro/escuro, sendo que as luzes eram acesas a
partir das 07:00h). Foram pesados uma vez por semana, e tinham livre acesso a
ragdo. Os animais dos Experimentos 2 a 5 receberam nameros (01 a 40) de acordo
com a posicdo da gaiola que ocupavam. Os procedimentos adotados para o
tratamento e cuidado dos animais foram controlados e aprovados pelo Comité de

Etica em Experimentagdo com Animais da Universidade Federal do Parana.

3.2 DROGAS

No tratamento dos camundongos por livre escolha foi utilizado alcool etilico
P.A. a 95% (laboratério VETEC) diluido a 10% (v/v) e a 5% (v/v) em &gua deionizada
para administragdo por via oral. Para adulterar o sabor das solugdes foi utilizado
cloridrato de quinina na dose de 0,005g/L de acordo com Experimento 1 realizado
para avaliar a aversividade ao sabor amargo de quinina. Para avaliar a atividade
locomotora dos animais no final do tratamento de livre escolha foi usado alcool
etilico absoluto P.A. (laboratério MERCK) diluido a 10% (p/v) em solugéo salina a

0,9% para administragao intraperitoneal (i.p.).
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3.3 MATERIAL
3.3.1 Aparelhos e procedimentos

Campo aberto: piso de madeira e paredes de ago escovado com 50 cm de
altura delimitando uma area circular de 1 m de diametro sendo o assoalho pintado
de branco, subdividido com linhas pretas tracadas através de dois circulos
concéntricos com varias linhas radiais formando figuras semelhante a quadrados
com aproximadamente 20 cm de lado. A 1 m acima do assoalho havia duas
ldampadas de 100 watts cada. Os camundongos foram colocados individualmente no
centro da arena e observados por 3 minutos. Foram cronometrados o tempo que
permaneceu parado ou imobilizado (Freezing) inicialmente no centro da arena, o
tempo que permaneceu parado no decorrer do teste e o tempo que realizou sua
autolimpeza (Grooming). Foram contadas o numero de quadrados invadidos,
caracterizando a ambulagdo do animal, o numero de elevagdes (Rearing), ou seja,
as vezes que o animal se apoiou nas patas traseiras assumindo a posi¢ao vertical e
o numero de bolos fecais no final do teste. Todas essas variaveis foram medidas em
trés ocasides: antes do inicio do tratamento de livre escolha (teste basal), durante o
periodo de abstinéncia de etanol e apdés o tratamento de livre escolha sob efeito de
dose desafio de etanol para o teste de sensibilizagdo. Além dessas, o numero de
vezes que o animal assumiu uma posigcao esticada horizontalmente (Stretch Attend
Postures) tanto no centro como na periferia do aparelho foi observado durante a-

abstinéncia.

Labirinto em cruz elevado: feito em madeira e pintado com tinta 6leo cor
cinza, elevado 50 cm do piso, apresentando dois bragos abertos e opostos medindo
50x10 cm cada, e cruzados perpendicularmente por outros dois bragos do mesmo
tamanho, porém fechados nas suas trés faces externas com paredes de 40 cm de
altura, possui uma area central de 10 cm? delimitada pelos quatro bragos, a
iluminacéo da sala de 1,5 m x 1,5 m era feita por uma lampada vermelha de 40 watts
colocada a 120 cm acima do labirinto. Os camundongos foram colocados
individualmente na area central do labirinto e observados por 3 minutos, sendo

inicialmente a laténcia para entrar em um dos bragos cronometrada. O tempo de
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permanéncia tanto no brago aberto como no brago fechado foi cronometrado. O
numero de entradas no brago aberto e no fechado foi contado. Foi considerada uma
entrada a partir do momento em que o animal colocava as quatro patas em um dos
bracos do labirinto. O tempo em que o animal permaneceu na area central do
aparelho foi calculado a partir da diferenga do tempo total de teste e a soma dos
tempos de permanéncia nos bragos. O numero de bolos fecais foi contado no final
do experimento. Todas essas variaveis foram medidas em trés ocasides: antes do
inicio do tratamento de livre escolha (teste basal), durante o periodo de abstinéncia
de etanol e ap6s o tratamento de livre escolha sob efeito de dose desafio de etanol
para o teste de sensibilizagdo. Além dessas, durante o periodo de abstinéncia de
etanol foi contado o numero de vezes que o animal posicionou sua cabega para fora
do brago aberto realizando o movimento de espreita (Head dipping) e o numero de
vezes que o animal tentou entrar em um dos bragos do labirinto apenas com as duas
patas dianteiras assumindo uma postura esticada (Stretch Attend Postures). O
nimero de elevagdes verticais (Rearing) e o tempo de autolimpeza (Grooming)

também foram registrados para o brago fechado do labirinto.

Caixa de movimentagao espontanea: a base de ago escovado e acrilico,
medindo 60x20x30 cm, com trés paredes em ago escovado sendo a anterior em
acrilico transparente escuro, o assoalho é formado por barras de ago de 0,5 cm de
diametro separadas entre si por 1 cm, teto de ago com tampa removivel. O animal foi
colocado no centro da caixa e observado por 3 minutos. Foram cronometrados o
tempo de autolimpeza (Grooming) e o tempo que o animal permaneceu parado no
decorrer do teste. Foram contados o numero de elevagdes verticais (Rearing), o
numero de cruzamentos de trés linhas imaginarias que dividiam o interior da caixa
em trés setores determinando a sua ambulagdo e o nimero de bolos fecais. Todas
essas variaveis foram medidas em trés ocasides: antes do inicio do tratamento de
livre escolha (teste basal), durante o periodo de abstinéncia de etanol e apods o
tratamento de livre escolha sob efeito de dose desafio de etanol para o teste de
sensibilizagao.

Os testes sempre foram realizados no periodo claro do ciclo claro/escuro
(14:00 as 18:00h).
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3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Experimento 1: Avaliagdo da Aversividade ao Sabor de Quinina

Um grupo de camundongos (Grupo 1, n=10) teve acesso a solugéo de
quinina a 0,05g/L e outro grupo (Grupo 2, n=10) teve acesso a solugao de quinina a
0,01g/L durante sete dias. Apos essa semana os animais passaram por um periodo
de ‘depuragao’ ou ‘limpeza’ (sete dias) ficando sem as solugdes de quinina. Depois
desse periodo, o grupo 1 teve acesso a solugédo de quinina a 0,005g/L e o grupo 2
teve acesso a solugao de quinina a 0,001g/L por mais sete dias. Ambos os grupos
também tiveram acesso a agua durante todo o experimento e o consumo das

solugdes era medido diariamente.

3.4.2 Experimento 2: Modelo de Dependéncia por Livre Escolha

Um grupo de camundongos (n=30) foi exposto a um tratamento por livre
escolha durante doze semanas (fase de livre escolha), o qual teve acesso a trés
solugdes sendo elas agua, etanol a 5% (v/v), e etanol a 10%(v/v). Outro grupo de
animais teve acesso apenas a agua (grupo controle, n=10). Os volumes de todas as
solugbes eram medidos em dias alternados e a posi¢do das garrafas era alterada
frequentemente. Apos essa fase as solugdes etilicas foram retiradas por duas
semanas (fase de abstinéncia). Depois da fase de abstinéncia, foram introduzidas
novamente as solugdes etilicas por mais duas semanas voltando a estabelecer o
paradigma de livre escolha (fase de reapresentagdo). Ao término desse periodo, as
solugdes etilicas foram acrescidas de quinina 0,005g/L, conforme curva dose-
resposta do Experimento 1, tornando-se amargas e foram ofertadas aos animais por

mais trés semanas (fase de adulteragao), (esquema abaixo).

3.4.3 Experimento 3: Avaliagdo Comportamental Basal
Apds o periodo de ambientagdo de 5 dias foram realizados os primeiros
testes comportamentais nos camundongos (teste basal), de acordo com os
procedimentos descritos no item 3.3.1, e vinte e quatro horas ap0s esses testes os
animais foram acondicionados em suas gaiolas individuais e expostos ao tratamento

por livre escolha (esquema abaixo).
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3.4.4 Experimento 4: Avaliagao Comportamental na Abstinéncia

A segunda avaliagdo comportamental dos camundongos foi realizada com
aproximadamente 5h de abstinéncia (teste na abstinéncia), sendo os animais
novamente submetidos aos mesmos testes descritos no item 3.3.1, e em seguida
foram alojados individuaimente em suas gaiolas e mantidos sob o regime de

abstinéncia (esquema abaixo).

3.4.5 Experimento 5: AvaIiagéo da Expressao de Sensibilizagdao ao Efeito

Estimulante Agudo de Etanol

Vinte e quatro horas apdés o término do tratamento por livre escolha foi
administrado i.p. etanol 10% (p/v) na dose de 2g/kg ao grupo que foi exposto ao
paradigma de livre escolha e salina 0,9% i.p. ao grupo controle. Apds dez minutos
da injecdo os animais foram expostos aos testes comportamentais descritos no item

3.3.1 (teste agudo). Por fim, os animais foram sacrificados (esquema abaixo).

Grupo Etanol (n=30)

1 semana 12 2 2 3 24 h
semanas semanas semanas semanas
Testes 12 Livre Abstinéncia 22 Livre Escolha: Adulteragcéo Dose
Basais Escolha: e agua Reapresentagdo eagua Desafio
eagua o testes eagua eetanol 10% de Etanol
eetanol 10% eetanol 10% eetanol 5% (i.p.)
eetanol 5% eetanol 5% 2g/kg e
testes
+ quinina
0,005g/1
Grupo Controle (n=10)
1 semana 19 semanas 24 h
Testes Controle do Isolamento Dose Salina (i.p.)
Basais e agua 0,9% e testes

o testes
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3.5 CALCULO DA QUANTIDADE DE ETANOL INGERIDO

O peso corporal em gramas e a ingestdo de etanol em mililitros foram
usados para computar a quantidade de etanol ingerida em gramas por quilograma
de peso corporal do animal (g/kg) aplicando-se a formula abaixo. Os coeficientes

utilizados 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 alcool consumida diariamente em g/kg do animal
v10% = volume consumido diariamente da solugdo de etanol a 10% (v/v)
v5% = volume consumido diariamente da solugao de etanol a 5% (v/v)

p = peso do animal avaliado semanalmente

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as medidas obtidas nos procedimentos experimentais foram testadas
quanto a homogeneidade da varidncia e normalidade da distribuigdo. O consumo
das solugbes etilicas e de agua foi expresso em média semanal. O consumo
individual de etanol ou agua foi analisado através de ANOVA com repeticdo para
verificar se ocorreram alteragées entre as diferentes fases experimentais para cada
animal e permitir a classificagdo dos animais de acordo com seu padrao individual de
consumo. Do periodo de tratamento inicial de doze semanas foram utilizadas as
médias das Ultimas quatro semanas devido ao consumo nesse periodo apresentar-
se mais estavel sem as grandes variagdes observadas no inicio do tratamento. As
comparagdes entre os grupos classificados como dependente (D), consumidor
pesado (P), consumidor leve (L) e controle (C) foram feitas através de ANOVA de
uma via seguida por teste de Newman-Keuls para as variaveis com distribuigao
normal e através de Kruskal-Wallis para as variaveis com distribuicdo nao
paramétrica. Para comparar as médias das medidas comportamentais obtidas em
duas situagdes diferentes dentro do mesmo grupo foi utilizado teste t para amostras

dependentes com distribuigdo normal e teste de Wilcoxon para as com distribuigéo
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nao paramétrica. Foram realizadas analises de correlagdo de Pearson para avaliar a
relagéo entre consumo de etanol em diferentes fases experimentais e para avaliar a
relagcdo entre consumo de etanol e ambulagdo. Para comparar as proporgbes de
animais sensibilizados entre os grupos e dentro do mesmo grupo foram feitos testes
de Fisher e McNemar, respectivamente. O nivel de significancia mantido foi de no

minimo p<0,05 e o programa de estatistica usado foi o Stasoft-CSS.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: AVALIACAO DA AVERSIVIDADE AO SABOR DE
QUININA

Para as solu¢gdes com concentragdes de 0,005 g/L e 0,001g/L de quinina, a
ingestao da solugao apesar de ter sido menor do que a de agua permitiu que o
animal continuasse a consumir a solugdo apesar do sabor aversivo, chegando a
apresentar-se significativamente menor a partir do quarto dia de experimento para a
solugao a 0,005g/L (t4= 9,77, p<0,0001; ts= 2,15, p<0,05; ts= 2,17, p<0,05; t;= 3,20,
p<0,01, teste t independente) e apenas no quarto dia para a solugédo a 0,001g/L (t4=
4,09, p<0,001; teste t independente) (grafico 1). JA o consumo da solugdo com o
sabor adulterado com 0,01g/L ou 0,05g/L de quinina foi significativamente inferior ao
consumo de agua em todos os dias do tratamento (ti= 4,07, p<0,001; t,= 3,54,
p<0,01; t3= 15,82; t4,= 6,44; ts== 10,50; ts= 10,25; t;= 8,96, p<0,0001; teste t
independente) e (t1= 6,96; t,= 8,21; t3= 7,15; t4= 8,15; ts= 8,55; ts= 9,51; t;= 8,01,
p<0,0001; teste t independente), respectivamente.

A concentracao de 0,005g/L de cloridrato de quinina se mostrou aversiva o
suficiente para diminuir o consumo das solugdes pelos animais sem inibi-lo quase
que completamente como foi o observado nas concentragdes maiores (0,01g/L e
0,05g/L). Assim, essa concentragdo foi escolhida para adulterar o sabor das

solugdes etilicas durante a fase de adulteragao do tratamento por livre escolha.



29

GRAFICO 1 - COMPARAGCAO ENTRE CONSUMO DE AGUA E QUININA

10

Média do consumo (ml)

NOTA: média + e.p. do volume consumido de agua ou de solucdo adulterada com quinina em
diferentes concentragées. Grupo 2: (m) consumo de solugdo de quinina 0,001g/L e (=)
consumo de agua; Grupo 1: (=) consumo de solucéo de quinina 0,005g/L e (=) consumo de
agua; Grupo 1: (m) consumo de solugdo de quinina 0,05g/L e (=) consumo de agua. Grupo 2:
(w) consumo de solucdo de quinina 0,01g/L e (=) consumo de agua. *diferenca entre o
consumo diario das solugdes (agua e quinina) no mesmo grupo (no minimo p<0,05, teste t
independente).

42 EXPERIMENTO 2: MODELO DE DEPENDENCIA POR LIVRE
ESCOLHA

4.2.1 Padrao Geral de Consumo

Foram encontradas correlagdes positivas e significativas entre o consumo de
etanol (g/kg) na fase de livre escolha (média das ultimas quatro semanas) e o
consumo de etanol (g/kg) na reapresentagdo (média das duas semanas, figura 1A) e
na adulteragdo (média das trés semanas, figura 1B). A correlagao entre consumo de
etanol na fase de livre escolha e o consumo de agua na abstinéncia (média das
duas semanas em mL) foi positiva, mas nao significante (figura 1C).
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FIGURA 1 — CORRELACAO ENTRE OS CONSUMOS NAS DIFERENTES FASES DE
TRATAMENTO: correlagdes de Pearson entre a média do consumo de etanol nas ultimas
quatro semanas de livre escolha e a média do consumo das outras fases experimentais (A:
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abstinéncia) de todos os camundongos. *(p<0,05)
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4.2.2 Padrao Individual de Consumo

Para distinguir os diferentes padrées de consumo dos camundongos foram
seguidos dois principais critérios que sdo: o consumo individual de etanol (g/kg)
entre as diferentes fases experimentais e a preferéncia entre as solugdes (etilicas e
agua).

Nao foram utilizadas todas as semanas da primeira fase de livre escolha
para a média do consumo dessa fase devido a grande variabilidade apresentada
pelos camundongos no inicio do tratamento, assim foi observado que nas ultimas
quatro semanas desse periodo o consumo foi mais estavel permitindo melhor
confiabilidade para analises posteriores. Entdo, as fases de consumo de etanol que
foram comparadas entre si foram as seguintes: fase um “livre escolha” (Ultimas
quatro semanas do primeiro periodo de livre escolha), fase dois “reapresentagao”
(duas semanas apds a abstinéncia) e fase trés “adulteragdao” (trés semanas
seguintes a fase de reapresentagao).

