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"Nasceste no lar que precisavas,
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RESUMO

A complexa etiologia da dependéncia ao etanol envolve alteragdes em varios
sistemas de neurotransmissdo. Os efeitos estimulantes e ansioliticos do
etanol tém sido relacionados as suas propriedades de recompensa, bem
como ao desenvolvimento da dependéncia. A sensibilizagdo ao efeito
estimulante do etanol em animais pode estar associada ao aumento do
efeito reforcador do etanol. O sistema serotonérgico esté relacionado com
alguns transtornos psiquiatricos e também se sugere uma influéncia no
abuso e dependéncia ao etanol. O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar
e comparar aguda e cronicamente as agdes da fluoxetina e paroxetina,
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), sobre os efeitos
estimulante e ansiolitico do etanol em camundongos Albinos suicos machos.
O segundo objetivo foi avaliar se os efeitos das neuroadaptagdes causadas
pelo tratamento cronico com fluoxetina e paroxetina sao substituidos pelo
etanol, assim como, se os efeitos das neuroadaptagbes causadas pelo
etanol sdo substituidos pela fluoxetina e pela paroxetina. A associagao dos
ISRS ao etanol, cronicamente potencializou o desenvolvimento de
sensibilizacdo ao efeito estimulante do etanol, de forma dose dependente.
As neuroadaptagdes provocadas pelos ISRS no experimento de substituicdo
facilitaram o desenvolvimento de sensibilizagdo ao efeito estimulante
locomotor do etanol, mas as neuroadaptagdes provocadas pelo etanol n&o
foram substituidas por fluoxetina ou paroxetina. A administracdo de 10
mg/kg de fluoxetina, concomitantemente ao etanol, antagonizou o efeito
ansiolitico deste, mas o mesmo nao aconteceu com paroxetina ou doses
menores de fluoxetina. Por outro lado, os mecanismos ansioliticos do etanol
ndo sofreram interferéncia da agdo aguda ou crénica da fluoxetina ou da
paroxetina, no tratamento de substituicdo. O tratamento cronico somente

com fluoxetina levou a um comportamento ansiogénico.

Palavras-chave: etanol, sensibilizacdo, camundongo, fluoxetina, paroxetina,
propriedades reforcadoras.



ABSTRACT

The complex etiology of ethanol addiction involves alterations in many
neurotransmission systems. The stimulant and anxiolytic effects of ethanol
have been associated to its reward properties as well as to the development
of addiction. The sensitization to the stimulant effect of ethanol in animals
may be related to the increase of its reward effect. The serotonergic system
is associated with some psychiatric disorders and it also seems to play a role
in ethanol abuse and addiction. The aim of this study was to evaluate and
compare the acute and chronic effects of the selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRI), fluoxetine and paroxetine, on the stimulant and anxiolytic
effects of ethanol in male Swiss mice. In addition, it was evaluated whether
the effects of the neuroadaptations induced by the chronic treatment with
fluoxetine and paroxetine can be substituted by ethanol and the opposite,
whether the effects of the neuroadaptation induced by the chronic treatment
with ethanol can be replaced by fluoxetine or paroxetine. The association of
SSRIs with ethanol in a chronic treatment potentiated the development of
sensitization to the stimulant effect of ethanol in a dose-dependent
relationship. The neuroadaptations promoted by the SSRIs facilitated the
development of sensitization but the opposite was not true: the
neuroadaptations induced by ethanol could not be substituted by fluoxetine
or paroxetine. The co-administration of 10 mg/kg fluoxetine and ethanol
antagonized the anxiolytic effect of ethanol but this effect was not observed
when paroxetine was co-administered with ethanol or lower doses of
fluoxetine were used. On the other hand, the acute or chronic treatment with
fluoxetine or paroxetine did not interfere on the anxiolytic mechanisms of
ethanol in the substitution experiment. The chronic treatment with fluoxetine
only led to a anxiogenic behavior

Keywords® ethanol, sensitization, mouse, fluoxetine, paroxetine, reward
properties.
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1 INTRODUGAO

A dependéncia ao alcool, ou alcoolismo &€ um dos maiores problemas
de saude publica no mundo atingindo 10% da populagdo mundial
(VAILLANT, 2002). Esse transtorno envolve frequentemente ndo somente a
busca pela droga, mas também uma ampla cadeia de alteragbes no
comportamento que podem interferir com o funcionamento da vida em
familia, no trabalho e na sociedade. O uso crénico de etanol esta associado
em graus diferentes a varias doengas: déficits nutricionais, danos hepaticos,
transtornos mentais, entre outros.

O tratamento envolve principalmente o tratamento comportamental e
psicolégico e/ou participacdo em programas de auto-ajuda. A intervengéo
farmacoldgica visa aliviar os sintomas de retirada, evitar recaida e tratar as
co-morbidades. A combinagdo entre o tratamento psicolégico e
farmacoldgico parece ser a melhor estratégia disponivel para a obtencdo de
resultados positivos no tratamento do alcoolismo.

Quais seriam as diferencas entre uma pessoa que consome etanol
daquela que usa compulsivamente a droga e se torna um dependente?
Muitos pesquisadores vém tentando descobrir quais s&o essas diferengas.
Os métodos utilizados incluem estudos em animais e em humanos para
determinar as alteragbes genéticas, as acgdes do etanol no cérebro, os
mecanismos biolégicos e comportamentais que levam ao consumo cronico

do etanol e os mecanismos dos danos cerebrais e das disfungdes cognitivas.



