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RESUMO

RABELLO, Renata da Silva Quaresma. Qual é o risco do consumo combinado de bebidas
energeticas e etanol? Efeitos comportamentais em camundongos adolescentes. 2015. 87f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

O uso combinado de etanol e bebidas energéticas tem aumentado entre adolescentes.
Além disso, estudos epidemioldgicos indicam que 0 co-uso aumenta a probabilidade de
consumo abusivo e dependéncia de etanol. Apesar disso, pouco se sabe sobre as
consequéncias neurocomportamentais da co-exposicdo no ceérebro adolescente. Este estudo
tem como objetivo avaliar o curso temporal dos efeitos agudos da exposicdo a bebida
energética e/ou etanol na atividade motora e ansiedade no teste de campo aberto, como
também, os efeitos agudos ou prolongados sobre aprendizagem/memdria e coordenacédo
motora em camundongos adolescentes. Camundongos Suicos foram divididos em 4 grupos:
bebidas energéticas e etanol, bebida energética, etanol e agua. Trés estudos separados foram
conduzidos para avaliar cada um dos objetivos especificos deste trabalho. No primeiro estudo,
realizado em PN40, os animais receberam a administracdo de bebida energética (8 ml/kg)
e/ou etanol (4 g/kg) por gavagem e ap6s 55 minutos foram submetidos ao teste do campo
aberto (sessdo 1). Outras duas sessOes foram realizadas em sequéncia usando a metade da
dose inicial (sessdo 2 e 3). Nos estudos 2 e 3, estudamos os efeitos agudos (PN40) e cronicos
(exposicéo de PN30-40) sobre o teste de esquiva passiva (0,3 mA, 3 s) e sobre o desempenho
no teste do cilindro giratorio (sessdo de treinamento e apds 1 e 3 horas da gavagem das
drogas). Em ambos o0s casos, a dose de bebida energética (8 ml/kg) e/ou etanol (4 g/kg) foi
administrada. No teste da esquiva passiva, as sessdes de treino e retencdo foram realizadas 1 e
24 horas apo6s a administracdo da droga, respectivamente. No teste do Rotarod, cada sesséo foi
constituida por 5 tentativas em modelo de aceleramento continuo (4 a 40 rpm/min em uma
tentativa de 2 min). Os nossos dados indicam que a exposi¢cdo concomitante a bebida
energética potencializa o efeito de hiperatividade induzido pelo etanol, como também, gera
uma resposta ansiogénica no teste do campo aberto. A exposi¢do aguda ao etanol induz déficit
de memoria/aprendizagem que ndo é revertida pela BE. A co-exposi¢do aguda a bebida
energética e etanol prolongou incoordenacdo motora induzida pelo etanol. No entanto, a
bebda energética reverteu o comprometimento da coordenacdo motora gerada pela exposicéo
cronica de etanol em camundongos fémeas. O presente estudo fornece evidéncia experimental
de que bebida energética e etanol interagem durante a adolescéncia, resultando em padrées de
comportamento que poderiam aumentar o risco de desenvolvimento de abuso ou dependéncia
de etanol. Além disso, os dados indicaram que a exposi¢do aguda & bebida energética ndo
atenuou as consequéncias negativas geradas pela etanol no desempenho do motor e cognitivo.

Palavras-chave: Adolescéncia. Etanol. Bebidas energéticas. Memdria e aprendizagem.

Atividade locomotora.



ABSTRACT

RABELLO, Renata da Silva Quaresma. What is the risk of the combined consumption of
energy drinks and ethanol? Behavioral effects in adolescent mice. 2015. 87f. Dissertagéo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