A partir disso, os camundongos classificados em consumidores com perfil
de ‘dependente’ (D), foram os que apresentaram preferéncia pelas solugdes etilicas
e alto consumo de etanol sem redugéo significativa durante a fase de adulteragéo;
ou consumidores com perfil de nao dependente ‘pesado’ (P), os que
apresentaram preferéncia pelas solugbes etilicas e alto consumo de etanol, porém
com redugao significativa ou na fase de reapresentagdo ou na de adulteragdo; ou
consumidores com perfil de nao dependente ‘leve’ (L), os que apresentaram
preferéncia pela agua e baixo consumo de etanol com redugao significativa do

consumo ao longo das fases experimentais ou sem alteragdes.

Grupo de consumidores com perfil de ‘dependente’

As Figuras 2 a 7 representam os padrées de consumo individual para os
camundongos classificados como ‘dependentes’. Na parte superior de cada figura
(A) estao os graficos dos volumes das solugbes consumidas (agua, etanol 5% e
etanol 10%) e o volume total de etanol (soma dos volumes das solugdes etilicas). Na
regido intermediaria (B), pode-se observar o grafico do consumo de etanol (g/kg) e
de agua (mL). Na parte inferior (C), observa-se o grafico das médias do consumo de
etanol (g/kg) para cada fase experimental (tltimas quatro semanas da livre escolha,

duas semanas de reapresentagao e trés semanas de adulteragdo).
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Seis animais apresentaram esse perfil (07, 14, 25, 28, 29 e 30). Nos animais
desse grupo, o consumo de etanol (g/kg) se mostrou relativamente alto (entre 9,73g
e 16,28g) no decorrer do tratamento e ndo reduziu significativamente durante a
adulteragao (figuras 2 a 7 porgdao C). Além disso, todos apresentaram preferéncia
pelas solugdes etilicas sendo que a porcentagem do consumo das solugées etilicas
em relagao ao volume total de liquido consumido foi significativamente maior do que
a de agua. Os valores obtidos através das comparagdes pelo teste t para amostras
independentes entre a porcentagem de agua e etanol consumido para cada animal
séo: t7= 5,96, t14= 23,50, tys= 36,58, t2s= 23,09, t,o= 60,67 e t3p= 18,71, p<0,0001,
teste t independente. Outra caracteristica importante foi o0 aumento significativo no
consumo de agua durante as semanas de abstinéncia em relagdo as outras
semanas do experimento observado em todos os animais desse grupo
(comparagdes entre as médias do consumo de agua entre as fases de tratamento
para cada animal: Fo7(3,72)= 33,34; F14 (3,72)= 103,68; F25(3,72)= 67,04; F2(3,72)=
56,64, F29(3,72)= 443,19; F30(3,72)= 60,96, p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-
Keuls).

Em todos os animais desse grupo foi observada uma interagao significativa
entre tempo de tratamento e consumo das solugbes ofertadas (etilicas e agua),
(Fo7(48,303)= 10,32; F14(48,303)= 18,36; F25(48,303)= 10,88; F,5(48,303)= 2,47,
F29(48,303)= 5,76; F3,(48,303)= 5,49, p<0,0001; ANOVA de duas vias).

A média do consumo das solugdes etilicas do camundongo 07 nas
semanas iniciais do tratamento apresentou grandes variagdes e foi se tornando mais
estavel nas Ultimas semanas de livre escolha e nas das fases experimentais
subseqiientes (Fetanoi10%(16,101)= 5,11, Fetanois%(16,101)= 6,35; Fetanottotal(16,101)=
3,30, p<0,0001). A partir da décima semana, o consumo de etanol 10% passou a ser
maior do que o das demais solugdes, e essa preferéncia perdurou até a fase de
reapresentacdo. A média do consumo de agua da fase de adulteragdo foi
significativamente maior do que a das fases anteriores com exceg¢éao da abstinéncia.
A média do consumo de etanol (g/kg) na fase de reapresentagdo mostrou um
aumento significativo em relagdo as outras fases (Fo7(2,59)= 19,12, p<0,0001)
(figura 2).

Para o camundongo 14 o consumo se mostrou mais estavel desde o inicio

do tratamento, sem grandes oscilagées. A média do consumo de etanol total
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apresentou uma queda significativa na nona semana de tratamento em relagao as
outras semanas do experimento, como reflexo de uma diminuigdo no consumo de
etanol 5% (Fetanottotal(16,101)= 11,74, p<0,0001; Fetanois%(16,101)= 12,9, p<0,0001). Ja
as médias do consumo de etanol 10% foram baixas por quase todo o tratamento e
juntamente com as de agua apresentaram-se significativamente maiores na quinta
semana de tratamento quando comparadas com as médias das demais semanas
(Fetanol10%(16,101)= 3,4, p<0,0001), e o consumo de agua foi diminuindo ao longo do
experimento, onde a média do consumo da fase de adulteragdo foi
significativamente menor do que a das ultimas quatro semanas de livre escolha e
reapresentacdo. A média do consumo de etanol (g/kg) das ultimas quatro semanas
de livre escolha foi significativamente menor do que o das fases seguintes
(F14(2,59)= 13,35, p<0,0001) (figura 3).

O camundongo 25 manifestou uma preferéncia pela solugéo de etanol 10%
durante quase todas as semanas de tratamento, sendo que as médias de seu
consumo a partir da sétima semana de tratamento foram significativamente maiores
do que as das semanas anteriores (Fetanoi10%(16,101)= 32,28, p<0,0001). As médias
de seu consumo de etanol 5% foram estaveis e aumentaram durante a fase de
adulteragao (Fetanois%(16,101)= 4,63, p<0,0001). As médias semanais do consumo
diario de agua ao longo das fases eram baixas, sé ultrapassando o das outras
solugdes na terceira e quarta semanas do éxperimento onde as médias do consumo
das solugdes etilicas foram significativamente menores do que as das demais
semanas (Fetanoltotal(16,101)= 7,32, p<0,0001). A média do consumo de etanol (g/kg)
referente a fase de adulteragao foi significativamente maior do que o das fases
anteriores (F25(2,59)= 3,21, p<0,05) (figura 4).

As médias do consumo de etanol total do camundongo 28 aumentaram
entre a quarta e sexta semanas como reflexo de um aumento do consumo de etanol
10% (Fetanottotal(16,101)= 3,39; Fetanoi10%(16,101)=3,53, p<0,0001; Fetanois%(16,101)=
1,44, p>0,05). O consumo de etanol 5% foi inferior ao consumo de etanol 10% em
varias semanas da fase de livre escolha, porém as médias de seu consumo
passaram a ser maiores do que as de etanol 10% nas fases seguintes a abstinéncia.
O consumo de agua se mostrou baixo por quase todo o tratamento. N&o foram
encontradas diferencas significativas entre as médias de consumo de etanol (g/kg)
nas diferentes fases do tratamento (F2s(2,59)= 3,47, p<0,05) (figura 5).
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As médias do consumo de etanol 10% do camundongo 29 foram altas e
estaveis por todo o experimento, refletindo em médias maiores do consumo de
etanol total (Fetanol10%(16,101)=4,96, p<0,0001; Fetanottotai(16,101)= 3,08, p<0,001). As
médias do consumo de etanol 5% foram mais altas nas primeiras semanas do
experimento e na segunda semana da fase de reapresentagdo
(Fetanois%(16,101)=7,81, p<0,0001). Ja o consumo de agua foi baixo durante todo o
tratamento. A média do consumo de etanol (g/kg) durante as ultimas quatro
semanas de livre escolha foi significativamente maior do que a das fases seguintes,
porém nao foi observada queda significativa no consumo durante a fase de
adulteracdo quando comparado com a fase anterior (F29(2,59)= 13,41, p<0,0001)
(figura 6).

O consumo de etanol do camundongo 30 foi alto e estavel no transcorrer do
experimento, demonstrado através de suas médias semanais de consumo
(Fetanottotal(16,101)= 3,5, p<0,0001). A média do consumo de etanol 5% na ultima
semana da fase de adulteragdo superou significativamente quase todas as das
semanas anteriores, e a média do consumo de etanol 10% na décima segunda
semana de tratamento também se mostrou significativamente maior do que a
maioria das demais semanas do experimento (Fetanois%(16,101)= 4,40,
Fetanoto%(16,101)= 4,92, p<0,0001). O consumo de agua foi baixo apresentando uma
elevagdo na quinta semana de tratamento e sofrendo uma queda na uitima semana
da fase de adulteragdo. O padrao de consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do
camundongo 28, ou seja, sem alteragdes significativas ao longo do tratamento
(F30(2,59)= 2,53, p>0,05) (figura 7).
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FIGURA 2 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 07: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacdo, 17-19: fase de adulteracao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas dultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 3 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 14: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragcdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 4 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 25: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulterag&o); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(9/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentagdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 5 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 28: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacgéo, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases

Camundongo 28
A

—O— etanol total
--0- etanol 6%
o etanol 10%
—o— agua

s /o_ - 0—-‘\?—"0\8
RS- S oo . N@o- -
B e L 2 At S S

--.

01 02 03 04 056 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 28
B

—O— etanol (g/kg)
—e— agua (ml)

AT N e

W—/‘

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 28
Cc

09-12se reap ad
Fases experimentais

(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 6 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 29: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragdo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se),
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
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FIGURA 7 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 30: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo D: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
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Grupo de consumidores com perfil de ndo dependente ‘pesado’

As Figuras 8 a 18 representam os padrées de consumo para 0s
camundongos classificados como nao dependentes com consumo ‘pesado’. Na
parte superior (A) de cada figura estdo os graficos dos volumes das solugdes
consumidas (agua, etanol 5% e etanol 10%) e o volume total de etanol (soma dos
volumes das solugdes etilicas). Na regido intermediaria (B), pode-se observar o
grafico do consumo de etanol (g/kg) e de agua (mL). Na parte inferior (C), observa-
se o grafico das médias do consumo de etanol (g/kg) para cada fase experimental
(ultimas quatro semanas da livre escolha, duas semanas de reapresentagao e trés
semanas de adulteragao).

Onze animais apresentaram esse perfil (02, 06, 08, 09, 10, 13, 15, 16, 17, 18
e 27). Nos animais desse grupo, o consumo de etanol (g/kg) se mostrou
relativamente alto (entre 7,03g e 16,26g) durante o tratamento, porém reduziu
significativamente durante a adulteragao (figuras 8 a 18 porgao C). Nesse grupo
todos os animais também apresentaram preferéncia pelas solugées etilicas sendo a
porcentagem do consumo das solugdes etilicas em relagcdo ao volume total de
liquido consumido significativamente maior do que a de agua, cujos valores de “t
para as comparagdes entre porcentagem de agua e etanol consumido para cada
animal foram: t;= 74,06, ts= 26,42, tg= 23,46, ty= 39,38, to= 26,37, t13= 18,51, t15=
8,86, tis= 9,84, t17= 12,90, t1s= 5,90, to7= 58,29, p<0,0001, teste t independente. Os
animais desse grupo também apresentaram um aumento significativo no consumo
de agua durante as semanas de abstinéncia em relagdo as outras semanas do
experimento (comparagdes entre as médias do consumo de agua entre as fases de
tratamento para cada animal: Fo(3,72)= 301,44; Fos (3,72)= 367,66; Fos(3,72)=
06,41; Fog(3,72)= 551,06; F1o(3,72)= 87,82; F13(3,72)= 20,01; F15(3,72)= 29,55;
F1s(3,72)= 20,01; F47(3,72)= 83,87; F15(3,72)= 10,30; F27(3,72)= 278,64, p<0,0001,
ANOVA seguido de Newman-Keuls).

Também foi observada uma interagao significativa entre tempo de
tratamento e consumo das solucdes ofertadas (etilicas e agua) nos animais desse
grupo, (Fo2(48,303)= 9,29, p<0,0001; Fqe(48,303)= 5,32, p<0,0001; Fos(48,303)=
5,80, p<0,0001; Fq9(48,303)= 17,75, p<0,0001; F10(48,303)= 5,13, p<0,0001;
F(48,303)= 8,71, p<0,0001; F15(48,303)= 1,86, p<0,001; F15(48,303)= 1,62, p<0,01;
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F17(48,303)= 6,71, p<0,0001; F5(48,303)= 4,72, p<0,0001; F,7(48,303)= 8,50,
p<0,0001; ANOVA de duas vias).

O camundongo 02 apresentou instabilidade no consumo durante as
primeiras semanas de tratamento, se tornando mais estaveis com o passar do
tempo. Apresentou preferéncia por etanol 10% comparado com etanol 5%. As
médias semanais de consumo de etanol total e etanol 10% apresentaram um
aumento significativo na oitava semana do experimento em relagdo a todas as
outras semanas (Fetanoltotal(16,101)= 3,47, p<0,0001; Fetanoito%(16,101)= 2,85,
p<0,001). Inicialmente as médias do consumo de etanol 5% eram relativamente
altas, sofrendo uma reducgéo ao longo das semanas de tratamento (Fetanois%(16,101)=
7,12, p<0,0001). O padrao de consumo de agua foi similar ao do etanol 5% durante
todo o experimento. Apesar da média do consumo de etanol (g/kg) ter sido alta
durante todas as semanas de tratamento, apresentou uma queda significativa na
fase de adulteragdao em relagao as demais fases (F2(2,59)= 45,29, p<0,0001) (figura
8).

Para o camundongo 06 as meédias do consumo de etanol total
apresentaram grande variabilidade e na oitava semana o consumo foi
significativamente maior do que a maioria das outras semanas (Fetanottotai(16,101)=
3,86, p<0,0001). Em algumas semanas do experimento o consumo de etanol 10%
superou o consumo das demais solugdes, e a média da oitava semana se mostrou
significativamente maior em relagdo as demais semanas (Fetanoi10%(16,101)= 6,95,
p<0,0001). O consumo de etanol 5% foi diminuindo ao longo das semanas do
experimento (Fetanois%(16,101)= 4,32, p<0,0001) e o consumo de agua sofreu um
aumento significativo na fase de adulteragdo. O padrao do consumo de etanol (g/kg)
apresentou-se similar ao do camundongo 02 (Fos(2,59)= 11,35, p<0,0001) (figura 9).

O consumo do camundongo 08 mostrou muitas alteragdes no inicio do
experimento, contudo a partir da nona semana apresentou-se mais estavel. Na
segunda semana de tratamento, as médias do consumo de etanol total e etanol 5%
foram significativamente maiores do que as das demais semanas (Fetanottotal(16,101)=
5,08; Fetanois%(16,101)= 5,60, p<0,0001). O consumo de agua foi baixo ao longo do
experimento. Na oitava semana foi observado um aumento significativo na média do
consumo de etanol 10% em relagdo a maioria das semanas (12, 32, 42, 62, 93, 113,
152, 162, 172, 182 e 19?) (Fetanoto%(16,101)= 3,60, p<0,0001). As médias do consumo
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de etanol (g/kg) referente as ultimas quatro semanas de livre escolha, semanas de
reapresentagdo e semanas de adulteracdo foram altas, porém mostraram uma
redugédo significativa do consumo ao longo do tratamento (Fog(2,59)=57,41,
p<0,0001) (figura 10).

O camundongo 09 possuia um consumo de etanol total alto decorrente de
sua ingestao de etanol 10%, cujas médias de consumo passaram a diminuir apés a
fase de abstinéncia (Fetanottotal(16,101)=16,36; Fetanoi10%(16,101)= 28,00, p<0,0001).
Durante as semanas da fase de reapresentagédo, as médias do consumo de etanol
5% se mostraram significativamente maiores quando comparadas com as demais
semanas (Fetanois%(16,101)= 9,81, p<0,0001). O consumo de agua foi baixo, no
entanto aumentou significativamente na fase de adulteragdo. O padrao do consumo
de etanol (g/kg) foi similar ao do camundongo 08 (Fg9(2,59)= 60,67, p<0,0001)
(figura 11).

O camundongo 10 ndo apresentou alteragdes significativas ao longo das
semanas nas médias do consumo de etanol total, etanol 10% e etanol 5%
(Fetanottotal(16,101)= 3,26; Fetanoi10%(16,101)= 6,31; Fetanois%(16,101)= 4,58, p<0,0001).
A média do consumo de agua foi baixa durante todo o experimento. O padréo do
consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do camundongo 02 (F10(2,59)= 4,36, p<0,05)
(figura 12).