1.1 ETANOL

O mecanismo de agao do etanol envolve multiplos sitios subcelulares
no sistema nervoso central, influenciando a fungao de muitos, se ndo todos
os sistemas de neurotransmissores aos niveis molecular e celular (Figura 1).
Por causa da reversibilidade da interacdo do etanol com substratos
neurobioldgicos, as alteragdes na fungdo do cérebro associadas com a
ingestao de etanol sdo resultado de modificagdes plasticas (adaptativas) que
ocorrem no cérebro em resposta aos efeitos da droga. Essas mudangas
podem ser de curta ou longa duragdo, mas reversiveis, ou elas podem ser
permanentes e associadas com processos degenerativos em certas
estruturas do cérebro (FADDA; ROSSETTI, 1998; IKEDA, KOBAYASHI et
al., 2002).

O desenvolvimento de tolerancia ou de sensibilizagdo decorrentes da
ingestdo de doses repetidas de etanol pode refletir algumas alteragbes
neuroadaptativas no cérebro que podem contribuir para o desenvolvimento
de dependéncia (ROBINSON; BERRIDGE, 2003). Os individuos necessitam
doses maiores da droga para atingir o efeito refor¢ador inicial (tolerancia) ou
as mesmas doses iniciais desencadeiam respostas maiores (sensibilizacdo).

O desenvolvimento de dependéncia ao etanol e a sindrome da
abstinéncia em seres humanos requerem o consumo continuo de grandes
quantidades de etanol por um longo periodo de tempo. Quando a ingestao
da droga é abruptamente diminuida ou interrompida ocorre a sindrome de
abstinéncia, que € caracterizada por tremores, alucinagbes, convulsoes,
insonia, agitacdo e confusdo. Postula-se que a sindrome representa a
hiperatividade dos mecanismos de agdo neural que estdo em desequilibrio
devido aos efeitos inibitérios do etanol (FINN; CRABBE, 1999).

Entretanto, o processo que determina a perda do controle sobre a
quantidade e a duracdo do consumo de bebidas alcodlicas, que leva ao
alcoolismo, permanece desconhecido, podendo estar relacionado com
fatores ambientais e biolégicos (HUNT; LANDS, 1992). O principal fator
descrito no desencadeamento do abuso seria o efeito reforcador do etanol.
Alguns dos efeitos da administragdo aguda de etanol s&o redug&o de

ansiedade e um leve efeito euférico. Esse ultimo efeito estaria relacionado



com as propriedades reforcadoras positivas do etanol. O alivio de estados
desagradaveis como dor, ansiedade e sintomas de abstinéncia produzido
pelo etanol estaria relacionado ao seu papel reforcador negativo (BERKE;
HYMAN, 2000; KOOB, 2000; 2003). Existem fortes evidéncias que o sistema
dopaminérgico que se projeta da area tegmental ventral para o nucleo
acumbens e cortex pré-frontal, envolvendo também vérios outros
componentes do sistema limbico, é o principal substrato para o reforgo e
recompensa de drogas de abuso, assim como do sistema de recompensa

natural (Figura 2) (HYMAN; MALENKA, 2001; WIGHTMAN; ROBINSON,
2002)

Efertos simpaticos
Modutagdo de receptores ncotinicos

GABA DOPAMINA
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Sedagao e redug2o de ansiedade P Aumento da metabohzacao
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Figura 1.  Sistemas de neurotransmissdo afetados direta —» ou indiretamente »

pelo etanol. Locais de agio e efeitos associados.

As vias dopaminérgicas mesolimbico-corticais sao bastante
complexas. Os neurdnios dopaminérgicos recebem projegées de varios
outros sistemas de neurotransmissdo que se originam de varias regidées
cerebrais (KELLEY; BERRIDGE, 2002). Vérios estudos tém demonstrado

que os efeitos do etanol estdo relacionados com a modulagéo das vias de



sinalizagéo desses sistemas de neurotransmissédo (DOHRMAN; REITER,
2003; SAMSON; CHAPPELL, 2003).

Cortex pré-frontal

Estriado

Amigdala

Nuacleo
acumbens

Area

Feixe prosencefalico  tegmental ventral\' g

medial

Figura 2. Principais areas do cérebro implicadas nos processos de recompensa.

1.1.1 Etanol e atividade locomotora

Embora o etanol seja classificado como um sedativo-hipnético e
apresente efeitos depressores centrais, ele também causa estimulagdo em
camundongos e em algumas cepas de ratos apds baixas doses ou logo em
seguida a administracdo de altas doses durante a ascens&o da curva de
absor¢do (POHORECKY, 1977; DUDEK; PHILLIPS et al., 1991). O tempo de
duracdo da estimulagdo em animais assemelha-se a euforia observada em
humanos apoés a ingestédo de etanol (LUKAS; MENDELSON, 1988). Assim, a
atividade estimulatéria do etanol em roedores tem sido sugerida como um
modelo experimental dos efeitos euforizantes e reforcadores positivos para
0s humanos.

A atividade locomotora em roedores tem sido a medida mais

frequentemente usada para avaliar a sensibilizagdo comportamental



(MASUR; BOERNGEN, 1980). Estudos tém demonstrado que o aicool
estimula a atividade locomotora em varias linhagens selecionadas de
camundongos (CRABBE, JOHNSON et al.,, 1982; DUDEK, MAIO et al,
1986; PHILLIPS; DICKINSON et al., 1994). Estudos farmacoldgicos sugerem
que o0s mecanismos neurais envolvidos nos seus efeitos estimulantes
agudos diferem daqueles cronicos envolvidos na sensibilizacao (RISINGER,;
DICKINSON et al., 1992).