The combined use of ethanol and energy drinks has increased among adolescents.
Furthermore, epidemiological studies indicate that the co-use increases the likelihood of abuse
and ethanol dependence. Nevertheless, little is known about the neurobehavioral effects of co-
exposure in adolescent brain. This study aims to evaluate the time course of the acute effects
of exposure to energy drink and / or ethanol in motor activity and anxiety in the open field
test, but also acute or prolonged effects on learning/memory and motor coordination in mice
teens. Swiss mice were divided into 4 groups: ethanol and energy drinks, energy drinks,
ethanol and water. Three separate studies were conducted to evaluate each of the specific
objectives of this work. In the first study, conducted in PN40, animals received the energy
drink administration (8 ml/kg) and / or ethanol (4 g/kg) by gavage and after 55 minutes were
subjected to the open field test (session 1). Other two sessions were conducted in sequence
using half of the initial dose (session 2 and 3). In trials 2 and 3, we studied the acute effects
(PN40) and chronic (exposure PN30-40) on the passive avoidance test (0.3 mA, 3s) and the
test performance of the rotary cylinder (training session and 1 and 3 hours after the gavage of
drugs). In both cases, the dose of energy drink (8 mil/kg) and / or ethanol (4 g/kg) was
administered. In the test of passive avoidance training sessions and the retention were made 1
and 24 hours after drug administration, respectively. In the Rotarod test, each session
consisted of 5 trials continuous acceleration model (4 to 40 rpm / min in an attempt to 2 min).
Our data indicate that the concurrent exposure to energy drink enhances the effect
hyperactivity induced by ethanol, as also, it generates an anxiogenic response in the Open
Field test. Acute ethanol exposure induces memory/learning deficits that is not reversed by
BE. Acute co-exposure to energy drink and ethanol prolonged incoordination induced by
ethanol. However, energy drink reversed the impairment of motor coordination generated by
chronic exposure of ethanol in female mice. This study provides experimental evidence that
energy drink and ethanol interact during adolescence, resulting in behavioral patterns that
could increase the risk of abuse or dependence on ethanol. In addition, the data indicated that
acute exposure to energy drink did not attenuate the negative consequences generated by
ethanol in motor performance and cognitive.

Keywords: Adolescence. Ethanol. Energy drinks. Memory and learning. Locomotor activity.
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INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude individuos acima de 15 anos de
idade consomem cerca de 6,2 litros de alcool por ano (Global status report on alcohol and
health, 2014). A maior taxa de consumo ocorre na Europa e nas Américas (Global status
report on alcohol and health, 2014). No Brasil, 52% dos brasileiros beberam pelo menos uma
vez no ultimo ano. Entre adolescentes, 35% admitem utilizar bebida alcodlica pelo menos
uma vez por ano e 24% bebem pelo menos uma vez por més (Laranjeira et al., 2007). Apesar
da comercializacdo de bebidas alcoolicas ser proibida para menores de 18 anos (Lei n° 9294,
15 de Julho de 1996), o consumo é comum entre adolescentes e 0 primeiro contato com o
alcool tem acontecido cada vez mais cedo (Pechansky et al.,2004). Sabe-se que 0 uso precoce
do etanol acarreta em prejuizos para a saude do jovem e aumenta a probabilidade de
dependéncia. Este dado é particularmente importante se considerarmos que 0 sistema nervoso
do adolescente encontra-se em desenvolvimento e tal processo pode ser afetado por fatores
externos, incluindo o consumo de etanol e outras substancias.

As bebidas energéticas foram desenvolvidas com a finalidade de aumentar a
disposigdo fisica e a concentracdo, posteriormente, a cafeina e carboidratos foram adicionados
a sua composicdo. Atualmente estas bebidas sdo vendidas em mais de 160 paises e seu
consumo tem aumentado, se tornado um habito frequente e bastante popular entre
adolescentes (Heckman et al., 2010. Alford et al., 2001). Apesar da popularidade, ainda
existem poucos estudos sobre os efeitos desta bebida em adolescentes na literatura.