O camundongo 13 apresentou um aumento nas médias do consumo de
etanol total e etanol 5% na sexta e décima primeira semanas de experimento em
relagdo as demais semanas (Fetanoitotai(16,101)=15,95; Fetanois%(16,101)= 135,35,
p<0,0001). Ja as médias do consumo de etanol 10% foram baixas, porém com um
aumento significativo apenas na quinta semana de tratamento em relagéo as outras
(Fetanoi10%(16,101)= 4,04, p<0,0001). O consumo de agua foi baixo ao longo do
tratamento. O padrdo do consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do camundongo 08
(F13(2,59)= 65,69, p<0,0001) (figura 13).

Para o camundongo 15 as médias do consumo de etanol total e etanol 10%
na oitava semana do experimento foram significativamente maiores do que as das
demais semanas (Fetanoitotal(16,101)= 4,03, p<0,0001; Fetanoito%(16,101)= 3,14,
p<0,001). Ja o consumo de etanol 5% n&o apresentou alteragdes significativas ao
longo do tratamento (Fetanois%(16,101)= 2,10, p<0,01). O consumo médio de agua se

mostrou baixo no decorrer do tratamento. O consumo de etanol (g/kg) foi
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relativamente baixo, mas seu padrao foi similar ao apresentado pelo camundongo 08
(F15(2,59)= 16,39, p<0,0001) (figura 14).

O consumo do camundongo 16 apresentou-se estavel, praticamente sem
alteragdes significativas entre suas médias semanais dos consumos de etanol total,
etanol 5% e etanol10% (Fetanoitotal(16,101)= 4,04, p<0,001; Fetanois%(16,101)= 2,60,
p<0,01;Fetanoi10%(16,101)= 2,49, p<0,01). A média da quinta semana do consumo de
agua se apresentou significativamente maior do que as trés semanas antes e todas
as semanas seguintes a fase de abstinéncia. A média do consumo de etanol (g/kg)
foi relativamente baixa quando comparada com a dos outros animais desse grupo e
0 seu padrdao de consumo foi similar ao do camundongo 02 (F+(2,59)= 14,60,
p<0,0001) (figura 15).

As médias do consumo de etanol total do camundongo 17 na sexta e
setima semanas foram significativamente maiores do que as das demais semanas, e
depois comegou a declinar. Esse aumento foi reflexo do consumo de etanol 10%
que passou a aumentar a partir da quarta semana, sendo as medias da sexta e
sétima semanas também significativamente maiores do que as das outras.
(Fetanottotal(16,101)= 12,68; Fetano10%(16,101)= 7,72, p<0,0001). Seu consumo de
etanol 5% praticamente ndo apresentou alteragdes significativas ao longo do
experimento, exceto para a nona semana cuja média do consumo foi
significativamente maior do que algumas semanas do experimento (32, 42, 57, 122
172, 182 e 193), (Fetanois%(16,101)=4,23, p<0,0001). As médias do consumo de agua
das fases posteriores a abstinéncia foram significativamente maiores do que a da
primeira fase de livre escolha. Seu padrdao de consumo de etanol (g/kg) foi similar ao
do camundongo 08 (F47(2,59)= 40,46, p<0,0001) (figura 16).

As médias dos consumos de etanol total e etanol 5% do camundongo 18
na quarta semana foram significativamente menores do que algumas semanas do
experimento (112, 123, 142 e 15%) (Fetanottotal(16,101)= 3,89; Fetanois%(16,101)= 3,55,
p<0,0001). O consumo de etanol 10% foi baixo e praticamente suas meédias
semanais de consumo ndo apresentaram alteragdes significativas no decorrer do
experimento (Fetanol10%(16,101)= 1,97, p<0,05). A média do consumo de agua
durante a fase de reapresentagéo foi significativamente menor do que a das demais
fases. O padrdao de consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do camundongo 02
(F18(2,59)= 3,72, p<0,05) (figura 17).
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O camundongo 27 apresentou uma consumo de etanol estavel ao longo do
tratamento apenas com uma diminuigao significativa na média do consumo de etanol
total da quarta semana em relagéo a algumas semanas do experimento (52, 62, 82,
92 102 112, 122 e 162) (Fetanottotai(16,101)= 5,25, p<0,0001). As médias da terceira e
quarta semanas do consumo de etanol 5% foram significativamente menores do que
a maioria das semanas do experimento (22, 5?2, 62, 112, 122 152, 162, 172, 182 e 19?),
ja a média do consumo da décima sexta semana se mostrou significativamente
maior do que a maioria das semanas do tratamento (Fetanois%(16,101)= 8,35,
p<0,0001). As médias do consumo de etanol 10% a partir da primeira semana da
fase de reapresentagao foram significativamente menores do que as das anteriores
(Fetanol10%(16,101)= 11,04, p<0,0001). A média do consumo de agua da fase de
reapresentacao foi significativamente maior do que a das demais fases com excegao
da fase de abstinéncia. O padrao de consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do
camundongo 08 (F»7(2,59)= 66,67, p<0,0001) (figura 18).
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FIGURA 8 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 02: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacao, 17-19: fase de adulteragdo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)



Camundongo 06

A
40
36 —O— etanol total
-QO- etanol 6%
32 o etanol 10%
28 —o— agua

24
20

16

Consumo

12 £ ~a
....... é / ,JJQ\

\ Srlig N T °

I S
o]

13 14 16 16 17 18 19

Semanas
Camundongo 06
B8

40

36 —O— etanol (g/kg)

—o— agua (mt)
32

28

24
20
- /\J
12

8

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Consumo

Semanas

Camundongo 06

(o3
32
28
24
20
g |
E) 4 T
- 16 T »
3
kS —
g 12
8
4
o
09-12se reap ad

Fases experimentais

FIGURA 9 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 06: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacao, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentagdo (reap) e -nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 10 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 08: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacao, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas Ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 11 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 09: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagao, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas Uultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacao (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 12 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 10: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas dudltimas quatro semanas de livre escolha (09-12se),
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
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FIGURA 13 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 13: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacgdo, 17-19: fase de adulteragéo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas Uultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenca entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 14 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 15: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacdo, 17-19: fase de adulteragio); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se),
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenca entre as fases
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nas semanas de



Camundongo 16

A
40
36 —O— etanol total
-0O- etanol 6%
32 o etanol 10%
28 —&— agua

24

20

Consumo

16

12

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 16
B
40

38 —O— etanol (g/kg)
32 —o— agua (ml)

28
24

20

Consumo

16
12

— e T TN

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 16
c
32

28

24

20

16

Etanol (g/kg)

12

09-12se reap ad

Fases experimentais

FIGURA 15 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 16: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacéo, 17-19: fase de adulteragdo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de a4gua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragio (ad). *diferenca entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuis)
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FIGURA 16 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 17: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacao, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas Uultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 17 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 18: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteracdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 18 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 27: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo P: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacao, 17-19: fase de adulteragéo); B: media + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas Ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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Grupo de consumidores com perfil de nao dependente ‘leve’

As Figuras 19 a 25 representam os padroes de consumo para Os
camundongos classificados como ndo dependentes com consumo ‘leve’. Na parte
superior de cada figura (A) estdo os graficos dos volumes das solugdes consumidas
(agua, etanol 5% e etanol 10%) e o volume total de etanol (soma dos volumes das
solugdes etilicas). Na regido intermediaria (B), pode-se observar o grafico do
consumo de etanol (g/kg) e de agua (mL). Na parte inferior (C), observa-se o grafico
das médias do consumo de etanol (g/kg) para cada fase experimental (ultimas
quatro semanas da livre escolha, duas semanas de reapresentacao e trés semanas
de adulteragao).

Sete animais apresentaram esse perfil (03, 04, 11, 19, 20, 23 e 24). Nos
animais desse grupo, o consumo de etanol (g/kg) se mostrou relativamente baixo
(entre 3,21g e 5,61g) no decorrer do tratamento com reducéo significativa durante a
fase de reapresentagdo ou de adulteragdo (figuras 19 a 25 porg¢do C). Todos os
animais desse grupo apresentaram preferéncia pela agua sendo a porcentagem do
consumo de agua em relacdo ao volume total de liquido consumido
significativamente maior do que a das solugdes etilicas, cujos valores de “t" para as
comparagdes entre porcentagem de agua e etanol consumido para cada animal
foram: ty= -47,45, t4= -18,26, t11= -17,29, t19= -23,68, tyo= -6,19, t23= -40,58, tz4= -
23,96, p<0.0001, teste t independente. Nenhum camundongo aumentou
significativamente o consumo de agua durante as semanas de abstinéncia em
relacdo as outras semanas do experimento (comparagbes para cada animal:
Fo3(3,72)= 2,59, p>0,05; Fo4(3,72)= 15,12p<0,001; F11(3,72)= 2,84, p<0,05;
F19(3,72)= 2,79, p<0,05; F(3,72)= 6,47, p<0,001; F23(3,72)= 47,41, p<0,0001;
F24(3,72)= 7,44, p<0,001).

Em todos os animais desse grupo foi observada uma interagédo significativa
entre tempo de tratamento e consumo das solugbes ofertadas (etilicas e agua),
(Fo3(48,303)= 4,79; Fo4(48,303)= 8,50; F41(48,303)= 2,95; F19(48,303)= 5,11;
F20(48,303)= 5,79; F23(48,303)= 3,40; F24(48,303)= 3,42, p<0,0001; ANOVA de duas
vias).

As médias do consumo de etanol total do camundongo 03 referentes a
primeira e quinta semanas e as médias do consumo de etanol 5% nas primeiras trés

semanas de tratamento foram significativamente maiores do que algumas semanas
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do tratamento (62, 72 92, 102 112 122 e 15%) (Fetanootal(16,101)= 4,67,
Fetanois%(16,101)= 5,22, p<0,0001). As meédias do consumo de etanol 10% na
primeira e terceira semanas foram significativamente maiores do que algumas
semanas (72, 92 102 113 123 172 182 e 192 sendo que a média da terceira
semana também foi significativamente maior do que as semanas da fase de
reapresentacao (Fetanoi10%(16,101)= 4,40, p<0,0001). A média do consumo de etanol
(g/kg) durante a fase de reapresentacao foi significativamente maior do que a das
outras fases (Fo3(2,59)= 17,83, p<0,0001) (figura 19).

As médias do consumo de etanol total e etanol 5% do camundongo 04 na
oitava semana foram significativamente maiores do que as das demais semanas do
tratamento (Fetanoitotai(16,101)= 8,26; Fetanois(16,101)= 7,83, p<0,0001). A média do
consumo de etanol 10% na oitava semana se mostrou maior do que a maioria das
semanas do tratamento (32, 43, 53, 63, 73, 82, 92 10% 1123 122 153 1723 182 e 19?)
(Fetanoio%(16,101)= 5,14, p<0,0001). A média do consumo de agua na fase de livre
escolha (Ultimas quatro semanas de livre escolha) foi significativamente menor do
que a das outras fases. O padrdao do consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do
camundongo 03 (Fo4(2,59)= 23,19, p<0,0001) (figura 20).

O consumo das diferentes solugdes do camundongo 11 n&o apresentou
muitas alteragdes significativas entre as médias semanais do consumo diario. A
média da décima primeira semana do consumo de etanol total foi significativamente
maior do que as da fase de adulteragéo, ja as médias da sexta e décima primeira
semanas do consumo de etanol 5% foram significativamente maiores do que
algumas semanas (Fetnoitotal(16,101)= 3,57; Fetanois%(16,101)= 4,18, p<0,0001). A
média do consumo de etanol 10% da quarta semana foi significativamente maior do
que todas as demais exceto em relagdo a quinta semana (Fetanoi10%(16,101)= 5,12,
p<0,0001). O consumo de agua nao apresentou alteragdes significativas no decorrer
do experimento. A média do consumo de etanol (g/kg) da primeira fase do
experimento (Gltimas quatro semanas de livre escolha) foi significativamente maior
do que as das demais fases (F11(2,59)= 26,94, p<0,0001) (figura 21).

A média do consumo de etanol total e etanol 5% da décima segunda
semana do tratamento do camundongo 19 foi significativamente maior do que as
demais semanas, ja para o consumo de etanol 10% nao foram encontradas grandes

alteragdes significativas entre as médias semanais do consumo diario que foram
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sempre baixas (Fetanototal(16,101)= 4,91, Fetanois%(16,101)= 5,25, p<0,0001;
Fetanoio%(16,101)= 2,60, p<0,01). O consumo de agua nao mostrou alteragdes
significativas no transcorrer do tratamento. O padrao do consumo de etanol (g/kg) foi
similar ao do camundongo 11 (F9(2,59)= 6,34, p<0,05) (figura 22).

O consumo de etanol total do camundongo 20 nao apresentou alteragdes
significativas entre as médias semanais do consumo diario. As médias do consumo
de etanol 5% na primeira e ultima semana do experimento apresentaram-se
significativamente maiores do que na maioria das demais semanas (22, 32, 42, 72, 8%,
92, 113,123, 152 e 172) (Fetanoitotal(16,101)= 3,93; Fetanois%(16,101)= 4,71, p<0,0001). A
média do consumo de etanol 10% foi significativamente maior do que algumas
semanas (22, 32 42 72 162 e 17?) (Fetanoi10%(16,101)= 3,56, p<0,0001). A média do
consumo de etanol (g/kg) na fase de reapresentagdo foi significativamente maior do
que a da fase de adulteragao (F20(2,59)= 3,74, p<0,05) (figura 23).

As médias da primeira e décima sexta semanas tanto do consumo de etanol
total como de etanol 5% do camundongo 23 foram significativamente maiores do
que todas as demais (Fetanottotal(16,101)= 6,06; Fetanois%(16,101)= 7,34, p<0,0001). A
média do consumo de etanol 10% da primeira semana foi significativamente maior
do que as outras (Fetanoit0%(16,101)= 6,39, p<0,0001). O consumo de agua durante
as fases de reapresentacédo e adulteragao foi significativamente maior do que das
demais fases. O padrao de consumo de etanol (g/kg) foi similar ao do camundongo
03 (F23(2,59)= 9,18, p<0,001) (figura 24).

O consumo de etanol total do camundongo 24 nao apresentou alteragées
significativas entre suas médias semanais de consumo diario, j4 as médias da
primeira e décima quarta semanas do consumo de etanol 5% foram
significativamente maiores do que da maioria das semanas do tratamento (32, 42, 62,
7383 92 102, 112, 122 e 15%) (Fetanototal(16,101)= 2,67; Fetanois%(16,101)= 4,21,
p<0,0001). A média do consumo de etanol 10% da dltima semana do experimento
foi significativamente maior do que as demais (Fetanoit0%(16,101)= 2,47, p<0,01). O
consumo de agua na fase de livre escolha (Ultimas quatro semanas de livre escolha)
foi significativamente menor em relacdo as fases posteriores. N&o foram
encontradas diferencgas significativas entre as médias do consumo de etanol (g/kg)
nas diferentes fases do experimento (F24(2,59)= 1,97, p>0,05) (figura 25).