Estudos mostram que a administragcdo repetida de drogas de abuso
pode produzir sensibilizacdo, isto €, um aumento no efeito da droga. A
sensibilizacdo é representada pelo aumento significativo da resposta
comportamental dos animais ao tratamento com a droga, que pode ser
medida pelo aumento da sua atividade psicomotora (MASUR; BOERNGEN,
1980; ROBINSON; BERRIDGE, 2000), mas existem diferencas entre
linhagens e espécies (MASUR; OLIVEIRA DE SOUZA et al., 1986)

A sensibilizagdo provocada pelo etanol estd associada a
neuroadaptacées que envolvem direta ou indiretamente as vias
dopaminérgicas mesolimbicas e nigroestriatais. O sistema mesolimbico tem
projecoes predominantemente para o nucleo acumbens e o sistema
nigroestriatal para o caudado. A partir da regido mesocortical partem
projecdes para o cortex pré-frontal. Esses sistemas sdo agrupados formando
o sistema dopaminérgico mesotelencefalico, que mostra padrées
semelhantes entre primatas e roedores. Essa base neuroquimica contribui
para os efeitos de estimulacdo psicomotora e tem papel importante no
desenvolvimento do comportamento compulsivo de procura pela droga ou
craving e possivelmente até pela recaida, provavelmente por representar um

reforco positivo para os alcoolistas (EVENDEN; RYAN, 1988; BERKE;
HYMAN, 2000).



1.1.2 Etanol e ansiedade

Ansiedade € uma emoc¢ao normal. A patologia ansiedade é um
transtorno psiquiatrico caracterizado por um sentimento de apreensao,
incerteza ou tensdo pela antecipacdo de um fato imaginario ou
desproporcional. As manifestacdes fisicas observadas sao taquicardia,
sudorese, disturbios respiratérios, tremor e até paralisia. A ansiedade é
sentida como uma sensagdo de desconforto (SANDFORD;
ARGYROPOULOS et al., 2000). Os transtornos de ansiedade mais comuns
sao péanico, obsessivo-compulsivo, do estresse pos-traumatico, da
ansiedade generalizada e a fobia social (ZOHAR; WESTENBERG, 2000).

A relacdo entre ansiedade e 0 uso de etanol € complexa. Acredita-se
que algumas pessoas consomem etanol para alivio da ansiedade ou para
reduzir o estresse (BOWERS; WEHNER, 2001). Na retirada do etanol um
sintoma comum € a ansiedade. E essa ansiedade decorrente da retirada é
um fator importante para a recaida do alcoolista (PANDEY, ZHANG et al.,
1999). Foi observado um maior grau de ansiedade em alcoolistas em

recaida do que naqueles que ndo voltaram a consumir a droga (DRIESSEN,
MEIER et al., 2001).

Os benzodiazepinicos com ag¢do especifica em receptores
benzodiazepinicos acoplados ao receptor GABAx tém sido as principais
drogas para o tratamento da ansiedade. Acredita-se que um dos provaveis
mecanismos ansioliticos do etanol também seja através da acdo em
receptores GABAA. Agudamente o etanol aumenta a agdo do GABA nos
receptores GABAa. Cronicamente, observa-se reducdao no funcionamento
desses receptores (SAMSON; HARRIS, 1992: SANDFORD;
ARGYROPOULOS et al., 2000).



1.1.3 Tratamento do alcoolismo

Os avangos da neurobiologia permitram o desenvolvimento de
medicamentos para o tratamento do alcoolismo, que atuam modificando a
atividade dos neurotransmissores envolvidos no abuso da droga
(JOHNSON; AIT-DAOUD, 1999).

Os agentes farmacolégicos para o tratamento do alcoolismo sdo uma
parte importante do plano de tratamento para dependentes cronicos de
alcool, que incluem substancialmente re-educagdo, terapia psicologica e
suporte social. Além das drogas que s@o frequentemente prescritas para
controlar os sintomas de abstinéncia, como os benzodiazepinicos, muitos
farmacos foram desenvolvidos durante a ultima década para combater os
efeitos induzidos pelo abuso cronico do etanol, para a sindrome de
abstinéncia, para diminuir o desejo pelo consumo de alcool (craving) e a
recaida, bem como drogas para a diminuicdo da ingestdo de &lcool
(PETRAKIS; KRYSTAL, 1997, SWIFT, 1999).

Existem varios estudos mostrando co-morbidade entre dependéncia e
abuso de etanol e transtornos mentais, principalmente ansiedade e
depressdo. Nesses casos, a farmacoterapia de escolha esta baseada na co-
morbidade presente (DRIESSEN, MEIER et al., 2001; BURNS; TEESSON,
2002)

Nos ultimos anos duas drogas foram aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) com o objetivo de reduzir o consumo de etanol
acamprosato e naltrexone. Acamprosato exerce seus efeitos principalmente
por interagir com receptores glutamatérgicos NMDA. Naltrexone &€ um
antagonista de receptores opidides O uso dessas drogas em estudos pré-
clinicos foi promissor, mas a comprovagdo de sua eficacia clinica ainda
necessita de estudos mais consistentes (TOMKINS; SELLERS, 2001)

Recentemente, a combinagdo de agentes terapéuticos para o
tratamento do alcoolismo tem despertado interesse clinico e cientifico. Isto
se deve a hipotese de que multiplas vias neuroquimicas podem estar
alteradas e que a combinacdo de medicamentos efetivos, atuando em
diferentes neurotransmissores, pode produzir um sinergismo ou pelo menos
uma resposta aumentada (SPANAGEL; ZIEGLGANSBERGER, 1997,



JOHNSON; AIT-DAOUD, 2000).

1.2 SEROTONINA

A serotonina, também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT), é
uma monoamina derivada do aminoacido L-triptofano que existe no cérebro,
tecido intestinal e plaquetas. O passo inicial na sintese de serotonina é a
conversao de L-triptofano em 5-hidroxitriptofano, uma reagéo catalisada pela
enzima triptofano hidroxilase. 5-hidroxitriptofano sofre uma descarboxilagao
catalisada por uma descarboxilase de aminoacido aromatico e forma
serotonina. A serotonina € metabolizada por desaminagdo oxidativa pela
acdo de uma monoamina oxidase. Na sinapse neuronal, a serotonina
liberada pode ser recaptada pela acdo de uma bomba ou transportador de
serotonina (Figura 3) (FADDA, 2000; KEMA,; DE VRIE§ et al., 2000).
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Figura 3. Neurotransmissdo serotonérgica.