Uma prética comum que tem chamado atencdo de pesquisadores e profissionais da
saude é o uso combinado de bebidas energéticas com alcool com a finalidade de anular os
efeitos depressores do etanol sobre o sistema nervoso central. Muitos usuarios destas bebidas
relatam a diminuicdo da sonoléncia e maior disposi¢do. Porém, alguns estudos tém
demonstrado uma forte associacdo entre a utilizacdo das bebidas energéticas com um
consumo mais intenso de &lcool e uma maior frequéncia das consequéncias do seu uso
abusivo, como dirigir embriagado, internagdo hospitalar e exposi¢do a outras situacdes de
risco (Attwood, 2012; Marczinski, 2010). Apesar disso, sdo poucos 0s estudos experimentais
em modelos animais que avaliam as possiveis interacfes entre as bebidas energéticas e o

etanol sobre a funcéo cerebral em adolescentes.
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Desenvolvimento do sistema nervoso adolescente

A adolescéncia € um periodo de oscilacbes emocionais e comportamentais devido a
mudancas hormonais, fisicas e das relagfes sociais. Sabe-se que nesta fase acontecem as
primeiras experiéncias como a iniciacdo da vida sexual e a experimentacdo de drogas, € este é
um dos periodos em que 0 sistema nervoso encontra-se mais suscetivel a interferéncia de
agentes externos (Spear, 2000). Muitos estudos associam o contato precoce com alcool e
outras drogas ao maior risco de dependéncia na vida a adulta e a experiéncias sexuais
desprotegidas ou mesmo violéncia (Breyer & Winters, 2011.). Neste periodo do
desenvolvimento ocorrem importantes alteracdes morfoldgicas e funcionais no cérebro, fator
que € determinante para definir as caracteristicas cerebrais e comportamentais da vida adulta.

Dentre as regides cerebrais ainda em desenvolvimento durante a adolescéncia estdo o
cortex pré-frontal, envolvido na capacidade de fazer julgamentos, de controlar impulsos,
prever consequéncias e no estabelecimento de planos e metas; o nucleo acumbente,
responsavel direto pelo comportamento motivacional relacionado com o sistema de
recompensa; e a amigdala, que atua na integracdo entre experiéncias agradaveis e aversivas a
reacbes emocionais (Breyer & Winters, 2011). Tal imaturidade justifica diversas
caracteristicas comportamentais tipicas da adolescéncia, como a preferéncia por atividades
que geram grande excitagdo e necessitam de pouco esforco, reacbes desproporcionais a
diversas situagOes, impulsividade e a fraca capacidade de julgamento (Breyer & Winters,
2011).

Na infancia o volume da substancia cinzenta aumenta atingindo seu nivel mais alto em
um periodo préximo a puberdade (Spear, 2000). Ao longo da adolescéncia o lobo frontal e
parietal apresentam um declinio gradual de volume, ja a substancia branca apresenta
crescimento linear que pode durar até os 30 anos de idade. Experimentos mostram que a
tendéncia durante a adolescéncia é a diminuicdo da substancia cinzenta e o afinamento da
zona cortical, o que pode indicar que as sinapses produzidas em excesso na infancia estdo
sendo eliminadas, demonstrando que o cérebro adolescente ainda passa por grande
transformagao (Spear, 2012).

Outro processo intensificado durante esta fase consiste na mielinizacdo dos axonios
(Spear, 2012). A mielina consiste em substéncia lipoproteica originada por determinados tipos
de glidcitos, os oligodendrécitos e as células de Schwann. Os oligodendrdcitos e as células de

Schawann se enrolam nos axénios formando a bainha de mielina que atua como isolante das
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membranas axonais, potencializando a eficiéncia cerebral do adolescente ao melhorar a
velocidade de fluxo de informagdes entre regibes mais distantes e, desta maneira,
apresentando uma relacdo estreita com o processo de aprendizagem (Paus et al., 2008). O
cortex nao sofre mielinizacdo homogénea em todas as suas regides. Sabe-se que as regides
corticais mielinizadas primariamente controlam analises sensoriais e movimentos simples,
enquanto as areas mielinizadas durante as fases mais tardias irdo controlar as fungdes mentais
mais complexas (Kolb, 2002). Além destas modificacGes, foi encontrado que a resposta a
estimulos aversivos € menos intensa em adolescentes quando comparados a adultos, isto
provavelmente se deve ao fato da amigdala e o cOrtex serem menos ativados em adolescentes
(Spear, 2012). Entretanto, também foi visto que a amigdala do adolescente é mais responsiva
a estimulos emocionais (Spear, 2012). Um aspecto adicional é a maior predisposicdo dos
adolescentes a assumir riscos, 0 que segundo Spear (2012), é uma caracteristica
evolutivamente positiva, ja que permite ao adolescente a experimentacdo de comportamentos
adultos, porém, também os torna mais suscetiveis a situacdes perigosas, como dirigir
embriagado, praticar sexo sem protecdo, iniciar em praticas criminosas e a experimentacdo de
drogas.