Camundongo 03
A

28 —o— etanol total
-0O- etanol 6%
o etanol 10%
—&— agua

24

20

16

Consumo

12

B,

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 03
=]

40

36 —o— etanol (g/kg)
32 —o— agua (mi)

28
24
20

16

Consumo

12

o/o\o—o_o

01 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 03

(=
32
28
24
20
]
=
2 16
s
5
g 12
8 »*
. |
o LI | I |
09-12se reap ad

Fases experimentais

FIGURA 19 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 03: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulterag&o); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentagcdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 20 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 04: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacdo, 17-19: fase de adulteragdo); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/lkg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentagdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 21 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 11: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferengca entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)



Camundongo 19
A

40
36 —O— etanol total
-0~ etanol 6%
o etanol 10%
28 —-&6— agua

32

24

20

Consumo

16

12

0t 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 19

B
40
36 —O— etanol (g/kg)
32 —o— agua (mil)
28
24
g
3 20
@
c
S 1e
12
8
4 o"o\o——o—o
o

o1 02 03 04 06 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19
Semanas

Camundongo 19
(=]

32

28

24

20

16

12

Etanol (g/kg)

: | | 1

09-12se reap v ad

Fases experimentais

FIGURA 22 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 19: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacdo, 17-19: fase de adulterago); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)

63



Camundongo 20

A
40
36 —O— etanol total
-0O- etanol 6%
32 o etanol 10%
28 —&— agua
24
-]
€ 20
n
13
S 16
12
N g\m TTS =82 —ag
[sa IS . -4
PSPy .+ 3 ..—..»u..—..@--\""s“"‘ ﬁ-‘-"nugw-;'&'—'—"—G-""‘m'-"gm-ug &*'9‘~,Q.—‘Q' vvvvv o

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 16 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 20
=)
40

16 —O— etanol (g/kg)
—o— agua (ml)

32
28
24

20

Consumo

16

12
8
. %W%w
)

01 02 03 04 056 06 07 08 09 10 11 12 13 14 156 16 17 18 19

Semanas

Camundongo 20
(=]

32

28

24

20

16

12

Etanol (g/kg)

09-12se reap ad
Fases experimentais

FIGURA 23 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 20: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagdo, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacéo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferengca entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 24 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 23: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentacéo, 17-19: fase de adulteragao); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentagdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenga entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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FIGURA 25 — CONSUMO DO CAMUNDONGO 24: Consumo de etanol ao longo do
tratamento para os animais do grupo L: A: média + ep semanal do consumo (mL) diario ao
longo do tratamento (1-12: fase de livre escolha, 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de
reapresentagao, 17-19: fase de adulterago); B: média + ep semanal do consumo diario de
etanol (g/kg) e de agua (mL) ao longo do tratamento; C: média + ep do consumo de etanol
(g/kg) nas ultimas quatro semanas de livre escolha (09-12se), nas semanas de
reapresentacdo (reap) e nas semanas de adulteragdo (ad). *diferenca entre as fases
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls)
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Grupo controle
Em geral, o consumo de agua pelos animais do grupo controle foi estavel e

analises através de ANOVA com repeticées seguido de Newman-Keuls revelaram
algumas oscilagdes significativas no decorrer das semanas.

As médias do consumo de agua das ultimas trés semanas de tratamento
para o camundongo 31 foram significativamente menores do que quase todas as
semanas anteriores (F31(18,113)= 5,76, p<0,0001) (figura 26).

O camundongo 32 apresentou médias do consumo significativamente
maiores na primeira e décima terceira semanas de tratamento quando comparadas
com as demais semanas (F32(18,113)= 4,43, p<0,0001) (figura 26.

As médias do consumo do camundongo 33 na quinta e sexta semanas
foram significativamente maiores do que a maioria das demais semanas do
experimento (F33(18,113)= 5,49, p<0,0001) (figura 26).

A média do consumo da primeira semana do camundongo 34 foi
significativamente menor do que as das semanas seguintes, ja na nona semana a
meédia do consumo se apresentou significativamente maior do que as demais
semanas do experimento (F34(18,113)=11,23, p<0,0001) (figura 26).

O camundongo 35 apresentou grande variabilidade em seu consumo
durante todo o experimento, demonstrado através de diferengas significativas entre
todas as médias semanais do consumo didrio. Além disso, seu consumo foi
diminuindo a partir da décima segunda semana de tratamento (F35(18,113)=86,50,
p<0,0001) (figura 26).

A meédia do consumo da nona semana do camundongo 36 foi
significativamente maior do que as das semanas anteriores e também da décima
semana de tratamento. A partir da décima terceira semana do experimento seu
consumo sofreu um aumento significativo em relagdo as semanas anteriores o que
persistiu até o final do experimento (F36(18,113)= 29,49, p<0,0001) (figura 26).

O consumo do camundongo 37 durante as primeiras semanas do
experimento (12, 22, 32, 623, 82 e 92) apresentou médias significativamente maiores do
que as demais semanas, e a partir da décima semana foi observada uma queda em
seu consumo (F37(18,113)= 19,69, p<0,0001) (figura 27).

A média do consumo da sexta semana do camundongo 38 foi

significativamente maior do que as das demais semanas, e as médias das semanas
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finais (102, 112, 122, 152 162, 172 e 182) foram significativamente menores do que as
das nove primeiras semanas do experimento, exceto em relagao a terceira semana
(F18(18,113)= 12,42, p<0,0001) (figura 27).

A média do consumo da sexta semana do camundongo 39 foi
significativamente maior do que as ultimas onze semanas de tratamento, e a media
da décima quarta semana foi significativamente menor do que todas as das outras
semanas (F39(18,113)= 9,00, p<0,0001) (figura 27).

O consumo do camundongo 40 na quinta semana apresentou uma media
significativamente maior em relagdo as semanas anteriores e também semanas
subseqiientes do experimento (até a décima primeira semana). As médias do
consumo a partir da décima quarta semana foram maiores significativamente em
relacdo a maioria das semanas anteriores do experimento (Fs(18,113)= 18,16,
p<0,0001) (figura 27).
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FIGURA 26 — CONSUMO DOS CAMUNDONGOS 31, 32, 33 e 34: média £ ep semanal do
consumo diario de agua (mL) ao longo do tratamento para os animais do grupo controle.
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FIGURA 27 — CONSUMO DOS CAMUNDONGOS 35, 36, 37, 38, 39 e 40: media + ep
semanal do consumo diario de agua (mL) ao longo do tratamento para os animais do grupo
controle.
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4.2.3 Padrao de Consumo no Grupo

Considerando as onze semanas finais de tratamento, o grupo L apresentou
um consumo de etanol (ml) significativamente menor do que os grupos D e P sendo
sua média de consumo de 3 + 0,3 mL comparado com 7 + 0,8 mL e 7 £ 0,5 mL dos
grupos D e P respectivamente (F(2,21)= 10,10 p<0,01, ANOVA seguido de Newman-
Keuls).

Comparagdes entre as médias semanais de consumo diario de etanol total a
partir da nona semana de tratamento revelaram que durante todo o tratamento o
grupo L consumiu significativamente menos do que os grupos D e P (Fs(2,21)= 9,13,
p<0,001; F102(2,21)= 13,54, p<0,001; F2(2,21)= 8,01, p<0,01; F122(2,21)= 4,54,
p<0,05; Fy5(2,21)= 14,52, p<0,0001; F4(2,21)= 4,01, p<0,05; F172(2,21)= 19,99,
p<0,0001; F1g:(2,21)= 11,71, p<0,001; F1¢:(2,21)= 6,81, p<0,01, ANOVA seguido de
Newman-Keuls), (grafico 2).

O grupo D nao apresentou alteragdes significativas entre suas medias
semanais de consumo de etanol total ao longo do tratamento. O grupo P apresentou
uma reducdo significativa no consumo durante as semanas de adulteragao
(Fp(8,80)= 7,46, p<0,0001, ANOVA com repeticdes seguido de Newman-Keuls). E, o
consumo do grupo L na décima sexta semana foi significativamente maior do que o
das demais semanas (F (8,48)= 2,41, p<0,05, ANOVA com repeti¢des seguido de
Newman-Keuls).

Em relagdo ao consumo de etanol em g/kg, foi observado um perfil de
consumo similar ao encontrado para etanol em volume entre os trés grupos onde a
média geral de consumo ao longo das onze semanas finais de tratamento foi de 11,7
+ 1,14 g/kg, 11,0 + 0,93 gkg e 45 + 0,3 g/kg, para o grupo D, P e L,
respectivamente (F(2,21)= 12,27, p<0,001, ANOVA seguido de Newman-Keuls).
Houve também uma interacdo entre consumo de etanol (g/kg) e grupo (F(32,336)=
2,54, p<0,0001, ANOVA de duas vias).
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GRAFICO 2 — CONSUMO DE ETANOL TOTAL POR GRUPO
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NOTA: média + ep semanal do consumo didrio para cada semana de tratamento (9-12: fase de livre
escolha; 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de reapresentagdo; 17-19: fase de
adulteragao). *diferenga entre os grupos na mesma semana (p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-Keuls). * diferenca no grupo ao longo do tratamento (p<0,05, ANOVA de 1 via com
repeticdo, Newman-Keuls).

Entre a nona e décima sexta semana de tratamento o grupo L consumiu
significativamente menos etanol (g/kg) do que os grupos D e P, e nas semanas da
fase de adulteragao o consumo do grupo D passou a ser significativamente maior do
que os outros dois grupos. Na ultima semana de adulteragdo, o consumo do grupo D
ainda era o maior, porém soé atingiu significancia em relagao ao grupo L (Fg(2,21)=
9,94, p<0,001; F40:(2,21)= 15,01, p<0,0001; F2(2,21)= 12,09, p<0,001; F122(2,21)=
11,05, p<0,001; F1s:(2,21)= 19,75, p<0,0001; F1e(2,21)= 13,20, p<0,001; F472(2,21)=
26,24, p<0,0001; Fg(2,21)= 14,52, p<0,0001; F15(2,21)= 8,79, p<0,01, ANOVA
seguido de Newman-Keuls), (grafico 3).

Também nao foram encontradas diferengas significativas entre as médias
semanais de consumo de etanol (g/kg) para o grupo D. O grupo P apresentou uma
redugéo significativa no consumo nas semanas de adulteragdo, e na décima quinta
semana o consumo foi significativamente menor do que nas demais semanas,
exceto em relagédo a fase de adulteragao (Fp(8,80)= 17,98, p<0,0001, ANOVA com
repeticdes seguido de Newman-Keuls). O grupo L nao apresentou diferengas

significativas entre suas médias semanais de consumo.
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GRAFICO 3 - CONSUMO DE ETANOL G/KG POR GRUPO
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NOTA: média = ep semanal do consumo didrio para cada semana de tratamento (9-12: fase de livre
escolha; 13-14: fase de abstinéncia, 15-16: fase de reapresentacdo; 17-19: fase de
adulteracao). *diferenca entre os grupos na mesma semana (p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-Keuls). * diferenga no grupo ao longo do tratamento (p<0,05, ANOVA de 1 via com
repeticdo, Newman-Keuls). * diferenca entre o grupo D e L na mesma semana do tratamento
(p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

Quanto ao consumo de etanol a 5%, o grupo L apresentou um consumo
inferior ao dos demais grupos sendo a média geral desse consumo ao longo das
onze semanas finais foi iguala 2 + 0,3 mL e iguala4 + 0,8 mL e 4 + 0,4 mL, para os
grupos D e P, respectivamente (F(2,21)= 6,08, p<0,01, ANOVA seguido de Newman-
Keuls).

Entre os grupos, as médias semanais de consumo de etanol 5% né&o
apresentaram diferengas significantes, exceto na décima quinta semana na qual o
consumo do grupo P foi significativamente maior do que o do grupo L, e na décima
sétima semana, onde o consumo do grupo L foi significativamente menor do que o
dos outros dois grupos (F1s(2,21)= 4,53, p<0,05; F17:(2,21)= 5,52, p<0,01, ANOVA
seguido de Newman-Keuls), (grafico 4).

Ambos os grupos D e L nao apresentaram alteragdes nas médias semanais
de consumo de etanol 5% ao longo do tratamento. O consumo do grupo P na
décima sexta semana foi significativamente maior do que nas demais semanas
(Fp(8,80)= 2,97, p<0,01, ANOVA com repetigées seguido de Newman-Keuls).
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GRAFICO 4 - CONSUMO DE ETANOL 5% POR GRUPO
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NOTA: média + ep semanal do consumo diario para cada semana de tratamento (9-12: fase de livre
escolha; 13-14: fase de abstinéncia; 15-16: fase de reapresentagdo, 17-19. fase de
adulteragao). *diferenga entre os grupos na mesma semana (p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-Keuls). * diferenga no grupo ao longo do tratamento (p<0,05, ANOVA de 1 via com
repeticdo seguido de Newman-Keuls). * diferenca entre o grupo P e L na mesma semana do
tratamento (p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

O valor da média geral de consumo de etanol 10% nas onze semanas finais
de tratamento foide 3 + 0,9 mL, 3 +0,6 mLe 1+ 0,2 mL para o grupo D, P e L,
respectivamente. Foi observada interagdo entre grupo e tratamento (F(32,336)=
3,01, p<0,0001, ANOVA de duas vias).

Na décima segunda semana a média do consumo de etanol 10% do grupo L
foi significativamente menor do que a dos outros grupos, e entre a décima quinta e
décima oitava semana o grupo D consumiu mais do que os demais grupos, sendo‘
essa diferenca significativa na primeira semana de reapresentagéo (152 em relagéo
ao grupo L, (F10x(2,21)= 3,50, p<0,05; Fy2(2,21)= 4,37, p<0,05; F15(2,21)= 3,41,
p<0,05; F1:(2,21)= 2,80, p=0,08; F172(2,21)= 3,44, p=0,05; F1g(2,21)= 2,80, p=0,08,
ANOVA seguido de Newman-Keuls), (grafico 5).
' Para o grupo D nao foram encontradas diferencgas significativas entre suas
médias semanais de consumo de etanol 10%. No entanto, foi observada queda no
consumo apos a fase de abstinéncia no grupo P (Fp(8,40)=2,36, p<0,05;
Fr(8,80)=10,09, p<0,0001, ANOVA com repetigées seguido de Newman-Keuls).
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GRAFICO 5 - CONSUMO DE ETANOL 10% POR GRUPO
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NOTA: média + ep semanal do consumo didrio para cada semana de tratamento (9-12: fase de livre
escolha; 13-14: fase de abstinéncia; 15-16: fase de reapresentagdo; 17-19: fase de
adulteragdo). *diferenca entre os grupos na mesma semana (p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-Keuls). * diferenca no grupo ao longo do tratamento (p<0,05, ANOVA de 1 via com
repeticdo seguido de Newman-Keuls). * diferenga entre o grupo D e L na mesma semana do
tratamento (p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

O grupo que demonstrou um maior consumo de agua foi o L (8 + 0,5 mL),
seguido do grupo controle (6 + 0,3 mL), o grupo D e P tiveram os valores mais
baixos de consumo de agua, ou seja, 2 + 0,4 mL e 3 + 0,2 mL, respectivamente
(F(3,30)= 22,85, p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

Durante as ultimas quatro semanas de livre escolha (92-122), as médias
semanais do consumo de agua dos grupos L e controle foram significativamente
maiores do que as dos grupos D e P (Fg(3,30)= 20,12; F10:(3,30)= 38,25; F112(3,30)=
23,61; F12:(3,30)= 47,16, p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-Keuls), (grafico 6).
Durante a abstinéncia, o grupo controle teve uma média de consumo menor do que
a dos outros grupos (comparagbes post hoc entre as médias do consumo dos
grupos na 132 semana mostraram um valor de p entre 0,07-0,08), porém s¢ atingiu
significadncia em relagéo ao grupo L durante a segunda semana de abstinéncia (14,
(Fyae (3,30)= 3,33, p<0,05; F14 (3,30)= 2,98, p<0,05, ANOVA seguido de Newman-
Keuls). Na décima quinta semana todos os grupos retornaram ao mesmo padrao de
consumo das semanas anteriores a abstinéncia (92-12?). E a partir da décima sexta
semana, o grupo L passou a consumir significativamente mais agua do que todos os
demais grupos, e o grupo controle continuou a consumir mais do que os grupos D e
P (F15(3,30)= 44,73; F(3,30)= 46,41; Fy72(3,30)= 34,98; F1g(3,30)= 26,77,
F1e2(3,30)= 23,06, p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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Comparagbes entre as médias semanais de consumo de agua ao longo do
tratamento revelaram que para os grupos D e P o consumo durante a abstinéncia foi
significativamente maior do que nas demais semanas. O grupo L apresentou o
consumo na decima sexta semana significativamente maior do que das semanas
anteriores a abstinéncia (92-12%) e da décima quinta semana (Fp(10,50)= 27,39;
Fp(10,100)= 31,14, p<0,0001; F.(10,60)= 2,82, p<0,01, ANOVA com repetigdes
seguido de Newman-Keuls). Nao foram encontradas alteragdes significativas entre

as medias semanais de consumo para o grupo controle ao longo do tratamento.