Os corpos dos neurdnios serotonérgicos estdo localizados no tronco
cerebral em uma area conhecida como nucleos da rafe. Dos nucleos da rafe
0s neurdnios serotonérgicos tém projecdes ascendentes principalmente para
o cortex, estriado, amigdala, talamo, hipotalamo, hipocampo, substancia
negra, e proje¢cdes descendentes para o tronco e espinha dorsal (Figura 4)
(ROBERTS; PRICE et al., 2001).

A serotonina esta envolvida em uma variedade de processos
fisiolégicos. Na periferia, funciona principalmente como um potente
vasoconstritor e no sistema nervoso central apresenta-se como parte de um
sistema de neurotransmissdo complexo com fungdo modulatdria,
principalmente de processos de aprendizagem e memobria, atencgao,
cognigéo e emocgéao (EISON; EISON, 1994; BUHOT, 1997).

Ndcleos da base
Neocortex

Lobo temporal

Nucleos da rafe Cerebelo

Medljla espinhal

Figura 4. Areas de projecdes das vias serotonérgicas.

Anormalidades no sistema de neurotransmiss&o serotonérgico estao
relacionadas a diversas patologias: depressdo, esquizofrenia, transtornos de
ansiedade generalizada, obsessivo compulsivo, panico, estresse pos-

traumatico; transtornos cognitivos como o Alzheimer, agressividade,
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transtorno pré-menstrual, enxaqueca, dor, sindrome do intestino irritavel,
transtornos alimentares como obesidade e anorexia, disfungdo sexual,
abuso de drogas, entre outros (JONES; BLACKBURN, 2002).

As acbes multiplas da serotonina se devem a localizagio e variedade
de receptores serotonérgicos, que sdo altamente heterogéneos. Atualmente
existem 14 subtipos de receptores serotonérgicos identificados que foram
reagrupados em sete diferentes familias. A familia 5-HT, apresenta cinco-
representantes A, B, D, E e F com localizagdo pré- e pds-sinaptica. Sendo
que 5-HTg e 5-HTyp apresentam alta homologia gendmica. Além de sua
localizagéo na pos-sinapse, 5-HT1a s&0 autorreceptores somatodendriticos e
controlam o disparo neuronal da rafe dorsal;, 5-HT,g e 5-HTip tém
localizagdo na pré-sinapse atuam no controle local da liberacdo de
serotonina (BUHOT, 1997; PINEYRO; BLIER, 1999; STAMFORD,
DAVIDSON et al., 2000). A familia 5-HT> tem trés representantes A, B e C,
com localizagdo exclusiva na pés-sinapse (MURPHY, WICHEMS et al.,
1999). O receptor 5-HT3 € o0 Unico representante formando um canal idnico.
Os receptores metabotropicos 5-HT4, 5-HTsa € 5-HTsg, 5-HTg € 5-HT7, séo
todos pés-sinapticos, com localizagio variada (MENESES, 1999).

Alguma interferéncia na bomba de recaptacdo de serotonina pode
aumentar ou diminuir o tempo de exposi¢do das células a serotonina, e levar
a interrupcdo do perfeito sincronismo da transmisséo nervosa no cérebro.
Acredita-se que esta interrupgdo possa estar envolvida em multiplos
transtornos psiquiatricos. Um exemplo proeminente de transtorno que
parece estar envolvido com a fungao reduzida da serotonina no cérebro é a
depressao. Algumas drogas antidepressivas, como os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina (ISRS), tém como efeito agudo a inibicdo da
captacdo de serotonina com consequente elevacdo da concentragdo do
neurotransmissor no cérebro (BLAKELY; BAUMAN, 2000).

1.2.1 Inibidores Seletivos da Recaptagao de Serotonina (ISRS)

Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, como fluoxetina

e paroxetina, sdo amplamente usados no tratamento da depressdo e
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também sao eficazes em alguns transtomos de ansiedade, como panico,
transtorno obsessivo compulsivo e fobia social (DURAND, BERTON et al,
1999)

Especificamente, fluoxetina também é utilizada no tratamento da
sindrome pré-menstrual, bulemia/anorexia nervosa (MENDLEWICZ, 1999;
SCHATZBERG, 2000) e no tratamento da agressividade (COCCARO;
KAVOUSSI et al.,, 1997). Este farmaco tem mostrado ser tratamento de
primeira escolha para depressdo associada com ansiedade (PERETTI,
JUDGE et al., 2000).

A acao farmacologica direta dos inibidores seletivos da recaptagao de
serotonina ocorre através do bloqueio dos sitios de recaptagdo da
serotonina, resultando no aumento na concentracdo de serotonina na fenda
sinaptica (Figura 5). Contudo, é observado um atraso de aproximadamente 2
a 3 semanas na melhora clinica dos pacientes tratados com os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina, além de outros. Isto sugere que os
efeitos dessas drogas sdo mediados por mudangas adaptativas no sistema
serotonérgico. A mudanca adaptativa responsavel por este atraso no efeito
seria a de que o aumento na concentragdo de serotonina provocaria
ativagcdo dos autorreceptores inibitdrios, principalmente do receptor 5-HT1a.
O uso crénico de fluoxetina ou paroxetina provocaria a dessensibilizagéo
desses autorreceptores e consequentemente a melhora clinica (LI,
BATTAGLIA et al, 1997; GOBERT, RIVET et al., 1999; NAUDON, EL
YACOUBI et al , 2002)

Em ensaios clinicos comparando vanos antidepressivos, paroxetina
parece mostrar maior rapidez na melhora dos quadros de ansiedade que
fluoxetina, em relacdo aos outros inibidores testados (KENT; COPLAN et al ,
1998; CHOUINARD, SAXENA et al., 1999). Por isso, paroxetina & usada no
tratamento do transtorno de ansiedade generalizada (BOURIN; CHUE et al ,
2001)
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Figura 5. Acdo farmacoldgica dos inibidores seletivos da recaptacao de serotonina
fluoxetina e paroxetina.

