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Introducéo

O consumo de etanol é um problema que merece atencdo e investigacdo quanto a
possiveis fatores que causam ou mantém o comportamento aditivo (Richoux, Ferrand et al.
2011). Estima-se que o risco de alcoolismo devido a fatores genéticos seja de 60%, enquanto
os outros 40% sdo devido a fatores culturais, sociais e ambientais, tais como crises financeiras
e emocionais, isolamento social, separacdes e perdas, dentre outros (Hingson, Heeren et al.
2011).

O desenvolvimento da adi¢do estd relacionado a vérias adaptacdes induzidas por
drogas psicoativas, cujo potencial de abuso esta relacionado ao controle do funcionamento
neuroldgico, alterando tanto fungdes quanto estruturas anatdmicas dos sistemas de
neurotransmissdo, = GABAeérgicos,  glutamatérgicos,  colinergicos  dopaminérgicos,
serotoninérgicos e de peptideos opidides (Tomkins and Sellers 2001). Dentre as vias neurais
por eles moduladas destacam-se o sistema de recompensa, memaria, motivagdo e autocontrole
altamente afetado por modulagéo dopaminérgica (Tomkins and Sellers 2001).

O estresse gestacional induzido por fatores nutricionais, hormonais, sociais, fisicos e
psiquicos pode alterar o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) e de diversos
outros sistemas fisiol6gicos de forma transitdria ou permanente. A programacéo precoce de
comportamentos tardios por estresse gestacional tem sido relacionada a comportamentos de
ansiedade, depressdo, esquizofrenia, déficit de memoria, isolamento social, bem como ao
aumento da vulnerabilidade ao consumo de drogas (Bowman, MacLusky et al. 2004; Seckl
2004; Khashan, Abel et al. 2008; Zuena, Mairesse et al. 2008).

Neste contexto, nosso objetivo foi investigar o efeito do estresse induzido por meio de

inversdes repetidas de ciclo claro/escuro no periodo gestacional, sobre o comportamento
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alimentar, a evolucdo da massa corporal e a preferéncia pelo consumo de etanol em ratos

adultos.

Materiais e Métodos

Grupos experimentais

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia por meio do documento UnBDOC n°
47921/2010.

Ratas Wistar adultas com 90 dias foram colocadas para acasalamento e a prenhes foi
confirmada por esfregaco vaginal, sendo dividas em dois grupos: genitoras (G) Controle
(G_Controle, n=5) e genitoras submetidas a estresse gestacional (EG) (G_EG, n=9). As proles
dos G_Controle formaram o grupo Controle (Machos n=24 e Fémeas n=8) e as dos G_EG

formaram o grupo EG (Machos n=50 e Fémeas n=16).

Modelo de estresse gestacional

As genitoras do G_EG foram submetidas & inversdo periodica de ciclo claro-escuro
(ciclo claro as 18 as 6 h e ciclo escuro das 6 as 18 h) a cada quatro dias durante toda a
gestacdo. As genitoras do Grupo Controle foram mantidas em ciclo claro-escuro padréo (ciclo

claro das 6 as 18 h e ciclo escuro das 18 as 6 h).

Procedimentos po6s-natal

As ninhadas foram mantidas com 8 animais até o desmame que ocorreu aos 21 dias
apos o nascimento (PN21). Em seguida, as proles foram separadas de acordo com o sexo, em
caixas coletivas de 4 animais cada e mantidos em condi¢cGes padrdo de alimentacéo (ad
libitum), temperatura (24°C + 1°C) e luminosidade (ciclo claro as 6 as 18 h e ciclo escuro das
18 as 6 h).

Comportamento alimentar
Os animais foram pesados semanalmente para acompanhamento da evolugéo da massa

corporal em gramas, entre os dias pos-natal 21 e 120 (PN21 e PN120, respectivamente).
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Adicionalmente avaliou-se a média de consumo diario de &gua (ml) e racdo (g) por caixa

durante 0 mesmo periodo.

Comportamento de preferéncia por etanol

Aos 120 dias de vida pds-natal (PN120), os animais dos grupos Controle e EG foram
testados quanto & sua preferéncia pela ingestdo de etanol. Foram disponibilizadas a todos 0s
animais 2 garrafas, uma contendo &gua e outra etanol 10%. Diariamente foram avaliados o
consumo de ambos os liquidos por um periodo de 5 dias consecutivos. No quinto dia apds o
inicio da exposicdo ao consumo de etanol, os animais foram submetidos a uma nova avaliagdo
em Campo Aberto.

Campo Aberto: Modelo circular de formica branca com 80 cm de diametro e 36 cm de
altura cujo fundo € dividido em 3 circulos concéntricos chamados de anéis subdivididos em
24 espacos iguais chamados de quadrantes. Foram observados os comportamentos de
ambulacdo (numeros de espacos cruzados pelo animal com as 4 patas, ou, nimero de
quadrantes explorados), grooming, que significa limpar, ou seja, dirigir as patas dianteiras em
direcdo a cabeca e ao corpo, ou aos genitais; rearing, ou seja, levantar-se sobre as patas
traseiras; freezing, que significa o tempo de congelamento e por fim, o nimero de bolos

fecais.