GRAFICO 6 - CONSUMO DE AGUA POR GRUPO
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NOTA: média + ep semanal do consumo diario para cada semana de tratamento (9-12: fase de livre
escolha, 13-14: fase de abstinéncia; 15-16: fase de reapresentagdo; 17-19. fase de
adulteragdo). *diferenga entre os grupos na mesma semana (p<0,05, ANOVA seguido de
Newman-Keuls). * diferenga no grupo ao longo do tratamento (p<0,05, ANOVA de 1 via com
repeticdo seguido de Newman-Keuls). * diferenca entre o grupo C e L na mesma semana do
tratamento (p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).

Tanto os animais do grupo D como os do P consumiram mais etanol (mL) do
que os do grupo L (F(2,21)= 12,99, p<0,001, ANOVA seguido de Newman-Keuls), e
esses consumiram mais agua do que todos os outros grupos (F(3,30)= 51,01,
p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-Keuls; grafico 7). Comparagdes feitas dentro
do mesmo grupo revelaram que o consumo de etanol (mL) para os consumidores
“dependentes” e “pesados” foi significativamente maior do que o consumo de agua
(to= -5,49, p<0,001; te= -7,94, p<0,0001, respectivamente, teste t independente). Ja
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no grupo com perfil de consumidor “leve” o consumo de agua foi significativamente

maior do que o de etanol (t.= 6,32, p<0,0001, teste t independente).

- GRAFICO 7 - PREFERENCIA ENTRE AGUA E ETANOL POR GRUPO
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NOTA: média + ep do consumo a partir da nona semana de tratamento. *dlferenga entre os
todos os grupos (p<0,05 pelo menos, ANOVA seguido de Newman-Keuls). *diferenca
entre o consumo de agua e etanol no mesmo grupo (p<0,05 pelo menos, teste t
independente).

Comparagbes entre os grupos mostraram que as médias do consumo de
etanol (g/kg) do grupo L foram significativamente menores do que a dos outros dois
grupos nas ultimas quatro semanas de livre escolha (F(2,21)= 14,25, e na fase de
reapresentagao (F(2,21)= 16,82, p<0,0001, ANOVA seguido de Newman-Keuls), e o
grupo D apresentou a média do consumo de etanol significativamente maior do que
a dos outros grupos durante a fase de adulteragao (F(2,21)= 16,49, p<0,0001; figura
28A). O grupo D e o grupo L nao apresentaram diferencgas significativas entre as
médias de consumo de etanol (g/kg) nas diferentes fases do tratamento (Fp(2,10)=
1,50; FL(2,12)= 1,34, p>0,05, ANOVA com repetigées seguido de Newman-Keuls). O
grupo P apresentou diferencas significativas nas médias do consumo de etanol

(g/kg) entre todas as fases experimentais, indicando uma diminuigdo do consumo ao
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longo do tratamento (Fp(2,20)= 30,67, p<0,0001, ANOVA com repeti¢cdes seguido de
Newman-Keuls).

O grupo L teve médias de consumo de agua significativamente maiores em
quase todas as fases experimentais quando comparado com os demais grupos,
exceto durante as Ultimas 4 semanas de livre escolha em relagdo ao grupo controle
e durante a abstinéncia em relagdo aos grupos D e P (Ultimas quatro semanas de
livre escolha: F(3,30)= 39,29, p<0,0001; abstinéncia: F(3,30)= 3,20, p<0,05;
reapresentacao: F(3,30)= 50,26, p<0,0001 e adulteracao: F(3,30)= 30,66, p<0,0001,
ANOVA seguido de Newman-Keuls; figura 28B). O grupo controle, por sua vez,
apresentou médias significativamente maiores de consumo do que os grupos D e P,
exceto durante a abstinéncia. Comparagdes dentro do mesmo grupo revelaram que
os grupos L e C nao apresentaram alteragbes significativas entre suas médias de
consumo ao longo do tratamento (F.(3,18)= 2,61; F¢(3,27)= 0,25, p>0,05, ANOVA
com repeticdes seguido de Newman-Keuls). Tanto o grupo D gquanto o P
apresentaram meédias significativamente maiores do consumo de agua durante a
abstinéncia quando comparado com as outras fases (Fp(3,15)= 43,91; Fp(3,30)=
40,94, p<0,0001, ANOVA com repeticdes seguido de Newman-Keuls).
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FIGURA 28 — CONSUMO DE ETANOL E AGUA DOS GRUPOS: A: Média + ep do consumo
de etanol dos grupos durante as fases: Ultimas 4 semanas de livre escolha (09-12se),
reapresentagdo e adulteracdo. B: Média + ep do consumo de agua durante as fases de
tratamento: Ultimas 4 semanas de livre escolha (09-12se), abstinéncia, reapresentagao e
adulteragdo. *diferenga entre os grupos na mesma fase experimental (p<0,05, ANOVA
seguido de Newman-Keuls), *diferenga dentro do mesmo grupo entre as fases experimentais
(p<0,05, ANOVA de 1 via com repeti¢do seguido de Newman- Keuls) *diferenga em relagéo
aos grupos D e P (p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuis). diferenca em relagdo ao
grupo L (p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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4.3 EXPERIMENTO 3: AVALIACAO COMPORTAMENTAL BASAL

Os valores das varidveis comportamentais observadas durante'todos 0s
testes comportamentais (procedimentos descritos no item 3.3.1) para cada grupo se
encontram nas Tabelas 1 a 6 no apéndice 3.

O grupo D apresentou o maior tempo de permanéncia na area central do
labirinto em cruz elevado quando comparado com os outros grupos, sendo essa
diferenca significativa (F(3,30)= 3,56, p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls),

(tabela 1 no apéndice 3).

44 EXPERIMENTO 4: AVALIACAO COMPORTAMENTAL NA
ABSTINENCIA

No labirinto em cruz elevado o grupo D, em relagao aos valores obtidos na
avaliagao basal, reduziu significativamente suas entradas no brago aberto (tp= 4,24,
p<0,01, teste t dependente); o grupo controle reduziu significativamente suas
entradas no brago fechado (tc= 2,71, p<0,05, teste t dependente); e o grupo L
aumentou seu tempo de permanéncia no meio (p=0,07), (tabela 1 no apéndice 3). O
grupo D revelou nimero significativamente menor de posigdes esticadas no brago
aberto do labirinto em relacdo aos demais grupos (H(3,34)= 11,31, p<0,01; teste de
Kruskal-Wallis).

No campo aberto, a comparagao com os valores do teste basal mostrou que
os grupos D e P reduziram a ambulagao, atingindo significancia apenas para o grupo
D (to= 5,27, p<0,01, teste t dependente); os grupos D e controle reduziram
significativamente o nimero de elevagées (to= 5,04, p<0,01, tc= 2,72, p<0,05, teste t
dependente), enquanto que o grupo P também mostrou redugdo sem significancia
para essa variavel (p=0,06). O grupo D mostrou um menor nimero de elevagoes
(p=0,06) e também um menor nimero de posi¢des esticadas na periferia (p=0,07)
do campo aberto em relacio aos demais grupos (tabelas 3 e 4 no apéndice 3).

Na caixa de movimentacdo espontanea todos os grupos reduziram o numero
de elevagées, porém foi significativo apenas para o grupo P (tp= 2,96, p<0,05, teste t
dependente), (tabelas 5 e 6 no apéndice 3). Todos os grupos também reduziram o



80

tempo de autolimpeza, entretanto, sem significancia para os grupos D e L (Zp= 2,80,
p<0,01; Zc= 2,29, p<0,05; teste de Wilcoxon).

45 EXPERIMENTO 5: AVALIACAO DA  EXPRESSAO DA
SENSIBILIZACAO AO EFEITO ESTIMULANTE AGUDO DE ETANOL

Durante os testes apés administragdo aguda de etanol um camundongo do
grupo D nao chegou a completar a bateria de testes nos aparelhos, sendo, portanto
excluido dessas analises estatisticas, inclusive quando foram comparadas as
medias dos testes basais com as dos testes apds aplicagao de etanol.

As correlagbes entre a ambulacdo medida na caixa de movimentagao
espontanea sob efeito de dose aguda de etanol e o consumo de etanol (g/kg) nas
diferentes fases do tratamento (Ultimas quatro semanas de livre escolha, figura 29A,;
semanas de reapresentagao, figura 29B; semanas de adulteragao, figura 29C) néo
foram significativas. E, esse mesmo padrao foi observado para as correlagées entre
a ambulagdo medida no campo aberto e o consumo de etanol nas diferentes fases
experimentais (Ultimas quatro semanas de livre escolha, r= 0,00; semanas de
reapresentacgao, r= -0,02; semanas de adulteracao, r=-0,02).

O grupo P aumentou significativamente sua ambulagdo no campo aberto
comparado ao seu valor basal (tp= -4,3, p<0,01; teste t dependente) e foi maior do
que a dos demais grupos atingindo significancia em relagdo ao grupo controle
testado sob salina (F(3,29)= 5,41, p<0,05, ANOVA seguido de Newman-Keuls). Alem
disso, esse grupo aumentou seu tempo de autolimpeza em comparagao com seu
valor basal (p=0,07). O grupo controle reduziu seu tempo de laténcia no campo
aberto em comparagédo com seu tempo basal (p=0,06). Todos os grupos reduziram
significativamente o numero de elevagées no campo aberto em relagéo aos valores
medidos no teste basal (tp= 3,72; tp= 3,08; t.= 5,25; tc= 3,90; p<0,05; teste t
dependente), (tabelas 3 e 4 no apéndice 3).

Na caixa de movimentagéo espontanea o grupo P teve a maior ambulagéo e
o grupo controle a menor em relagao aos outros grupos (F(3,29)= 3,45, p<0,05,
ANOVA seguido de Newman-Keuls). Em relagdo a ambulagédo basal medida nesse

aparelho, o grupo P teve um aumento significativo e o grupo controle uma reducao
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significativa (tp= -4,02; tc= 3,52, p<0,01, teste t dependente). Todos os grupos
reduziram o tempo de autolimpeza nesse aparelho sendo essa diferenca significativa
para o grupo controle (Z¢= 2,45, p<0,05; teste de Wilcoxon). E, para todos os grupos
também foi observada uma redugdo significativa do numero de elevacées em
relagdo ao medido no teste basal como no campo aberto (tabelas 5 e 6 no apéndice
3).

No labirinto em cruz elevado a comparagao com o teste basal revelou para o
o grupo P uma redugado nao significativa no tempo de permanéncia no brago aberto
do labirinto (p=0,08) e um aumento também n&o significativo no tempo de
permanéncia no bracgo fechado (p=0,09). Porém, atingiu significancia estatistica para
0 numero de entradas nesse brago e para a redugdo no tempo de laténcia (tgr= -
3,84, p<0,01; tr.= 2,52, p<0,05; teste t dependente), (tabela 1 no apéndice 3).

Para a analise individual da expressao da sensibilizagdo nos camundongos
foi calculado o intervalo de confianga (Médiapasa + Ou —2 desvios padrdes) a partir da
ambulagdo medida na caixa de movimentagdo espontanea no teste basal. Os
animais que obtiveram uma locomogdo acima desse limite foram considerados
sensibilizados ao efeito estimulante de etanol (Grafico 8). Foram encontrados dois
animais no grupo D (2 em 5 animais), sete no grupo P (7 em 11 animais) e trés no
grupo L (3 em 7 animais) com a atividade locomotora superior ao limite de confianga
mencionado anteriormente.

As comparagdes entre os grupos das proporgdes de animais em cada grupo
que aumentaram sua atividade locomotora sob efeito de etanol, ou seja, que
expressaram sensibilizagcdo nao revelaram diferencas estatisticas (D e P: p=0,18; D
e L: p= 1,00; L e P: p= 0,34; teste McNemar). As comparagdes entre os grupos das
proporgdes de animais em cada grupo que mudaram seu padréo de atividade
locomotora sob efeito de etanol também nao revelaram significancia estatistica (D e
P: p=0,60; D e L: p= 1,00; L e P: p= 0,63, teste Fisher).
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FIGURA 29 - CORRELACAO ENTRE AMBULAGAO E CONSUMO: correlagdes de Pearson
entre as médias do consumo de etanol de todos os camundongos nas diferentes fases (A: nas
ultimas quatro semanas de livre escolha; B: na fase de reapresentagdo; C. na fase de
adulteracdo) e a ambulacdo medida na caixa de movimentagdo espontanea apds dose
desafio de etanol (2 g/kg i.p.).
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GRAFICO 8 — REPRESENTAGAO INDIVIDUAL DA AMBULAGAO MEDIDA NA
CAIXA DE MOVIMENTAGAO ESPONTANEA
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NOTA: Representagdo dos valores individuais do numero de ambulagédo na caixa de
movimentacdo espontanea no teste basal (A) e ap6s administragdo aguda de
etanol (2g/kg) para os grupos D, P e L ou salina para o grupo controle (). As
linhas representam: ( - ) média + 2 desvios padrdes e (") média —2 desvios
padrées da ambulacéo para todos os animais dos grupos D, P e L no teste basal.
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5 DISCUSSAO

A respeito do fenémeno da sensibilizacédo, foi demonstrado que diferencas
no padrao de consumo podem interferir com o desenvolvimento da sensibilizagéo ao
efeito estimulante do etanol, porém nao no mesmo sentido proposto pela Teoria da
Sensibilizagdo (ROBINSON; BERRIDGE, 1993, 2000, 2001, 2003), ou seja, 0s
camundongos que apresentaram um perfil de consumidores ‘dependentes’ nao
manifestaram a maior atividade locomotora avaliada sob efeito da dose desafio de
etanol.

No teste com a dose desafio de etanol, cerca de 52% dos camundongos que
foram expostos ao tratamento por livre escolha exibiu aumento da atividade
locomotora em relagdo aos valores médios basais dos animais em geral (limite de
confianga), sendo que desses, 17% eram do grupo com consumo ‘dependente’, 25%
do grupo com consumo ‘leve’ e 58% eram do grupo com consumo ‘pesado’. Dentre
os camundongos do grupo com perfil de consumo ‘dependente’, a maioria (60%) nédo
expressou a sensibilizagdo ao efeito estimulante do etanol. Contudo ndo foram
encontradas diferengas estatisticas na propor¢ao de animais sensibilizados entre os
grupos e também dentro do mesmo grupo, demonstrando que o padrao de consumo
parece ndo estar relacionado com a expressao da sensibilizagdo. Em concordancia
com os dados obtidos no presente trabalho pode-se propor entdo que a
susceptibilidade a sensibilizagdo envolveria caracteristicas individuais responsaveis
por outros aspectos comportamentais e ndo com o de procura pela droga.

Mesmo apresentando a maior média de ambulagéo no teste basal, o grupo
com perfil de consumo ‘dependente’ acabou tendo uma diminuigéo de sua atividade
locomotora quando sob efeito de dose desafio de etanol. A média da atividade
locomotora do grupo de camundongos nado dependentes com consumo ‘pesado’ foi
maior do que a dos demais grupos atingindo significancia em relagdo ao grupo
controle, revelando que o grupo que exibiu a maior resposta ao efeito estimulante do
etanol ndo possuia um comportamento de consumidor ‘dependente’, ao contrario do
que é preconizado pela Teoria da Sensibilizagdo (ROBINSON; BERRIDGE, 2000,
2001, 2003). Além disso, o grupo ‘pesado’ apresentou um perfil ansiogénico em seu

comportamento apos administragido da dose desafio de etanol, manifestado atraves
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de uma diminuigéo significativa no tempo de laténcia do labirinto em cruz elevado,
um aumento significativo no numero de entradas no brago fechado, um aumento no
tempo de permanéncia no brago fechado e uma redugdo no tempo de permanéncia
no brago aberto sendo que para esses dois Uultimos paradmetros nao foi atingida
significancia estatistica. Apesar do grupo controle ter sua locomogao reduzida de
forma significativa no decorrer do experimento pode-se dizer que o aumento
observado na locomogao do grupo com perfil de consumidor ‘pesado’ foi decorrente
da exposigdo aguda ao etanol devido a comparagdo com a média de seu valor
basal.

Tanto a redugcdo no numero de elevagbes como no tempo de autolimpeza
pode ser considerada como um efeito do tempo de exposi¢cdo ao tratamento ou
habituagdo, pois também foram observadas no grupo controle. E conhecido que o
isolamento constitui-se num instrumento para estressar o animal e interfere com
variaveis comportamentais como ansiedade e também com o consumo de etanol
(HEYNE et al.,, 2000). Estudos tém relatado um aumento na densidade dos
receptores dopaminérgicos D; e D; de camundongos apos o isolamento, e isso
poderia explicar as alteragées no comportamento ‘emocional’ do animal, porém esse
efeito parece ser reversivel (SETH, 2003).