O uso de ISRS no tratamento do alcoolismo apresenta resultados
pouco consistentes. Alguns experimentos clinicos com ISRS (fluoxetina,
citalopram ou zimelidina) mostraram redug&o no consumo de etanol somente
nas quatro primeiras semanas de tratamento. Em tratamentos prolongados
nao foram observadas diferencas significativas entres os pacientes que
receberam ISRS daqueles que receberam placebo. O aumento na
concentracdo de serotonina provocado pela fluoxetina n&do foi eficaz no
tratamento de alcoolistas com déficits serotonérgicos (JOHNSON; AIT-
DAOUD, 2000).
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1.2.2 Serotonina e atividade locomotora

A atividade serotonérgica nas regides pontina-mesencefalica e
medula estd relacionada com controle da atividade motora tonica. Existem
evidéncias que indicam que a relagio entre serotonina e atividade motora
estaria relacionada com a modulagido do sistema nervoso simpatico e
sistema neuroendécrino (JACOBS; FORNAL, 1999). Os mecanismos
serotonérgicos no controle do comportamento motor ficam muito evidentes
nos estados depressivos, pois o retardo psicomotor € um dos sintomas

cardinais dessa patologia (BROCCQO, DEKEYNE et al., 2002).

1.2.3 Serotonina e ansiedade

Estudos clinicos tém demonstrado que o excesso de serotonina
aumenta a ansiedade, enquanto que 0 antagonismo ou reducgao da atividade
serotonérgica é ansiolitico (HANDLEY, MCBLANE et al., 1993; CLEMENT,
KIA et al., 1996; LIN; PARSONS, 2002). A descoberta de que buspirona, um
agonista parcial do receptor 5-HT1a, possui propriedades ansioliticas e a
eficacia dos inibidores de recaptagdo de serotonina no tratamento dos
transtornos obsessivo-compulsivo € do panico e no tratamento da fobia
social geraram maior interesse na serotonina como um neurotransmissor
envolvido na neurobiologia da ansiedade (HANDLEY, MCBLANE et al..
1993; TOTH, 2003).

Usando agonistas e antagonistas pode—se avaliar que os principais
receptores serotonérgicos envolvidos na ansiedade sgo: (1) os receptores 5-
HTia tanto na pré- quanto na pos-sinapse; (2) os autorreceptores 5-HT1s
localizados na substancia negra, globo palido e estriado; (3) os receptores
pos-sinapticos 5-HT»a € 5-HT,¢ localizados no cortex, hipocampo, estriado e
plexo coroide; e (4) os receptores 5-HT; localizados em areas limbicas
(CLEMENT, KIA et al., 1996).

O aumento da atividade central serotonérgica causada pelos

inibidores da recaptacdo de serotonina em curto prazo nao tem acdo
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terapéutica ansiolitica. Essa acdo ocorre somente em longo prazo,
presumivelmente como um resultado de sua habilidade em provocar
diminuicdo da sensibilidade, isto &, downregulation dos autorreceptores 5-
HTia € 5-HTs apds administracdo crénica. O aumento inicial da atividade
serotonérgica causada pelos inibidores de recaptacdo de serotonina em
pacientes tratados pelo transtorno do panico, por exemplo, pode inicialmente
piorar os sintomas de ansiedade. Apdés o tratamento cronico ocorrem
adaptacbes nos receptores e a diminuigcdo nos sintomas de ansiedade
(NUTT, FORSHALL et al., 1999; ZOHAR; WESTENBERG, 2000).

1.3 ETANOL E SEROTONINA

A serotonina modula varias funcdes no sistema nervoso central e
algumas evidéncias sugerem que este sistema tem participagao importante
no consumo de alcool. Por exemplo, o aumento dos niveis de serotonina nas
sinapses ou 0 bloqueio de certos subtipos de receptores pode diminuir o
consumo de alcool (LEMARQUAND; PIHL et al., 1994). Outros estudos
sugerem que serotonina ajuda a regular o reforgo, porque distirbios no
sistema serotonérgico podem seletivamente afetar o consumo de
substancias recompensadoras como o alcool, outras drogas e substancias
de sabor doce (SELLERS; HIGGINS et al., 1992).

Alguns estudos encontraram anormalidades na  atividade
serotonérgica associadas com o uso de alcool, alcoolismo e impulsividade.
Estas anormalidades caracterizam-se pela diminuigdo dos niveis de
serotonina e de seus metabdlitos nos dependentes de alcool do tipo Il, um
grupo caracterizado pelo inicio precoce da ingestdo do alcool, alta
impulsividade e um significativo deterioramento social relacionado ao
alcoolismo (PETRAKIS; KRYSTAL, 1997).