Em particular, a vulnerabilidade do adolescente a dependéncia de drogas associa-se
aos neurocircuitos motivacionais imaturos, que incluem o cortex pré-frontal e a amigdala
(Potenza, 2013). No entanto, assim como 0S neurocircuitos, as experiéncias pessoais e 0s
fatores de predisposicéo genética ndo podem ser descartados como fatores fundamentais nesta
questdo (Potenza, 2013).

Efeitos neuroldgicos e comportamentais da exposi¢ao ao etanol

As bebidas alcodlicas tém origem no periodo Neolitico com o surgimento da
atividade agricola e a invencdo da ceramica. A partir de entdo o &lcool passou a ser
consumido de diferentes maneiras por diversas culturas, sendo observados registros de como
produzir e consumir bebidas por parte dos celtas, gregos, romanos, egipcios e babil6nios
(Bertoni, 2006; Vaillant, 1999). Mediante ao advento da industrializacdo, o alcool passou a
ser comercializado e seu consumo moderado foi aceito socialmente (Bertoni, 2006;
Bloomfield et al., 2003). Embora seu consumo tenha ampla aceitacéo, o alcool é a 32 causa de

mortalidade em paises desenvolvidos (OMS, 2005). Ademais, no Brasil, é apontado como
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uma das maiores causas de absenteismo (Nascimento, 2004) no trabalho e responsavel por
acidentes de trabalho e automobilisticos (Quaglia, 2004; IML-SP, 1999), se tornando uma
causa de perdas econémicas aléem de um problema de saude puablica quando utilizado
indiscriminadamente (Bau, 2002; OMS, 2002a).

Atualmente, diversos paises estabelecem uma idade minima para o consumo de alcool,
nos EUA é de 21 anos, variando em alguns estados. No Brasil, as vendas sdo proibidas para
menores de 18 anos, ainda assim, pesquisas revelam que cerca de 48,3% de jovens entre 12-
17 anos ja fizeram uso de alcool (Carlini et al., 2001). Estudos mostram que a iniciagéo e a
manutencdo do consumo dessas bebidas por parte dos jovens relaciona-se com expectativas
formadas até mesmo antes da primeira experimentacdo, como a exposi¢do a propagandas,
modelos parentais ou de grupos de pares, que levam a uma idealizacdo sobre os efeitos do
alcool sobre a sua vida. Embora seja pratica comum entre jovens, diversas pesquisas
demonstram que ha maior tendéncia ao desenvolvimento de dependéncia quanto mais cedo
ocorre o primeiro uso do etanol (Aradjo & Gomes, 1998; Trindade & Correia, 1999; Silva et
al., 2012). Além disso, o consumo precoce de etanol também esta associado a maior taxa de
mortalidade, relacOes sexuais desprotegidas e acidentes entre adolescentes e adultos jovens
(Aradjo & Gomes, 1998; Trindade & Correia, 1999; Silva et al., 2012).