A andlise dos coeficientes de correlagdo entre a média do consumo de
etanol (g/kg) nas diferentes fases de tratamento e a atividade locomotora medida no
campo aberto e na caixa de movimentagdo espontanea sob efeito agudo de etanol
mostrou uma auséncia de relagdo entre essas duas grandezas. Mais uma vez, esses
resultados podem indicar que um consumo prévio “abusivo” ou “dependente” de
etanol ndo leva necessariamente a um aumento na atividade locomotora induzida
pelo etanol, sugerindo também que a sensibilizagdo nao esta relacionada com
padrao de consumo.

A complexidade do processo de sensibilizagdo da atividade psicomotora
envolve fatores individuais (CAILHOL, MORMEDE, 1999), ambientais
(ANAGNOSTARAS; SCHALLERT; ROBINSON, 2002), estresse (PIAZZA et al.,
1990; TRZCIOSKA et al., 2002), e também os relacionados a técnica utilizada como
duragdo do tratamento (KAYIR; UZBAY, 2002), doses das drogas (DAVIDSON et
al., 2002). Alguma mudanca nesses fatores pode influenciar a expressao do

comportamento de sensibilizagdo, dificultando ou facilitando essa resposta
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comportamental. Vale ressaltar que mudangas ambientais estariam influenciando
todos os animais em experimentagao.

No grupo com perfil de consumo ‘dependente’ pode ter ocorrido uma
neuroadaptagdo que desenvolveu uma maior motivagdo para consumir etanol, ou
craving, demonstrada pelo desejo persistente pela droga mesmo em condigdes
caracterizadas como sendo aversivas para o animal (consumo sem redugao durante
a adulteragcado). Porém, essa neuroadaptagdo ndo promoveu um aumento da
resposta locomotora do grupo de ‘dependentes’ quando comparado com seu valor
basal e nem uma maior atividade locomotora no teste com dose aguda de etanol
quando comparado com a dos outros grupos. Isto sugere que o consumo
prolongado e abusivo dos animais “dependentes” pode ter modificado sistemas
neurotransmissores relacionados com os efeitos reforgadores do etanol e ndo com a
sensibilizagao ao efeito estimulante.

A auto-administragdo de uma droga leva a alteragdes na neurotransmissao
de determinados centros do cérebro (WOLFFGRAMM; HEYNE, 1995; FADDA;
ROSSETTI, 1998; LITTLETON, 2001). Os centros cerebrais envolvidos com a
formagao do desejo de buscar e usar a droga sao influenciados pela ‘emogéo’ e
controlam determinadas respostas comportamentais, como também motivacionais e
as relacionadas com atividade locomotora. Num estudo de localizagdo de sitios
dopaminérgicos D, por autorradiografia ficou demonstrado que camundongos
sensibilizados ao efeito estimulante do etanol apresentaram aumento de sitios D, em
areas cerebrais relacionadas a atividade locomotora (caudado-putamen), (SOUZA-
FORMIGONI et al., 1999). Porém, nas regides relacionadas com motivagao e
‘emogao’ (nucleo accumbens, bulbo olfatério) nao foram encontradas diferengas.

Analises autorradiograficas com o antagonista do receptor glutamatérgico do
tipo NMDA, dizocilpina, revelaram alteragbes em regides envolvidas com a
motivagdo e formagdo da memoria (nlcleo accumbens e cortex pré-frontal) em
camundongos nao sensibilizados e ndo nos sensibilizados (QUADROS et al., 2002).

Em outro estudo foi verificado que microinjeges de agentes dopaminergicos
(agonistas e antagonistas) no nucleo accumbens ndo alterou o paladar do animal,
sugerindo que a dopamina nao teria um papel na palatabilidade ou componente
afetivo que conduziria ao consumo da droga, mas ao contrario do cogitado pela

Teoria da Sensibilizagdo reduziu o consumo de etanol evidenciando que tal
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neurotransmissor pode nao estar envolvido com a determinacdo do valor do
incentivo pela droga (KACZMAREK; KIEFER, 2000).

Com a insergéao da informatica na area de ciéncias bioldgicas foi criado um
modelo computacional baseado no aprendizado de predizer eventos que seriam
gratificantes e agées baseadas em preferéncias preconcebidas, a fim de avaliar a
Teoria da Sensibilizagédo e o papel da dopamina nesse contexto. Foi encontrado que
a dopamina parece estar envolvida com eventos relacionados com a antecipacao de
uma recompensa e motivagao, no entanto, falhou ao tentar relacionar o padrao de
atividade locomotora e o consumo da droga como descrito pela Teoria (McCLURE;
DAW; MONTAGUE, 2003).

Esses achados corroboram as observagbes obtidas no presente trabalho,
pois demonstra que existem mecanismos centrais diferentes relacionados ao
desenvolvimento de sensibilizagcdo e ao comportamento de procura pela droga

(craving).

No presente trabalho foi possivel caracterizar diferentes padrées de
consumo nos camundongos expostos ao tratamento baseado no paradigma de livre
escolha, bem como, observar aspectos comportamentais que podem estar
contribuindo para o desenvolvimento da dependéncia. Um aspecto importante foi
que o padrao de consumo dos animais considerados “dependentes” se restabeleceu
apos um periodo de abstinéncia ao etanol e se manteve mesmo quando a solugéao
de etanol foi adulterada com quinina assumindo caracteristicas aversivas ao
consumo.

No modelo desenvolvido por WOLFFGRAMM e HEYNE (1995) o tempo de
duracao total do experimento para caracterizar diferentes padroes de consumo era
de um a dois anos, enquanto que no presente trabalho conseguimos distinguir um
perfil de consumo dependente em um periodo de tempo de tratamento bem inferior
(dezenove semanas), sendo também possivel observar que os camundongos
conseguiram desenvolver um padrdo de consumo estavel ao longo do tratamento,
demonstrado pelos coeficientes de correlagéo positivos entre as médias do consumo
de etanol nas diferentes fases do experimento. Além disso, esse modelo permitiu
caracterizar diferentes padrées de consumo (dependente, ndo dependente com alto

e baixo consumo) baseados em diferengas individuais a semelhanga do que se
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observa em humanos. Outra diferenga em relagido ao modelo proposto pelos autores
citados acima foi a utilizagdo de camundongos ao invés de ratos, o que também
contribuiu para a realizagdo de um tratamento em um prazo inferior, visto que o
tempo de vida de um camundongo é menor do que o de um rato.

De acordo com WOLFFGRAMM e colaboradores (2000), a divisdao do
tratamento em quatro fases permite distinguir os diferentes padrées de consumo
possibilitando caracterizar o animal como consumidor “dependente” ou “controlado”.
A fase inicial de tratamento permite que o animal se adapte a presenca constante da
droga e que se inicie uma neuroadaptacédo que irda modular o impulso de consumir a
droga. Durante a maior parte do experimento o animal podera manifestar sua
preferéncia entre o que consumir, constituindo uma caracteristica muito importante
em um modelo de dependéncia, pois permite avaliar se a escolha do animal &
continua ao longo do tempo. Em estudos realizados pelo autor supracitado, foi
observado que a administragdo forgada da droga nao leva a formagao da memoéria
do uso da droga devido a diferenga que cada tratamento exerce sobre a motivagéao
de consumir a droga, e essa memoria € imprescindivel para o desenvolvimento da
dependéncia. Numa situacdo de livre acesso, o animal pode determinar a dose e o
padréo temporal de ingestdo da droga (HEYNE et al., 2000), e esses fatores podem
contribuir para a formagao do comportamento de procura pela droga.

No inicio do presente experimento houve uma grande variabilidade no
consumo das solugdes etilicas ofertadas, sendo que nas ultimas semanas de livre
escolha ja foi possivel observar uma maior estabilidade no padrao de consumo.
Outros autores também demonstraram que durante as primeiras semanas de acesso
a droga ha uma grande variagdo na quantidade da droga auto-administrada pelo
animal, alternando dias de alto consumo com baixo (HEYNE et al., 2000).

Os camundongos exibiram diferentes perfis de consumo, enquanto que
alguns desde o inicio ja demonstravam preferéncia pela solugao etilica, outros sé
vieram a apresentar tal preferéncia apds algumas semanas de tratamento. O mesmo
foi relatado para a preferéncia entre as diferentes solugdes etilicas ofertadas (6% e
10% v/v). Em nenhum momento foi observada uma mudanga abrupta no padréao de
consumo dos camundongos.

A diferenca encontrada no grau de escolha entre ingerir ou ndo a droga,

determina o perfil de consumo do individuo. Na tentativa de se estabelecer uma
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analogia entre os critérios estipulados pela Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders, 4°, (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994) para
diagnosticar um quadro de dependéncia em humanos e o que foi observado no
trabalho atual pode-se ressaltar que o animal que mostrou um perfil de consumidor
“dependente” foi caracterizado: (1) por apresentar preferéncia pelas solugées etilicas
em relagao a agua,; (2) pela perda de controle sobre o consumo de etanol medida
pelo consumo alto e persistente nas fases de reapresentacdo ou adulteracio; (3)
consumo de grandes quantidades por longos periodos; (4) consumo de etanol
mesmo apos a adulteragdo com quinina, que torna as solugdes aversivas, e que
pode ser interpretado como “desejo persistente” pelo etanol.

A transicao entre consumo controlavel e incontrolavel de etanol ocorre pelo
menos em duas etapas: primeiro ha um aumento do desejo pelo etanol, que pode
ser controlado (por exemplo, redu¢ao do consumo quando ha a ocorréncia de algum
estimulo aversivo), e em segundo a perda de controle. A transi¢gdo do consumo
controlado para a fase de aumento da demanda pela droga € demonstrada
claramente em ratos que consomem etanol em um modelo semelhante ao atual
(WOLFFGRAMM et al., 2000).

A variagao entre as médias individuais do consumo de etanol de todos os
animais foi relativamente grande. Isso pode ser interpretado como resultado da
prépria variabilidade individual apresentada pelos camundongos, revelando que a
quantidade de etanol necessaria para induzir uma mudanga neuroadaptativa que

conduziria a diferentes comportamentos de consumo € muito variavel.

Durante a abstinéncia o grupo com perfii de consumidor ‘dependente’
manifestou uma diminuicdo de sua atividade exploratéria ou locomotora no campo
aberto comparada com o valor basal, e também um menor numero de posigoes
esticadas no labirinto em cruz elevado comparado ao dos outros grupos
evidenciando uma reagéo alterada ao medo que pode ser interpretado como a
instalagdo de um quadro de “ansiedade” quando da retirada do etanol (BECKER,
2000). Normalmente, a ambulagdo diminuida no campo aberto é interpretada como
uma reacdo emocional de medo que é considerada analoga a ansiedade
manifestada em humanos (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000) e

que é observada na sindrome de abstinéncia ao etanol. Contudo outros dados da
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literatura descrevem que animais com perfil de “dependente” apresentam um
aumento da locomog¢do durante a sindrome de abstinéncia (ERDEN, 1999;
SPANAGEL; HOLTER, 1999, 2000). Essa divergéncia entre os resultados obtidos
com os demais relatados na literatura pode ser devido a diferengas metodolégicas,
pois os referidos trabalhos realizavam administragao forgada de etanol. Além disso,
€ bem documentado que a manifestacdo dos sintomas ou sinais decorrentes da
abstinéncia etilica sdo modulados por varios fatores como quantidade ingerida da
droga, padrao de exposi¢ao e duragao da exposi¢ao a droga.

Ainda, os sintomas manifestados durante a sindrome de abstinéncia sao em
geral opostas as agbes agudas da droga devido a nova “homeostasia” vigente no
organismo, com base nisso pode-se inferir que essa redugdo da atividade
locomotora poderia ser algo esperado para os animais que consumissem o etanol ja
que o efeito inicial de etanol é tido como estimulante. A manifestagdo da sindrome
de abstinéncia € uma resposta contraria as mudangas homeostasicas ocorridas nos
sistemas que medeiam os efeitos primarios da droga (KOOB; KREEK, 1998).

Outro dado observado em todos os animais do grupo de ‘dependente’ foi o
aumento no consumo de Aagua durante toda essa fase, podendo indicar o
componente psicolégico de um desejo persistente pela droga durante o periodo de
abstinéncia. Esse dado, juntamente com o ultimo critério utilizado para caracterizar
os animais, podem ser resultantes da motivagdo que mantém o comportamento de
procura pela droga. Sintomas de abstinéncia podem n&o ser apenas uma
conseqiiéncia da exposi¢do cronica a droga, mas também podem resultar de uma
ingestdo voluntaria em decorréncia da existéncia de um comportamento de
dependéncia e tais sintomas podem ser separados em psiquicos e fisiologicos
(HEYNE et al., 2000), sendo que a manifestagdo desses ultimos pode nao estar
evidente variando conforme a dose ingerida e a susceptibilidade do individuo aos
efeitos da droga. E dificil avaliar os sinais da sindrome de abstinéncia de etanol em
animais que tiveram livre acesso a droga e mesmo estando presentes esses sinais
ndo sao indicativos de um comportamento de dependéncia. De acordo com Weiss
(2000) a indugdo da sindrome de abstinéncia ndo é suficiente para promover a
ingestao de etanol, pois os animais sujeitos a essa sindrome freqliientemente evitam

0 consumo para aliviar a angustia presente.
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Foi observada uma redugdo do tempo de autolimpeza medido na caixa de
movimentagdo espontdnea em todos os grupos, contrapondo-se ao medido no
campo aberto e a outros trabalhos descritos na literatura (HEYNE et al., 2000) que
relataram um aumento no tempo de autolimpeza. Outro dado observado foi a
redugcdo do numero de elevagbes para todos os grupos, sendo indicio de uma
reducédo da atividade locomotora ou exploratéria do camundongo. Esses resultados
podem ser decorrentes do isolamento ou da habituagdo e ndo do tratamento com
etanol, ja que o grupo controle também apresentou essas mesmas alteragées.

Para alguns autores (HEYNE et al., 2000; WEISS, 2000; LITTLETON, 2001;
ROBERTS et al.,, 2000) a fase de abstinéncia & essencial para que o individuo
manifeste posteriormente o comportamento de dependéncia. A adaptacdo que o
sistema nervoso central passa a sofrer na presenga da droga € abruptamente
interrompida com sua retirada e isso proporciona um novo equilibrio no individuo,
observado através da manifestagéo de sintomas fisicos e psiquicos.

Um dos fatores que contribui para o estabelecimento de dependéncia de
uma droga pode ser evitar os sintomas da abstinéncia (KOOB; LE MOAL, 1997;
KOOB, 2000; KOOB; LE MOAL, 2001). Nessa situagado, o individuo consome mais a
droga para evitar os efeitos ndo prazerosos induzidos pela retirada da droga e que
poderiam representar sintomas relatados em humanos como ansiedade, depressao
e irritabilidade. O alivio desses sintomas, conhecido como reforcador negativo,
parece apresentar um papel de extrema relevancia no comportamento de
dependéncia, tendo em vista que a neuroadaptagdo que se prossegue durante essa
fase estaria mais diretamente relacionada com as recaidas e poderia propiciar a
consolidagdo da memdria do desejo de consumir a droga. Além do mais, pesquisas
tém procurado focar as mudangas persistentes que ocorrem apés o término dos
sinais agudos da abstinéncia de drogas de abuso, com o intuito de avaliar possiveis
alteragdes no sistema nervoso central, que estariam envolvidas no processo de

procura continua pela droga (BAILEY et al., 1998).