A exata natureza da relacido entre serotonina e alcoolismo €
desconhecida. Uma teoria sugere que dependentes de alcool s&o
naturalmente deficientes de serotonina no cérebro. De acordo com este
ponto de vista, a procura pelo alcool pode representar um esfor¢o para

aumentar os niveis de serotonina no cérebro. Outras teorias sugerem que a
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serotonina influencia diretamente os efeitos de refor¢o do alcool e outras
drogas, ou exerce uma influéncia indireta através da agdo sobre o
neurotransmissor dopamina. Uma terceira sugestao € a de que baixos niveis
de serotonina levam a um comportamento impulsivo, incluindo uma
inabilidade para modular a ingestéo de alcool. Anormalidades serotonérgicas
também podem contribuir para a ansiedade, levando potencialmente a “uma
automedicacdo” dos sintomas de ansiedade com o consumo de alcool
(PETRAKIS; KRYSTAL, 1997). Também pode estar relacionada com a
funcdo da serotonina na regulagdo da dor, através da sua participagao na
liberacdo de endorfinas. Endogenamente a serotonina parece facilitar a
liberacdo de endorfinas em regides do cérebro, como o nucleo arqueado e 0
nucleo acumbens. Esta indicagdo da interacdo entre os sistemas
serotonérgico e endorfinico, envolvendo os circuitos de recompensa no
cérebro, pode interferir nos comportamentos alimentares, sexuais, sociais e
de adicdo, como o alcoolismo (DALAYEUN; NORES et al., 1993, ZANGEN;
NAKASH et al., 1999).

Existem amplas evidéncias do envolvimento da serotonina com o
comportamento de procura pelo etanol. A ingestdo de etanol aumenta a
liberacdo de serotonina no nucleo acumbens. Tratamentos farmacologicos
que aumentam a disponibilidade de serotonina ou que ativam diretamente a
transmissdo serotonérgica, reprimem a ingestao voluntaria da droga em
animais e pode reduzir o consumo de alcool em humanos (GULLEY,
MCNAMARA et al., 1995: WILSON: NEILL et al.. 1998).

Mudancas neuroadaptativas semelhantes aquelas observadas com
dopamina tém sido observadas também no sistema serotonérgico apds a
exposigao cronica ao etanol. O etanol agudamente ativa a neurotransmissao
serotonérgica. A abstinéncia ao etanol ap6s a inducdo da dependéncia
causa reducdo no metabolismo e no conteudo de serotonina em todo o
cérebro e nas estruturas limbicas e estriatais. Outros dados demonstram que
enquanto o etanol agudo aumenta a liberagdo de serotonina no nucleo
acumbens, a abstinéncia do etanol em ratos dependentes esta associada
com uma supressdo progressiva da sua liberacdo nessa estrutura. As
deficiéncias serotonérgicas durante a abstinéncia sao consistentes com

estudos clinicos que tém revelado déficits na sintese de serotonina, na sua
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taxa de renovagdo ou na fungdo do receptor em dependentes de alcool,
sugerindo que prejuizos nas fungdes da serotonina sejam um importante
fator neuroquimico no abuso e dependéncia ao alcool (HIGLEY; BENNETT,
1999; THIELEN; MORZORATI et al , 2001)

Reduzida disponibilidade de transportadores de serotonina nos
nucleos da rafe tem sido encontrada em individuos alcoolistas, e este fato

tem sido associado com depressao e consumo excessivo de etanol (HEINZ,
JONES et al , 2000)

14 MODELOS ANIMAIS PARA AVALIAR ANSIEDADE E ATIVIDADE
LOCOMOTORA

Modelos animais sao usados na pesquisa pré-clinica como ferramenta
para avaliar efeitos de novos agentes terapéuticos e na pesquisa dos
mecanismos bioldgicos envolvidos no mecanismo de acdo das drogas
(RODGERS, CAQ et al., 1997).

Labirinto em cruz elevado, campo aberto e caixa de movimentacéo
espontanea que sdo os trés testes comportamentais utilizados no presente
trabalho, possibilitam detectar componentes de motricidade e
emocionalidade, através da observacdo da atividade motora e exploratéria
dos camundongos (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000)

Modelos animais de ansiedade uteis devem reproduzir caracteristicas
comportamentais e patolégicas da sindrome de ansiedade; permitir
investigacdo de mecanismos neurobioldgicos que nao sado faciimente
estudados no homem; permitir avaliagdo confiavel de agentes ansioliticos,
assim como identificar efeitos ansiogénicos das drogas (ANDREATINI,
BOERNGEN-LACERDA et al., 2001)

O estudo da atividade exploratéria como medida de ansiedade
necessita de consideragbes importantes Primeiro, o comportamento de
locomogdo € um componente da atividade exploratéria, e segundo, outros
fatores nao relacionados com ansiedade também podem causar mudangas
na exploracdo O comportamento de animais expostos a um ambiente novo

é resultante de uma competicdo entre uma tendéncia exploratéria (motivada
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pela curiosidade) e outra de fuga (motivada pelo medo). Isto pode ser
considerado como uma forma de conflito de aproximagao-esquiva. Muitos
fatores podem alterar a importancia de cada uma destas motivagées, como a
complexidade da situagdo, o grau de novidade e o estado interno do animal
(FILE; DAY, 1972; COREY; WALTON et al., 1978; LISTER, 1990).

O campo aberto é um teste de emocionalidade, que expde o animal a
um ambiente novo e mede a sua atividade exploratdria. Esse modelo animal
mede tanto o comportamento tipo ansiedade quanto sedacg&o e atividade
locomotora. O procedimento consiste em sujeitar o animal a um ambiente
desconhecido onde sua fuga é& impedida pelas paredes elevadas que
circundam a arena. Esse ambiente € altamente iluminado na verséo utilizada
neste trabalho. Roedores nesta situacdo preferem espontaneamente a
periferia a uma atividade no centro do aparato. Drogas que aumentam a
exploragdo da area central e a atividade vertical e também atividade
locomotora total sdo interpretadas como ansioliticas. Drogas com efeitos
contrarios sdo consideradas como ansiogénicas (TURRI, DATTA et al,
2001; PRUT,; BELZUNG, 2003).