O etanol ou alcool etilico é o principal substrato encontrado em bebidas alcodlicas e
consiste em uma pequena molécula formada por dois sitios reativos com uma cadeia curta de
carbono e um grupamento hidroxila (Figura 1). A cadeia de carbono participa de interacoes
hidrofdbicas fracas, enquanto o grupamento hidroxila forma ligacGes de hidrogénio, um tipo
de interacdo intermolecular forte. E uma substancia hidrossoltvel e com réapida difusio pela
barreira hematoencefalica (Goodman & Gilman, 2006; Scivoletto & Malbergier, 2003). Seu
mecanismo de acdo é complexo e envolve a alteracdo da fluidez das membranas celulares,
sendo capaz de interferir em diferentes sistemas de neurotransmisséo. (Ly & Longo, 2004;
Pinsky & Bessa, 2008; Rang et al. 2007; Katzung, 2006). Seu metabolismo ocorre
primariamente no estdbmago, intestino delgado e figado (Lieber, 2000). As taxas de absor¢do
do etanol variam de acordo com o tempo de esvaziamento gastrico e do inicio da absorgédo
intestinal (Lieber, 2000; Scivoletto & Malbergier, 2003) e o pico plasmético da droga também
é influenciado pelo sexo, massa e idade do individuo (SENAD, 2005). Em sua metabolizacdo
o0 etanol é oxidado principalmente pela alcool desidrogenase (ADh) e uma pequena parte é
oxidada pela isoforma do citocromo P450 (Zeigler et al., 2004). Cada um destes passos
produzira metabolitos especificos e resultam na producdo de acetaldeido, que é toxico ao

organismo (Vieira, 2012). O acetaldeido pode causar desnaturacdo de proteinas, peroxidagdo
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lipidica e alteracBes da exocitose, também resultam na reducéo dos niveis de glutationa (um

dos sistemas de protecdo hepética) e aumenta o efeito toxico de radicais livres (Vieira, 2012).

Figura 1 - Representacdo esquematica da molécula de etanol
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Fonte: Wikipedia, 2008. Acessado na pégina https://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Ethanol_flat_structure.png

Embora sejam legalmente aceitas, as bebidas alcodlicas sdo classificadas como drogas
psicotropicas, ou seja, atuam sobre o sistema nervoso central causando alteracfes no
comportamento, cogni¢do e humor, sendo passiveis de causar dependéncia. Sua agdo se da
através de diversos mecanismos, como a interferéncia sobre canais ibnicos, receptores de
neurotransmissores e através da sinalizacdo celular (Carlini et al., 2001; Leite et al.,2012;
Zeigler et al., 2004), tais a¢Oes causam mudangas na funcdo sinaptica e na plasticidade
(Zorumski et al., 2014; Carlini et al., 2001; Leite et al.,2012; Zeigler et al., 2004). Seus
efeitos sdo conhecidos por potencializar a acdo do maior inibidor do sistema nervoso, o acido
gama-aminobutirico (GABA), assim como, inibir a acdo do glutamato, neurotransmissor
excitatorio (Carlini et al., 2001; Leite et al.,2012; Zeigler et al., 2004). Tal dindmica justifica
os efeitos depressores do alcool, sendo dose-dependente. Quando utilizado de maneira aguda
seus efeitos aparecem em uma fase estimulante, na qual o individuo apresenta desinibicéo,
fica mais falante e eufdrico. J& os efeitos depressores sdo caracterizados por sonoléncia,
descontrole emocional ou dificuldade de julgamento, falta de coordenacdo motora e, em caso
de consumo exacerbado, o individuo pode entrar em estado de intoxicacdo alcodlica aguda
(Carlini et al., 2001; Leite et al.,2012; Zeigler et al., 2004). A intoxicacdo aguda é
caracterizada por dificuldade para falar, labilidade emocional e em ocasibes mais drésticas
manifesta-se 0 estado comatoso, caracterizado por: hipotensdo, arreflexia, atonia, midriase,
pulso lento e hipotermia (Carlini et al., 2001; Leite et al.,2012; Zeigler et al., 2004). Estado
este que em muitas vezes leva a morte (Carlini et al., 2001; Leite et al., 2012; Zeigler et al.,
2004). Dentre as alteragdes promovidas a curto e longo prazo pelo etanol destacam-se danos a

fungéo cognitiva e sobre o controle motor.
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Etanol, memodria e aprendizagem.