Na fase de reapresentagdo foram introduzidas novamente as solugbes
etilicas e os camundongos passaram a consumir o etanol como no inicio do
tratamento. Essa fase, juntamente com a da adulteragao, revelam o comportamento

de procura da droga pelos animais, sendo importante para avaliar o desejo
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duradouro pela droga. A maioria dos camundongos dos grupos com perfil de
consumidor ‘dependente’ e ‘pesado’ ndo manifestou um aumento significativo no
consumo da droga, nem uma maior preferéncia pela solugdo de maior concentragao
(etanol 10%). Para SPANAGEL e HOLTER (1999) esse efeito de privagdo do etanol
manifestado pelo aumento do consumo de etanol apos a fase de abstinéncia € mais
pronunciado na primeira hora de exposi¢cédo a droga e depois se estabiliza. Como no
presente trabalho o consumo de etanol era medido a cada dois dias, esse efeito
inicial manifestado nas primeiras horas pode ter sido mascarado pelo consumo total.
Segundo WOLFFGRAMM e colaboradores (2000) esse efeito estda mais relacionado
com o consumo controlado do que com a dependéncia, sendo o mesmo transitério
desaparecendo ap6s um curto periodo de tempo enquanto que o comportamento

“aditivo” seria duradouro e persistiria mesmo sob condi¢ées aversivas.

Na fase de adulteragao, primordial para classificar os animais de acordo com
seu padrao individual de consumo, as solugdes etilicas foram acrescidas de quinina
para deixar o sabor amargo. Em estudos realizados por WOLFFGRAMM e
colaboradores (2000) foi observado que o consumo de uma solugdo que contém
apenas quinina €& altamente reduzido, mas na presenga do etanol os animais
dependentes ndo reduzem o consumo da solugdo adulterada. Segundo esses
autores essa fase perfaz um modelo animal de craving e reflete a motivagao para
procurar a droga nos animais com comportamento de dependente, assim como nos
consumidores controlados. A quantidade da droga ingerida apesar do estimulo
aversivo pode ser considerada como um indice da dificuldade em parar o uso da
droga (HEYNE et al., 2000). Portanto, o critério mais importante para considerar o
animal como dependente, no presente trabalho, foi a ndo redugdo do consumo de
etanol nas fases de reapresentagdo e adulteragdo em relagdo ao seu proprio
consumo prévio, sugestivo de “procura” pela droga ou craving (ANTON, 1999).

A dose escolhida para adulterar o sabor foi de 0,005g/L com base nos testes
realizados para avaliar o grau de aversividade para as concentragdes testadas que
variaram de 0,001g/L a 0,05g/L de cloridrato de quinina. Na literatura encontra-se a
dose de 0,1g/L de quinina empregada para ratos (SPANAGEL; HOLTER, 1999;
ERAVCI et al., 1999;: WOLFFGRAMM et al., 2000), porém essa dose se mostrou

muito aversiva para os camundongos reduzindo drasticamente o consumo das
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solugdes etilicas (PIGATTO, 2002), ja que a auto-administragao oral é influenciada
por muitas variaveis nao farmacolégicas, incluindo gosto e paladar (CUNNINGHAM;
FIDLER; HILL, 2000).

O reforgo positivo da droga, demonstrado pelos efeitos prazerosos
(recompensa, euforia) exercidos sobre a mente, representa outro importante fator
contribuinte para o consumo do etanol. As propriedades de refor¢o das drogas de
abuso sao vistas como o principal fator que leva ao comportamento inicial de procura
da droga e ao subseqiiente estado de dependéncia (ROBERTS; KOOB, 1997,
BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000).

Tanto fatores ambientais (agrupamento ou isolamento social), como
caracteristicas individuais (agressividade, subordinagédo, genoétipo, sexo) exercem
consideravel influéncia sobre a motivagdo para consumir a droga (HEYNE;
WOLFFGRAMM, 1998; SLUYTER et al., 2000; LYNCH; ROTH; CARROLL, 2002).
De qualquer forma, pode-se observar com os resultados observados nesse trabalho
que a resposta comportamental do individuo frente ao uso de uma droga
psicotropica pode ser tomada como conseqiéncia da avaliagdo do “beneficio
emocional” que a droga €& capaz de promover. Contudo, a valorizagdo desse
“beneficio” é variada e prediz a perda de controle sobre o consumo da droga,
resultando em uma escolha modulada tanto pelos efeitos reforgadores positivos

quanto negativos da droga.

A respeito da avaliagdo comportamental antes do inicio do tratamento.
denominada de basal, pode-se ver que os animais do grupo com perfil de
consumidor ‘dependente’ expressaram um componente de ansiedade através do
maior tempo de permanéncia na area central do labirinto em cruz elevado e também
uma maior atividade exploratéria no campo aberto. Isso sugere que talvez esse
comportamento pré-existente no animal possa ter contribuido para a motivagéao de
consumir a droga na tentativa de amenizar um estado ansioso pré-existente, ou pela
maior motivacao na procura dos efeitos reforcadores positivos e negativos da droga.

Tem se proposto que a ansiedade pode ser um fator contribuinte para o
inicio do consumo de etanol, por reduzir a tensdo em ansiosos ou em organismos
estressados (SPANAGEL et al., 1995), porém em linhagens de ratos selecionados

para ansiedade foi mostrado que essa relagdo pode nao ocorrer necessariamente
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(HENNIGER et al., 2002). Em humanos a procura pelo etanol pode ser feita para
amenizar sintomas relacionados a transtornos psiquiatricos pré-existentes como
transtornos de ansiedade, de humor e de personalidade, ou decorrentes do uso
crénico (WEISS, 2000; U. S. CONGRESS ON ALCOHOL AND HEALTH, 2000).

Embora os resultados do presente trabalho possam contribuir para o estudo
da dependéncia, ainda se faz necessario o desenvolvimento de mais estudos do
comportamento da dependéncia das drogas. Assim, a analise de outros aspectos
comportamentais relacionados com esse transtorno e também o estabelecimento de
uma relagdo com o0s mecanismos neurobiolégicos responsaveis por tal
neuroadaptagdo seria de grande valia e imprescindiveis para o esclarecimento das

causas de um comportamento tdo complexo.
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6 CONCLUSAO

Ao contrario do que a Teoria da Sensibilizagdo estabelece o padrao de
consumo ‘dependente’ pareceu néo induzir um aumento da atividade locomotora em
resposta a administracdo aguda de etanol quando comparado com os outros
padrbes de consumo, sugerindo mecanismos neuronais diferentes envolvidos na
motivacdo para o desejo de consumir etanol e os da sensibilizagdo ao etanol. Os
animais nao dependentes com consumo ‘pesado’ desenvolveram a neuroadaptagéo
expressa como sensibilizacao locomotora, pois manifestaram a maior locomogao
apos dose aguda de etanol. Isso levanta a hipétese de que a sensibilizagdao poderia
consistir de um fenémeno independente ao desenvolvimento de dependéncia e nao

predisponente como estipula a Teoria da Sensibilizagao.

Em relagdo ao modelo, foi possivel caracterizar diferentes padroes de
consumo entre os camundongos expostos ao paradigma de livre escolha realizado
em um curto periodo de tempo.

Os animais com perfil de consumidor ‘dependente’ apresentaram uma
neuroadaptacdo, manifestada como craving, demonstrada através de sua
preferéncia pelo etanol e consumo continuado mesmo em situagdes aversivas. Esse
grupo também apresentou um perfil ansiogénico durante a abstinéncia de etanol,
manifestado através da alteragcdo em sua atividade locomotora e resposta ao medo.
Além disso, esse grupo mostrou um comportamento sugestivo de ansiedade anterior
ao tratamento, expondo a existéncia de um possivel componente psicobiolégico que
poderia contribuir para a motivagao ou desejo de consumir a droga. Isso & sugestivo
de que os efeitos reforgadores positivos e negativos podem ter exercido alguma
influéncia sobre o comportamento de procura pela droga, contribuindo assim para a

manutencgao desse comportamento.
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APENDICE 1 - AVALIAGAO DA AVERSIVIDADE AO SABOR DE QUININA

A média dos pesos dos animais nos dois grupos nao diferiu entre si nas duas
ocasibes em que foram medidas (t-= 0,09 e tx= -0,43, p>0,05; teste t
independente). E, em ambos os grupos, os animais demonstraram aumento de peso
significativo no transcorrer do experimento (Grupo 1: t= -3,31, p<0,01; Grupo 2: t= -
7,48, p<0,0001; teste t dependente).

A exposicdo a essas concentragdes de quinina nao alterou a média da
ingestao total de liquido dos animais, exceto na concentragao de 0,05g/L (t= -3,81,
p<0,01, teste t dependente) que elevou a média de consumo de liquidos quando
comparado com o consumo de agua durante o periodo de ‘limpeza’. Foi observada
que apenas nessa concentragao (0,05g/L) nao houve redugao significativa da média

do consumo de agua do grupo enquanto o mesmo tinha acesso as solugoes.
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APENDICE 2 — ANALISE DOS PESOS POR GRUPO

O grupo P apresentou um peso significativamente menor do que o do grupo
L nas primeiras nove semanas do experimento, sendo que na terceira semana
também foi inferior a média do peso dos demais grupos (F(3,30)= 3,02, p<0,05;
F22(3,30)= 4,15, p<0,01; F3:(3,30)= 7,75, p<0,001; F4(3,30)= 7,61, p<0,001;
Fs(3,30)= 6,79, p<0,001; Fe(3,30)= 5,00, p<0,001; F#(3,30)= 3,69, p<0,05;
Fg(3,30)= 3,39, p<0,05; Fqe(3,30)= 2,97, p<0,05). A média do peso dos animais do
grupo D foi significativamente menor nas primeiras duas semanas do experimento
em relagdo as semanas subsequentes (Fp(19,95)= 8,73, p<0,0001). Para os grupos
P, L e C houve um aumento progressivo do peso ao longo das semanas de
tratamento (Fp(19,190)= 39,89; F (19,114)= 47,18; F(19,171)= 45,31, p<0,0001).
Também foi observada uma interagédo entre o tratamento e grupo (F(57,570)=1,55,
p<0,01), (grafico 1).

GRAFICO 1 - PESO POR GRUPO
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NOTA: média + ep dos pesos corporais para cada semana de tratamento (abs: fase de
abstinéncia; reap: fase de reapresentagao; ad: fase de adulteragdo). *(p<0,05,
ANOVA seguido de Newman-Keuls).
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APENDICE 3 - ANALISES COMPORTAMENTAIS |
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TABELA 01 — COMPARACOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS PARAMETRICAS MEDIDAS NO LABIRINTO
EM CRUZ ELEVADO (continua)

Variavel | Grupos | Basal' | F4(3,30) | Abstinéncia’ t, F(3,30) Teste Agudo”’ t, F1(3,29)

D 13+1,2 8%+ 0,7 4,24 p=0,008 12+1,9 0 p=1,00

P 11+£1,0 1,06 9+09 0,95 p=0,36 0,16 10116 0,39 p=0,70 0,61
LCE-EA L 9+20 | p=0,38 9+0,8 0,53 p= 0,61 p=0,92 7+34 0,49 p=064 | p=0,61

c 11+0,9 8+17 1,49 p=0,17 9+16 0,64 p=0,54

D 115+ 5,4 95+7,9 1,66 p=0,16 117 £ 15,2 -0,36 p=0,74

P 121+88| 069 109+ 7,6 1,06 p=0,31 1,06 95+ 10,8 1,94 p=0,08 0,69
LCE-TA L 115+9,0 | p=0,55 107 + 13,1 0,51 p=0,62 p= 0,38 107 23,3 0,31 p=0,76 p= 0,57

C 107 +5,8 86+ 13,9 1,79 p=0,11 86+ 12,8 1,71 p=0,12

D 5+0,6 4+06 1,40 p=0,22 9+3,0 -1,19 p=0,30

P 4+0,7 1,53 4+0,5 0,25 p=0,81 0,36 12+ 21 -3,84 p= 0,003 178
LCE-EF L 4+06 | p=023 510 2069 p=052 | p=0,78 10£3,9 A57 p=017 | p=017

o 5+0,5 4*+073 2,71 p=0,02 5+0,9 0,6 p=0,57

D 37+56 51472 -1,63 p=0,16 46 + 13,7 0,25 p=0,81

P 41+8,9 0,49 46+ 49 -0,49 p=0,64 1,46 67 £10,0 -1,91 p=10,09 0,39
LCE-TF L 43+77 | p=070 | 39:83 030 p=0,77 | p=024 52 20,8 040 p=070 | p=076

C 50+5,3 63+ 11,6 -1,52 p=0,16 60+ 11,0 -0,87 p= 0,41

D 1+04 1404 -1,58 p=0,17 1+£0,6 0,56 p=0,61

P 1+0,4 174 5+27 -1,72 p=0,12 0,51 0o* 2,52 p=0,03 2,45
LCE-TL L 4%19 | p=018 5+45 030 p=078 | p=068 626 040 p=055 | p=0,08

C 3+12 7+28 -0,99 p=0,35 5+23 0,8 p=0,44

D 27 +36 32+95 -0,42 p=0,69 16 + 3,1 1,78 p=0,15

P 17+21 3,56 20+ 3,6 -0,90 p=0,39 0,99 18+1,8 -0,50 p=0,63 3,26
LCE-TM L 18424 | p=003 | 28:48 220 p=007 | p=041 14£38 062 p=056 | p=0,04

o} 20+1,3 24+43 -1,04 p=0,32 29+50 -1,92 p=0,09

NOTA: 'média + ep das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e apos dose aguda de
etanol (Teste Agudo): (LCE: labirinto em cruz elevado; EL: numero de elevagdes; TL: tempo de laténcia; EA: nimero de entrada no brago aberto; TA:
tempo de permanéncia no brago aberto; EF: nimero de entrada no brago fechado; TF: tempo de permanéncia no brago fechado; TM: tempo no meio; f:
brago fechado). t,: comparagéo entre o teste basal e abstinéncia; t,: comparagéo entre o teste basal e teste agudo com etanol; Fy: comparagéo entre os
grupos durante o teste basal; F,: comparagao entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; F3: comparagéo entre os grupos durante o teste agudo
com etanol. *diferenga no mesmo grupo (p<0,05, teste t dependente) ‘diferenca entre os grupos (p<0,05, ANOVA, Newmann-Keuls)
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TABELA 01 — COMPARAGOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS PARAMETRICAS MEDIDAS NO LABIRINTO

EM CRUZ ELEVADO
Variavel | Grupos Basal’ F,(3,30) | Abstinéncia’ t F2(3,30) Teste Agudo’ t, F3(3,29)
D - 3+1,0 - - -
P - 4+09 - 0,25 - -
LCE- EL L ] - 5+1.9 ] p= 0,86 - - )
C - 5+13 - - -

NOTA: Ymédia + ep das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e ap6s dose aguda de
etanol (Teste Agudo): (LCE: labirinto em cruz elevado; EL: nimero de elevagdes; TL: tempo de laténcia; EA: nimero de entrada no brago aberto; TA:
tempo de permanéncia no brago aberto; EF: numero de entrada no brago fechado; TF: tempo de permanéncia no brago fechado; TM: tempo no meio; f:
brago fechado). t;: comparagéo entre o teste basal e abstinéncia; t,: comparagéo entre o teste basal e teste agudo com etanol; F,: comparag&o entre os
grupos durante o teste basal; F,: comparagao entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; F;: comparagéo entre os grupos durante o teste agudo
com etanol. dlfereng:a no mesmo grupo (p<0,05, teste t dependente) dlferenc;a entre os grupos (p<0,05, ANOVA, Newmann-Keuls)
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TABELA 02 - COMPARAGCOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS NAO PARAMETRICAS MEDIDAS NO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Variavel | Grupos | Basal® | H,(3,34) | Abstinéncia" Z, H,(3,34) Teste Agudo™ Z, H(3,33)
D - 2+10 - - N
P - 3+17,0 - 4,71 - -
LCE- ES L _ - 1+20 - p= 0,19 - - )
Cc - 3+£8,0 - - -
D - 0*+1,0 - - -
P - 0£2,0 - 11,31 - -
LCE-PE,| | ; ] 1£3,0 - p=10,01 - - ]
C - 2+0 - - -
D - 0+0 - - -
P - 0£0 - 1,55 - -
LCE-AL | | ) - 040 ; p= 0,67 - - )
C - 00 - - .
D - 120 - - -
P 0+1 - 4,10 - -
LCE- PE; L ) - 01 _ p= 0,25 _ _ -
C - 0+0 - - -
D 0 - - 0+0 -
P 0 6,27 - - 0+1 0,31 p=0,70 1.47
LCE-DEF L 1£2 | p=0,10 . - ) 01 0,84 p= 0,40 p= 0,69
G B : . 0+0 0,13 p=0,89