O labirinto em cruz elevado € um modelo que esta baseado no medo
natural de lugares abertos e elevados dos roedores (BORSINI; PODHORNA
et al., 2002). O tratamento com ansioliticos, como benzodiazepinicos,
aumenta a exploragdo do espaco aberto. Enquanto que drogas ansiogénicas
diminuem o tempo de exploracdo do espacgo aberto em relacido ao tempo
total que o animal permanece no teste. E o numero total de entradas nos
espacgos abertos e fechados refletem uma medida de atividade locomotora
no labirinto em cruz elevado (MECHIEL KORTE; DE BOER, 2003).

A observacdo de outros comportamentos, como por exemplo
exploracdo vertical (rearing), auto-limpeza (grooming) e espreitas (stretched
attend posture —SAP), fornecem outros dados sobre o comportamento dos
animais nos testes (FLINT, 2003).

O propésito do presente trabalho foi investigar a interferéncia do
sistema serotonérgico sobre os efeitos reforcadores do etanol. Os
experimentos comportamentais realizados avaliaram se fluoxetina ou
paroxetina provocaram alteragbes na ativagdo locomotora e exploratéria

induzidas pelo tratamento agudo e cronico com etanol em camundongos.
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2 HIPOTESE

Sabe-se que os ISRS tém sido empregados no tratamento de
transtornos do humor e de ansiedade e que tém sido propostos para o
tratamento de alcoolistas, pelo menos naqueles que apresentam esses
transtornos co-mérbidos ao alcoolismo ou que se instalam apés a retirada do
alcool. Os ISRS s6 apresentam seus efeitos terapéuticos apdés o uso por
pelo menos 30 dias, sugerindo que existe a necessidade de mecanismos
neuroadaptativos para a resposta terapéutica. O uso cronico de é&lcool
também causa alteragdes neuroadaptativas em diversos sistemas de
neurotransmissores, inclusive no serotonérgico, que estao relacionadas com
o desenvolvimento da dependéncia. Duas propriedades farmacolégicas do
alcool, seu efeito estimulante e ansiolitico, parecem contribuir para o
desenvolvimento de dependéncia e também sofrem alteracbes adaptativas
apos o uso cronico de alcool.

Assim, torna-se relevante entender como os ISRS poderiam interferir
nesses efeitos do etanol, tanto aguda como cronicamente. Se esses ISRS
causassem alguma interferéncia na manifestacdo desses efeitos do etanol,
que tipo de efeito seria observado quando se substituisse o tratamento
cronico com etanol por um ISRS? E o contrario? As adaptagdes provocadas
pelo tratamento crénico com etanol ou ISRS teriam algo em comum? E se

tivessem mecanismos neuroadaptativos comuns, seriam manifestados para
quais desses efeitos do etanol?
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3 OBJETIVOS

1. Avaliar e comparar as acgbes da fluoxetina e paroxetina aguda e
cronicamente sobre os efeitos estimulante e ansiolitico do etanol em
camundongos

2 Avaliar se os efeitos das neuroadaptagcdes causadas pelo tratamento
cronico com fluoxetina e paroxetina sdo substituidos pelo etanol.

3 Avaliar se os efeitos das neuroadaptacbes causadas pelo etanol sao
substituidos pela fluoxetina e pela paroxetina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Albinos suigos adultos machos de 20
a 30 g, com 45 dias de idade ao inicio do experimento, procedentes do
biotério da UFPR e experimentalmente ingénuos. Os animais foram alojados
em grupos de 20 animais em gaiolas-viveiro de plastico (50x30x15 cm) com
tampas de metal galvanizado. Os animais foram mantidos em uma sala com
temperatura ambiente de 22 + 2 °C, sob ciclo claro/escuro de 12 h e em

condicdes ad libitum de alimento e agua.

4.2 DROGAS

Etanol absoluto (Merck) diluido a 10% P/V em solugdo salina 0,9%.
Fluoxetina (Eli Lilly), Paroxetina (Eurofarma), L-triptofano (Merck),
Anfetamina (Sigma) diluidos em &agua destilada. Diazepam injetavel

(Roche). Todas as drogas foram administradas por via intraperitonial.

4.3 EQUIPAMENTOS

4.3.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Construido em madeira e pintado com tinta 6leo cor cinza. O
aparelho, elevado do piso 50 cm, consiste em dois bragos abertos e opostos,
medindo 50x10 cm cada, e cruzados perpendicularmente por outros dois
bracos do mesmo tamanho, porém fechados nas suas trés faces externas
com paredes de 40 cm de altura (Figura 6). O centro da cruz corresponde a
uma area quadrada de 10 cm? delimitada pelos quatro bragos. A iluminagéo

¢é feita por uma lampada vermelha de 40 watts, colocada a 120 cm acima do
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labirinto. No momento do teste, cada camundongo foi colocado na area
central do aparelho, e observado durante 3 min. Foram registrados o numero
de entradas e o tempo de permanéncia em cada brago. Considerou-se uma
entrada quando ha a invasdo de um dos bragos pelas quatro patas do
camundongo. As medidas utilizadas para a analise do comportamento de
medo foram: numero de entradas nos bragos abertos (EA), niumero de
entradas nos bragos fechados (EF), total de entradas (TE=EA+EF),
porcentagem de entradas nos bragos abertos (%EA=EAx100/TE), tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TA), tempo de permanéncia nos bragos
fechados (TF); porcentagem de tempo nos bragcos abertos
(%TA=TAx100/(TA+TF); tempo de permanéncia na area central (TM=180-
(TA+TF). No experimento para avaliar o efeito ansiolitico agudo da fluoxetina
e da paroxetina também foram registrados os seguintes parametros: nimero
de vezes que o animal estica a cabeca e os ombros e volta para a posi¢éo
inicial ou “espreitas” ou SAP (stretched attend posture), nimero de vezes
que o animal nos bragos abertos explora em direcdo ao assoalho da sala
(head dipping) e o nimero de vezes que o animal se aplia nas patas
traseiras assumindo posicéo vertical (elevagéo ou rearing).