A memoria é o mecanismo pelo qual as informagfes sdo codificadas, armazenadas e
recuperadas e constitui uma fase da aprendizagem (Kandel, 2000). Esta, por sua vez, € um
processo pelo qual adquirimos novas informacdes e pode ser dividida em etapas distintas:
aquisicdo, retencdo por periodo de tempo determinado e recordagdo (Sargent & Stafford,
1965). A memoria caracteriza-se pelo arquivamento seletivo desses dados e estes podem ser
evocados de maneira consciente (explicita) ou inconsciente (implicita), relacionada a fungdes
sensoriomotoras (Lent, 2010; Izquierdo, 2011; Kandel, 2000). A memdria também pode ser
classificada de acordo com o tempo de disponibilidade das informacdes, sendo a memoria de
trabalho aquela que dura de segundos a minutos, memdria de curta duracdo que pode ser
acessada em termo de horas, memoria de longa duragdo que dura por dias, meses ou anos
(Lent, 2010; Izquierdo, 2011; Kandel, 2000). Os processos envolvidos com a formacéo e
manutencdo da memoria ndo sdo restritos a uma estrutura, na realidade, dependem da
integracdo de diversas regides cerebrais como o cortex, amigdala, hipotalamo, algumas
regides do mesencéfalo e hipocampo, cada uma delas esta envolvida em um ou mais tipos de
memoria (Lathe, 2001). O hipocampo pertence ao sistema limbico e, além de responder ao
estresse (Lathe, 2001), também é responsavel pela aquisicdo da memdria explicita enquanto
0s ganglios da base e a amigdala estdo relacionados com a memoria implicita (Lombroso,
2004), assim como pelo processamento contextual, memdria de trabalho, memoria episddica,
mapeamento visuo motor arbitrdrio e memoria espacial. Além disso, o0 hipocampo
desempenha papel fundamental na consolidacdo da memdria de curto e longo-prazo (Altman,
1962; Bliss & Collingridge, 1993; Morris et al., 1986; O'Keefe & Dostrovsky, 1971; Riedel &
Micheau, 2001).

A administragdo aguda de etanol em humanos atenua a aquisi¢do e armazenamento de
informac0es, tais efeitos de enfraquecimento da memdria sdo consistentes com a perturbacédo
do hipocampo (Pyapali et al.,1999). Oliveira (2012) demonstrou que a administragdo cronica
de etanol em ratos Wistar no periodo da adolescéncia até a fase adulta levou a redugdo dos
volumes das regibes CA1 e CA3 do hipocampo e alteraram aspectos comportamentais
relacionados ao sistema limbico. Centanni e colaboradores (2014) apontaram em suas

pesquisas que a exposicdo intermitente ao etanol durante a adolescéncia diminui a amplitude



18

de correntes tonicas nas células granulares do hipocampo na idade adulta, além de
demonstrarem que este mesmo tipo de exposicado produz alteracdes a longo e curto prazo no
RNAm das subunidades do GABAa e na expressdo de proteinas no hipocampo, enquanto a
exposicdo intermitente cronica ndo produziu alterages a longo prazo. Tais alteracfes nas
correntes tbnicas no giro denteado do hipocampo costumam ser maiores em ratos
adolescentes do que em adultos (Vidal-Infer et al., 2012). Verificou-se que o etanol atenua de
maneira mais intensa a atividade dos receptores de NMDA na regido CA1 do hipocampo de
ratos mais jovens quando comparados a adultos sugerindo que o0 hipocampo em
desenvolvimento € mais sensivel aos efeitos inibitorios do alcool na neurotransmisséo
glutamatérgica (Markwiese et al.,1998 ; Pyapali et al., 1999).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é essencial nos processos de
plasticidade sinaptica, sobrevivéncia, crescimento e maturacdo de neurdnios em diversas fases
do desenvolvimento. A exposicdo ao etanol modula a expressio do RNAmM do BDNF em
diferentes regides cerebrais dependendo da dose, da via de administracdo e da duracdo da
exposicdo (Kumar et al., 2013). A administracao de 1,2 g/kg de alcool por via intraperitoneal
em ratos Wistar gerou um decréscimo nos niveis de RNAm de BDNF no hipocampo e uma
dose maior de 2,5 g/kg diminui os niveis em areas como o cortex frontal, nucleus acumbens e
amigdala ao mesmo tempo que aumenta esses niveis na area tegmentar ventral (Kumar et al.,
2013).