NOTA: "mediana * quartil das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e apos dose
aguda de etanol (Teste Agudo): (LCE: labirinto em cruz elevado; EL: nimero de elevagdes; AL: tempo de autolimpeza; ES: nimero de espreitas; a:
brago aberto; f: brago fechado; PE: posi¢éo esticada). Z,: comparagéo entre o teste basal e abstinéncia; Z,: comparagio entre o teste basal e teste
agudo com etanol; Hy: comparagao entre os grupos durante o teste basal; H,: comparagéo entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; Hj:
comparagao entre os grupos durante o teste agudo com etanol. *diferenga no mesmo grupo (p<0,05, teste Wilcoxon) ‘diferenga entre os grupos (p<0,05,

teste de Kruskal-Wallis)
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TABELA 03 — COMPARACOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS PARAMETRICAS MEDIDAS NO CAMPO

ABERTO
Variavel | Grupos Basal F4(3,30) | Abstinéncia’ T, F,(3,30) Teste Agudo’ t, F3(3,29)
D 90+6,6 57°+8,2 5,27 p= 0,003 90+21,0 -0,21 p=0,85
CAAMB P 77+6,0 | 095 6772 1,91 p=0,08 1,17 126+ 13,8 -4,3 p=0,002 5.41
L 75+7,7 | p=043 82+ 126 -0,50 p=0,63 p= 0,34 106 + 16,6 -1,75 p=0,13 p= 0,01
C 76 %52 63+7,1 1,47 p=0,18 58+6,9 1,86 p=0,10
D 17 +£5,0 5% +3,1 5,04 p= 0,004 o* 3,72 p=0,02
P 21+47 0,21 13+£3.2 2,15 p=0,06 268 7*+26 3,08 p=0,01 1,94
CA-EL L 23+40 | p=089 | 19+48 063 p=055 | p=006 2413 525 p=0,002 | p=0,14
c 20+ 3,8 11*+£2,0 2,72 p=0,02 7*+22 3,90 p=0,003
D - - - 0 -
P - - - 2+06 - 0,64
CA-TPT L i - i i - 0 i b= 0,59
C - - - 0 -

NOTA: 'média + ep das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e apds dose aguda de
etanol (Teste Agudo): (CA: campo aberto; AMB: nimero de ambulagdo; EL: numero de elevagdes; TPT: tempo parado total). t,;: comparagéo entre o
teste basal e abstinéncia; t,: comparagédo entre o teste basal e teste agudo com etanol; Fy: comparagéo entre os grupos durante o teste basal; F,:
comparag&o entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; F,: comparagao entre os grupos durante o teste agudo com etanol. dlferenga no mesmo

grupo (p<0,05, teste t dependente) ‘diferenga entre os grupos (p<0,05, ANOVA, Newman- -Keuls)
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TABELA 04 — COMPARACOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS NAO PARAMETRICAS MEDIDAS NO

CAMPO ABERTO
Variavel | Grupos | Basal" H4(3,34) | Abstinéncia Z, H(3,34) Teste Agudo™ Z; H3(3,33)
D 1420 - - 0+2,0 0,53 p=0,59
P 0+£1,0 4,28 - - 0£2,0 1,18 p=10,24 0,41
CA-DEF L 1220 | p=023 } . - 01,0 0,94 p=0,34 | p=0,94
C 1420 - - 0+2 0,98 p=0,33
D 0+0 3+6,0 1,60 p=0,11 0+9,0 1,07 p=0,28
CAAL P 0+0 0,98 0+£5,0 1,15 p=0,25 1,04 0+10,0 1,83 p=0,07 1.49
L 0+20 | p=0,80 030 0,40 p=0,69 p= 0,39 0+0 - p= 0,68
o] 0+0 4460 1,35 p=0,18 0+5,0 1,46 p=0,14
D 4+20 6 +48 1,35 p=0,18 20%20 0,13 p=0,89
P 3£20 5,27 10+12 1,33 p=0,18 0,23 20+£50 0,06 p=10,95 1,34
CA-TL L 3+70 | p=0,15 545 101 p=031 | p=097 20480 0 p=0.10 p=0.72
o] 6+7,0 5+12 0,77 p=0,44 30+1,0 1,89 p=0,06
D - 0+4,0 - - -
) - 3+£3,0 - 1,63 - -
CA-PE L - ) 1+2,0 - p= 0,65 - - )
C - 1+4,0 - - -
D - 0+0 - - -
P - 1430 - 7,01 - -
CA-PE, L - ) 0+£1,0 - p= 0,07 - - )
c - 0+£1,0 - - -

NOTA: "mediana * quartil das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e apés dose
aguda de etanol (Teste Agudo): (CA: campo aberto; AL: tempo de autolimpeza; TL: tempo de laténcia; ES: numero de espreitas; PE: posigcéo esticada;
comparagao entre o teste basal e abstinéncia; Z,: comparagéo entre o teste basal e teste agudo com etanol; Hy: comparagao
entre os grupos durante o teste basal, H,: comparagéo entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; Hs: comparagéo entre os grupos durante o
teste agudo com etanol. dlferenga no mesmo grupo (p<0,05, teste Wilcoxon) “diferenca entre os grupos (p<0,05, teste Kruskal-Wallis)

c: centro; p: periferia). Z,: ¢
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TABELA 05 - COMPARAQOE§ ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS PARAMETRICAS MEDIDAS NA CAIXA DE
MOVIMENTACAO ESPONTANEA

Variavel | Grupos | Basal' | F,(3,30) | Abstinéncia’ ty F,(3,30) Teste Agudo’ t, F3(3,29)
D 3250 33+4,1 -0,05 p=0,96 49+ 15,0 -0,87 p=0,43
CMEAMB P 3125 1,95 30+29 -0,30 p=0,77 1,18 61*+£6,2 -4,02 p= 0,002 3,45
L 40+39 | p=0,14 38+2,9 0,43 p=0,69 p=0,33 551 12,8 -1,29 p=0,25 p=0,03
C 37+17 35+27 1,09 p=0,30 29*+2,5 3,52 p= 0,006
D 1427 3+12 2,07 p=0,09 4727 3,22 p=0,03
CME-EL P 16+2,2 0,72 12¥+£27 2,96 p=0,01 0,79 9:1 2,6 2,56 p=0,03 165
L 1632 | p=0,55 10+3,1 2,39 p=0,05 p= 0,51 3F+18 4,35 p=0,005 p=0,20
C 2029 12+1,6 2,00 p=0,08 7*+15 3,71 p=0,005
D - - - 0 -
P - - - 1+£0,9 - 0,44
CME-TPT L i - i i - 0 ] p=0,73
C - - - 0 -

NOTA: 'média * ep das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e ap6s dose aguda de
etanol (Teste Agudo): (CME: caixa de movimentagéo espontanea; AMB: numero de ambulagéo; EL: numero de elevagdes; TPT: tempo parado total).
t;: comparagao entre o teste basal e abstinéncia; t,: comparagéo entre o teste basal e teste agudo com etanol; F1: comparagao entre os grupos durante
o teste basal; F,: comparagdo entre os grupos durante o periodo de abstinéncia; F;: comparagdo entre os grupos durante o teste agudo com etanol.

”diferenga no mesmo grupo (p<0,05, teste t dependente) "diferenca entre os grupos (p<0,05, ANOVA, Newman-Keuls)
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TABELA 06 — COMPARACOES ENTRE AS VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS NAO PARAMETRICAS MEDIDAS NA CAIXA

DE MOVIMENTACAO ESPONTANEA

Variavel | Grupos Basal" H4(3,34) Abstinéncia" Z, H2(3,34) Teste Agudo” Z, H3(3,33)
D 12490 4+50 1,99 p=0,05 11+ 14 0,40 p=0,69
CME-AL P 14+50 3,28 4 +50 2,80 p=0,005 0,74 0+£8,0 1,96 p=0,05 158
L 9+10,0 | p=0,35 350 1,89 p=0,06 p= 0,86 0+10,0 1,99 p=0,05 p= 0,66
o 10 + 8,0 3*+6,0 2,29 p=0,02 2*+50 2,45 p=0,01
D 1430 - - 1+£2,0 0,81 p=0,42
P 0+£3,0 0,15 - - 1+£20 0,07 p=0,94 1,04
CME-DEF L 1+20 | p=098 - - ) 1£1,0 0,27 p=0,79 p= 0,79
c 0£20 - - 0£20 0,34 p=0,73

NOTA: "mediana + quartil das variaveis comportamentais medidas durante o teste basal (Basal), periodo de abstinéncia (Abstinéncia) e ap6s dose
aguda de etanol (Teste Agudo): (CME: caixa de movimentagcdo espontanea; AL: tempo de autolimpeza). Z,: comparagao entre o teste basal e
abstinéncia; Z,: comparagao entre o teste basal e teste agudo com etanol; Hy: comparagéo entre os grupos durante o teste basal; H,: comparacao entre
os grupos durante o periodo de abstinéncia; Hs: comparagéo entre os grupos durante o teste agudo com etanol. *diferenga no mesmo grupo (p<0,05,
teste de Wllcoxon) “diferenca entre os grupos (p<0,05, teste de Kruskal-Wallis)
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APENDICE 4 — ANALISES COMPORTAMENTAIS I

Atividade locomotora e exploratdria

No campo aberto o grupo P apresentou um aumento significativo na
ambulagéo durante o teste com dose desafio de etanol comparando-se com os
testes anteriores (Fp(2,20)= 20,39, p<0,0001, ANOVA com repeticées seguido de
Newman-Keuls), (figura 1A). O Grupo D mostrou uma redugdo na ambulagao
durante a abstinéncia comparando-se com os demais testes (Fp(2,8)= 3,31, p=0,09,
ANOVA com repeticdes). Todos os grupos revelaram uma redugao significativa no
numero de elevagbes ao longo dos testes comportamentais (Fp(2,8)= 12,96;
Fp(2,20)= 6,16; F(2,12)= 9,96; Fc(2,18)= 8,44, p<0,01, ANOVA com repetigdes
seguido de Newman-Keuls), (figura 1B).

Na caixa de movimentagao espontanea o grupo P apresentou um aumento
significativo na ambulagdo obtida no teste com dose desafio aguda de etanol
comparando-se com os testes anteriores, ja o grupo controle mostrou uma reducao
significativa em sua ambulagédo durante esse mesmo teste comparando-se com os
demais testes (Fp(2,20)= 13,28; F¢c(2,18)= 7,29, p<0,01, ANOVA com repetigcdes
seguido de Newman-Keuls), (figura 2A). Em relagdo ao numero de elevagdes foi
observado o mesmo perfil do encontrado no teste no campo aberto (Fp(2,8)= 4,91,
Fp(2,20)= 3,84; F1(2,12)= 8,47; Fc(2,18)= 8,14, p<0,05, ANOVA com repetigcdes
seguido de Newman-Keuls), (figura 2B). Os grupos P e C reduziram
significativamente seu tempo de autolimpeza durante o teste com dose desafio
aguda de etanol em relagao aos testes anteriores (sz(11,2)= 10,33; xzc(10,2)=
10,32, p<0,01, Friedman ANOVA).
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Campo aberto
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FIGURA 1 — ATIVIDADE LOCOMOTORA E EXPLORATORIA NO CAMPO ABERTO: média + erro
padrdo da ambulagéo (A) e nimero de elevagbes (B) para os grupos durante o teste basal (BASAL),
na abstinéncia (ABS) e ap6s administragdo de dose desafio aguda de etanol (AGUDO). * diferenga no
grupo P em relagdo aos testes anteriores (p<0,05, ANOVA com repeticées seguido de Newman-
Keuls). * diferenga no grupo C e D em relag&o aos demais testes (p<0,05, ANOVA com repetigdes
seguido de Newman-Keuls). ° diferenga no grupo L em relagdo aos demais testes (p<0,05, ANOVA
com repeticbes seguido de Newman-Keuls). § diferenga no grupo P em relagdo ao teste basal
(p<0,05, ANOVA com repeti¢cdes seguido de Newman-Keuls).
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FIGURA 2 — ATIVIDADE LOCOMOTORA E EXPLORATORIA NA CAIXA DE MOVIMENTAGCAO
ESPONTANEA: média + erro padrao da ambulagdo (A) e numero de elevagdes (B), mediana + quartil
do tempo de autolimpeza (C) para os grupos durante o teste basal (BASAL), na abstinéncia (ABS) e
ap6s administragdo de dose desafio aguda de etanol (AGUDO). * diferenga no grupo P e C em
relagdo aos testes anteriores (p<0,05, ANOVA com repeticbes seguido de Newman-Keuls).
* diferenca no grupo P e D em relag8o ao teste basal (p<0,05,” ANOVA com repeticdes seguido de
Newman-Keuls). ° diferenga no grupo L e C em relagdo aos demais testes (p<0,05, ANOVA com
repeticoes seguido de Newman-Keuls). &diferenga no grupo P e C em relagdo aos testes anteriores
(p<0,05, Friedman ANOVA)
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O grupo D apresentou uma redugao significativa no nimero de entradas no
brago aberto do labirinto em cruz elevado durante a abstinéncia comparando-se com
o teste basal (para comparagdes post hoc entre os testes na abstinéncia e apés
dose desafio de etanol p= 0,07), (figura 3A). O grupo P apresentou um aumento
significativo no nimero de entradas no brago fechado durante o teste com dose
desafio de etanol em relagdo aos testes anteriores (Fp(2,8)= 4,45, p<0,05; Fp(2,20)=
14,62, p<0,0001, ANOVA com repeticdes seguido de Newman-Keuls), (figura 3B).

Labirinto em cruz elevado
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FIGURA 3 - ATIVIDADE LOCOMOTORA E EXPLORATORIA NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO:
média + erro padrao do numero de entradas no brago aberto (A) e brago fechado (B) para cada grupo
durante o teste basal (BASAL), na abstinéncia (ABS) e ap6s administragéo de dose desafio aguda de
etanol (AGUDO). * diferenga no grupo P em relag&o aos testes anteriores (p<0,05, ANOVA com
repeticbes seguido de Newman-Keuls). * diferenga no grupo D em relagdo ao teste basal (p<0,05,
ANOVA com repeti¢cdes seguido de Newman-Keuls).
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Reacao ao medo
O grupo P apresentou um aumento significativo no tempo de laténcia no

labirinto em cruz elevado durante a abstinéncia em relagcao ao teste basal (Fp(2,20)=
3,51, p<0,05, ANOVA com repeti¢des seguido de Newman-Keuls; para comparagoes
post hoc entre os testes na abstinéncia e apés dose desafio de etanol p= 0,06),
(figura 4C). Esse grupo também aumentou seu tempo no brago fechado do labirinto
em cruz elevado durante o teste com dose desafio de etanol (Fp(2,20)= 2,82,
p=0,08, ANOVA com repeticdes seguido de Newman-Keuls). Durante a abstinéncia
o grupo L mostrou um aumento significativo no tempo no meio do labirinto em cruz
elevado comparando-se com o obtido nos teste com dose desafio de etanol
(FL(2,12)= 4,31, p<0,05, ANOVA com repeticdes seguido de Newman-Keuls; para
comparagées post hoc entre os testes na abstinéncia e teste basal p= 0,06), (figura
4D).

Para as comparagdes entre as variaveis medidas no campo aberto nao
foram encontradas diferengas significativas apos analises com Friedman ANOVA e
(figura 5A e 5B).
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Labirinto em cruz elevado
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FIGURA 4 — REACAO DE MEDO NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO: média + erro padréo do
tempo de permanéncia no brago aberto (A), no brago fechado (B), de laténcia (C) e no meio do
aparelho (D) para os grupos testados sem droga durante o teste basal (BASAL) e abstinéncia (ABS) e
ap6s administragdo de dose desafio aguda de etanol (AGUDO).  * diferenga no grupo P em relagéo
ao teste basal (p<0,05, ANOVA com repeticdo seguido de Newman-Keuls). * diferenga no grupo L em
relagdo ao teste com dose desafio de etanol (p<0,05, ANOVA com repeticdo seguido de Newman-
Keuls).
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Campo aberto
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FIGURA 5 - REACAO DE MEDO NO CAMPO ABERTO: mediana * quartil do tempo de laténcia (A) e
de autolimpeza (B) para os grupos durante o teste basal (BASAL), abstinéncia (ABS) e apds
administracdo de dose desafio aguda de etanol (AGUDO).