Anélise estatistica
Os dados séo expressos em media + erro padrdo da média (EPM). A anélise estatistica
dos dados dos grupos EG e Controle foi realizada pelo Student t test utilizando-se o GraphPad

Prism 5. As diferengas entre os dados foram consideradas significativas quando p<0.05.
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Resultados
Consumo alimentar, evolugéo da massa corporal e preferéncia por etanol
Né&o houve diferenga no consumo alimentar (dgua e ragdo) e no desenvolvimento da
massa corporal dos animais de ambos 0s sexos dos grupos Controle e EG durante o periodo
avaliado. Entretanto, observou-se aumento no consumo médio didrio de etanol nos animais
machos e fémeas do grupo EG (Figura 1).
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Figura 1: Consumo médio diario por animal de etanol 10% durante 5 dias, em PN120, (A) machos e
(B) fémeas dos grupos Controle EG (submetidos a estresse gestacional). Os dados sdo apresentados
como média + EPM. Machos: Controle n=24 e EG n=50. Fémeas: Controle n=8 e EG n=16. **p<0,01
e ***p<0,001, EG vs Controle.
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Avaliagdo Comportamental em campo aberto apds exposicdo ao etanol
Apoés quatro dias de ingestdo de etanol, os animais foram submetidos a uma
avaliacdo Unica em teste de campo aberto. Nas fémeas houve aumento no ndmero de

quadrantes invadidos, reducdo no tempo de freezing e aumento no nimero de respostas de

rearing.
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Figura 3: Avaliacdo comportamental em campo aberto das proles dos grupos Controle e EG
(submetidos a estresse gestacional) apos exposicdo ao consumo de etanol 10%. NUmero de quadrantes
invadidos (A) pelos machos e (B) pelas fémeas. Freezing (em s) (C) dos machos e (D) das fémeas.
Respostas de rearing, grooming e bolos fecais, respectivamente, emitidas (E) pelos machos e (F) pelas
fémeas. Os dados sdo apresentados como média £ EPM. Machos: Controle n=24; EG n=50. Fémeas:
Controle n=7 e EG n=16. . *p<0,05 e**p<0,01, EG vs Controle.
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Discusséo

O alcoolismo é definido pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como o consumo
de bebidas alcodlicas de forma continuada, causando prejuizo emocional, social e fisico ao
individuo (Babor 2010). O abuso no consumo de etanol, bem como a dependéncia da droga é
um problema que mundial. Muitos sdo o0s problemas econdmicos e sociais gerados em
consequéncia do uso desta substancia, bem como acidentes automobilisticos, violéncia de
varios niveis, redugdo da produtividade intelectual e laboral (Babor 2010; Moore 2010).

O estresse gestacional tem sido apontado como causa para a programacdes de varios
comportamentos tardios (Markham, Taylor et al. 2010; Markham and Koenig 2011; Varcoe,
Wight et al. 2011). O modelo de estresse gestacional por inversdo periodica do ciclo claro-
escuro mostrou-se capaz de aumentar a ansiedade e causar déficit de memoria e
aprendizagem, porém, mesmo que comportamentos de ansiedade possam ser relacionados a
ansiedade (Simon, Von Korff et al. 2006) ndo foi observada alteragdo no consumo alimentar
nem na massa corporal dos animais que sofreram esse tipo de estresse gestacional.

Nossos resultados mostraram que o modelo de estresse gestacional adotado, embora
ndo tenha interferido nos habitos alimentares comuns, teve impacto no consumo e na
preferéncia por etanol, aumentando significativamente a ingestdo da droga, principalmente
nas proles do sexo feminino. O consumo de tal substancia aumentou nas fémeas,
comportamentos motores e exploratorios, porém nos machos ndo foram observadas alteracoes
comportamentais apos a ingestdo aumentada de etanol.

Estudos mostram que modelos de livre acesso ao etanol, como o adotado em nosso
estudo, tem se mostrado eficiente em determinar a vulnerabilidade de determinados animais a
adicdo (Wolffgramm and Heyne 1995; Bhave, Snell et al. 1996; Spanagel 2000). Uma vez
que um dos circuitos envolvidos no processo de adicdo envolve a amigdala e o hipocampo
(Chastain 2006) e estas séo estruturas modificadas pelos glicocorticoides oriundos do estresse
gestacional (Bergman, Sarkar et al. 2010; Davis, Glynn et al. 2011; Schulz, Pearson et al.
2011) é possivel que, além de programar comportamentos emocionais e cognitivos, 0s
glicocorticdides alterem e programem também uma das vias da adicao.

Quatro circuitos neurais integrados medeiam os trés estagios do processo de adicao:
desintoxicacdo, fissura ou compulséo e abstinéncia. O primeiro circuito encontra-se no nicleo

accumbens e na parte ventral do globo pélido, modulando o processo de recompensa
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(Volkow, Fowler et al. 2007). O segundo circuito localiza-se dentro do cortex orbitofrontal e
do cdrtex subcaloso e é o principal responsavel pela geracdo de motivacdo e resposta
emocional. O terceiro circuito se encontra na amigdala e no hipocampo e esta relacionado &
memdria e aprendizagem. O Ultimo circuito que se localiza no giro do cingulo anterior e no
cortex pré-frontal é responsével pelo controle da cognicéo e pela fungdo executiva (Volkow,
Fowler et al. 2007). Estes circuitos, assim como todo o sistema nervoso, apresentam durante a
gestacdo alta vulnerabilidade & plasticidade, sendo passiveis de influéncia e modificagdo por
diversos agentes estressores (Buitelaar, Huizink et al. 2003).

Com base em nossos resultados, podemos afirmar que o estresse gestacional por
inversdo do ciclo claro-escuro é um evento que programa a vulnerabilidade ao consumo de
etanol da prole adulta. No entanto, é de suma importancia o desenvolvimento de outros
estudos que apontem possiveis programadores de adi¢do de etanol, assim como de outras

drogas e a elucidag&o das vias envolvidas.
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