Adultos alcodlicos apresentam déficits de memdria recente e de longo prazo, podendo
perdurar por dias (Schuckit, 2005). Em roedores submetidos ao etanol, foram detectados
periodos de amnésia (Schuckit, 2005). Em virtude da imaturidade do SNC quando
comparados a adultos, os adolescentes apresentam maior facilidade de intoxicacdo alcodlica,
assim, estdo mais suscetiveis aos efeitos amnésicos do etanol ou “Blackouts”, onde ha uma
disfuncdo aguda da funcdo hipocampal. Apesar de esses episédios ocorrerem também em
adultos, parece que adolescentes estdo mais propensos a estes eventos (Zeigler et al., 2005).

Alguns dos danos mais graves do alcool no cérebro adolescente acontecem em areas
responsaveis pela memoria e aprendizagem (Zeigler et al., 2005). Em adultos dependentes de
alcool o volume médio do hipocampo e o volume esquerdo desta estrutura sdo menores
quando comparados a individuos ndo dependentes (Beresford et al., 2006). Adolescentes com
problemas alcodlicos apresentam volume do hipocampo 10% menor em relacdo a
adolescentes que nunca consumiram etanol (Zeigler et al., 2005). Diversos dados corroboram
a ideia de que o consumo de etanol durante a adolescéncia causa prejuizos neurocognitivos e

que estes prejuizos apresentam-se com maior gravidade em jovens que bebem com maior
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frequéncia ou em grande quantidade quando comparados a bebedores “sociais” e ndo
bebedores (Jocobus et al., 2013). Tais prejuizos sdo: atencdo e memdria diminuidas,
dificuldade em processar informacdes, principalmente visuoespaciais, velocidade psicomotora

reduzida e habilidade linguistica prejudicada (Jocobus et al., 2013).

Etanol e funcdo motora

Dentre os diversos efeitos do etanol sobre 0 SNC a disfun¢cdo motora é um dos mais
marcantes por ser claramente perceptivel tanto em humanos quanto em animais (Barwick &
Dar, 1998). O cerebelo é a principal estrutura envolvida no controle das fungdes motoras
atuando através da coordenacdo dos movimentos e do controle postural (Lundy-Ekman,
2012). O cerebelo possui conexdes com diversas areas do sistema nervoso central e, devido a
isto, participa de outras fun¢bes como a memdria visual, funcdes executivas, memaoria visuo
espacial e controle comportamental e motivacional (Cunha, 2014). E composto em sua
superficie pelo cértex cerebelar, uma camada de substancia cinzenta, abaixo dele encontra-se
0 corpo medular composto de substancia branca (Cosenza, 2005). Seu cértex é formado por
uma camada molecular, uma camada com células de Purkinje e outra camada granular
(Cosenza, 2005). Na camada molecular estdo os dendritos das células de Purkinje e as células
estreladas, na camada granular ha fibras musgosas, células de Golgi e as células granulares
(Cunha. 2014). O etanol, em tratamentos cronicos, estimula as células da glia e regula
positivamente citocinas e mediadores inflamatorios no cérebro e nas células astrogliais, o que
ativa vias de sinalizacdo e fatores de transcricdo relacionados com a morte celular e
inflamacéo. Estudos in vitro e in vivo mostraram interferéncia do alcool na inibicdo da via de
sobrevivéncia mediada por insulina e na ativacdo mitocondrial em células neuronais
cerebelares, além disso, o etanol prejudica a via de sinalizacdo do NMDA, a via RhoA
GTPase (regula a adesdo celular, a diferenciacdo e o rearranjo do citoesqueleto), aumenta a
producédo de protaglandinas (responsaveis pelo desenvolvimento do SNC, proliferacdo neural
e sinaptogénese), gera aumento de radicais livres dentre outras interferéncias (Kumar et al.,
2013). Sabe-se a que a administragdo intermitente de etanol durante a adolescéncia aumenta a
morte celular em diversas regifes do sistema nervoso central, inclusive no cerebelo,
resultando em prejuizos na aprendizagem motora (Vidal-Infer et al., 2012). Estruturalmente, o

alcool tem relagcdo com a diminuicdo da densidade e tamanho de células do vermis cerebelar,
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tal mudanca estrutural resulta na ataxia de marcha (Ornelas et al., 2015). A degeneracdo
cerebelar consiste no conjunto de lesGes no cerebelo por intoxicacdo alcodlica e pode se
manifestar por alteragdes nos movimentos oculares, na postura (Cunha, 2014), na perturbacéo
da capacidade de equilibrio e coordenacdo motora, na capacidade de direcdo de automoveis
(White et al., 2002) e de maneira mais branda, na capacidade de coordenar os muasculos da
fala e dos bracos (Diener et al., 1984).