Figura 6. Labirinto em Cruz Elevado.
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4.3.2 Campo Aberto (CA)

Construido em madeira (piso) e ago escovado (paredes) constitui uma
arena circular (1 m de didmetro) com o assoalho pintado de branco,
subdividido com linhas pretas tragadas através de dois circulos concéntricos
e varias linhas radiais formando figuras semelhantes a “quadrados”. A arena
€ circundada por uma parede de ago escovado de 50 cm de altura. A1 m
acima do assoalho, ha quatro lampadas de 100 watts cada (Figura 7). Cada
animal foi colocado no centro da arena e o seu comportamento quantificado
durante 3 min. Os parametros registrados foram os seguintes: numero de
areas invadidas (ambulag&o), nUmero de vezes que o animal se apdia nas
patas traseiras assumindo posigéo vertical (elevagéo ou rearing), tempo no
qual o animal permanece parado sem realizar qualquer outro
comportamento (imobilidade ou freezing), tempo que o animal realiza

autolimpeza (grooming), tempo de laténcia para o animal abandonar o centro
da arena.

Figura 7. Campo Aberto.
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4.3.3 Caixa de Movimentagao Espontanea (CME)

Construida com ago escovado e acrilico, consiste em uma caixa
medindo 60 x 20 x 30 cm, com trés paredes em ago e uma (frontal) em
acrilico transparente escuro. O assoalho é formado por barras de ago de 0,5
cm de didmetro separadas entre si por 1 cm, e o teto de ago (tampa
removivel) (Figura 8). Cada animal € colocado no interior do equipamento e
sua atividade registrada durante 3 min através do numero de vezes que o
animal cruza espacos demarcados dentro da caixa. Outros parametros
avaliados: niumero de vezes que o animal se apbia nas patas traseiras
assumindo posigcéo vertical (elevagdo ou rearing), tempo no qual o animal
permanece parado sem realizar qualquer outro comportamento (imobilidade
ou freezing).

Figura 8. Caixa de Movimentagéo Esponténea.



24

4 4 PROCEDIMENTOS

Além dos experimentos propostos inicialmente, foram realizados
experimentos adicionais na tentativa de elucidar algumas duvidas que
surgiram no decorrer do desenvolvimento experimental. A seguir estdo
descritos os procedimentos na sequéncia em que os experimentos foram
realizados.

4.4.1 Curva dose-efeito de fluoxetina/paroxetina

Camundongos foram distribuidos aleatoriamente em 11 grupos (n=15
animais/grupo) e receberam salina, fluoxetina nas doses: 0,1, 0,5, 1, 5, 10 e
20 mg/kg e paroxetina nas doses de 1, 5, 10 e 20 mg/kg. Apés 30 min da
primeira administracdo das drogas (teste agudo) foram observadas
alteragdes comportamentais dos camundongos usando os testes de campo
aberto, movimentagdo espontanea e labirinto em cruz elevado, expostos
numa sequéncia aleatdria a cada um destes testes. Aproximadamente 40
animais passaram diariamente pelos trés equipamentos.

A partir de entdo, as doses de fluoxetina, paroxetina e salina foram
administradas aos animais, diariamente e no mesmo horario, durante quatro
semanas Apos este periodo foram realizados os mesmos testes, nas
mesmas condigdes descritas acima.

Uma dose que causou alteragao comportamental e uma dose que n&o
causou alteracdo no comportamento dos animais foram escolhidas para

serem utilizadas nos experimentos subsequentes.
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4.4.2 Avaliagdo da co-administragdo de fluoxetina nos efeitos

ansiolitico e estimulante do etanol; tratamentos agudo e crénico (14 e
28 dias)

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos (n=20
animais/grupo), e receberam respectivamente: salina (s), etanol 2 g/kg (e),
fluoxetina 0,5 mg/kg (f0,5), fluoxetina 1 mg/kg (f1), fluoxetina 10 mg/kg (f10)
e suas associacdes com etanol. Os testes labirinto em cruz elevado, campo
aberto e caixa de movimentagdo espontanea foram realizados em quatro
ocasides: avaliagdo do comportamento basal (sem nenhum tratamento),
avaliagdo do efeito agudo dos respectivos tratamentos (14 dias apés a
avaliacdo basal) e avaliagdo dos efeitos da administragdo cronica apos 14 e
28 dias de tratamento. Etanol e salina foram administradas 10 min antes dos
testes. A administracdo de fluoxetina ocorreu 30 min antes do inicio dos
testes. Aproximadamente 40 animais passaram pelos trés testes por dia.

4.4.4 Avaliacdo da co-administragdo de paroxetina nos efeitos
ansiolitico e estimulante do etanol; tratamentos agudo e croénico (14 e
28 dias)

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 6 grupos (n=20
animais/grupo), e receberam respectivamente: salina (s), etanol 2 g/kg (e),
paroxetina 1 mg/kg (p1), paroxetina 6 mg/kg (p5) e suas associagbes com
etanol Os testes labirinto em cruz elevado, campo aberto e caixa de
movimentagdo espontanea foram realizados em quatro ocasides: avaliagéo
do comportamento basal (sem nenhum tratamento), avaliacdo do efeito
agudo dos respectivos tratamentos (14 dias apds a avaliagdo basal) e
avaliagcdo dos efeitos da administracdo crénica apés 14 e 28 dias de
tratamento. Etanol e salina foram administradas 10 min antes dos testes A
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