Existem estudos que demonstram diferentes efeitos do etanol sobre as fungdes motoras
como sendo dose-dependente e também com maior ou menor interferéncia de acordo com a
idade (Ornelas et al., 2015; White et al., 2002). Animais e humanos mais idosos apresentam
maiores danos nas capacidades motoras quando comparados a adolescentes (Ornelas et al.,
2015; White et al., 2002). Em adultos alcotlicos foram encontradas evidéncias de atrofia
cerebelar assim como, cerebelo apresentando menor dimensdo e menor massa quando
comparados a individuos adultos ndo alcoolicos (Diener et al., 1984; Cunha, 2014). Ha
também a hipotese de que a atrofia cerebelar pode ser causada pela desnutri¢do e deficiéncia
de tiamina resultante do consumo excessivo de bebidas alcodlicas (Diener et al., 1984; Cunha,
2014).

Efeitos da exposicdo a bebidas energéticas

As bebidas energéticas tiveram sua origem no Japdo em 1962, o Lipovitan-D foi o
primeiro energético a entrar em circulagdo no mercado e continha em sua composi¢cao uma
mistura vitaminica que intentava incrementar a concentracao e a energia. Em 1987,
Dietrich Mateschitz adicionou as tradicionais bebidas energéticas a cafeina e carboidratos,
criando a marca mais comercializada de energéticos, o Red Bull (Cavalcante, 2007).
Atualmente este tipo de bebiba é comercializada em mais de 160 paises (Alford et al.,
2012).

Atualmente, a maioria das bebidas energéticas (BES) consiste de uma combinacdo de
carboidratos (cerca de 11 g/dl), taurina (cerca de 400 mg/dl), cafeina (cerca de 32 mg/dl),
gluconolactona (cerca de 240 mg/dl) e vitaminas do complexo B. Apesar deste tipo de bebidas
ser consumido por um grupo etario heterogéneo, elas sdo particularmente populares entre
jovens adultos e adolescentes (Mac Donald, 2013; Babu et al.,2008; Attila et al., 2011; Seifert
et al., 2011). Estima-se que, nos Estados Unidos, cerca de 50% dos estudantes universitarios
usam este tipo de bebida frequentemente (Malinauskas et al., 2007; Giles et al., 2012).
Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e Bebidas Nado Alcodlicas

(ABIR), houve um crescimento no consumo de energético de 325% entre os anos de 2006 e
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2010 no Brasil. As razGes mais comuns para o uso deste tipo de bebidas séo a diminuicdo do
sono e aumento de energia, a manutencdo do estado de alerta durante os estudos ou na direcdo
de veiculos e na reducdo dos sintomas da ressaca (Giles et al., 2012; Seifert et al., 2011). De
fato, alguns estudos encontraram como efeito das bebidas energéticas a capacidade de
melhora da atencdo, como também ha relatos de melhora do desempenho psicomotor e de
humor (Attila et al., 2011; Giles et al., 2012). Dentre as substéncias presentes nas BEs, a
cafeina e a taurina tem sido reportadas como os principais componentes psicoativos. Outras
pesquisas revelam que a combinacdo de cafeina e glicose pode melhorar o desempenho
cognitivo e diminuir a sensacdo de cansaco em periodos que exigem grandes demandas
cognitivas (Attila et al., 2011).

Apesar da correlacdo com efeitos positivos, alguns dados revelam repercussoes
negativas relacionadas com o consumo de BEs. Unal e colaboradores (2014) sugerem que 0
consumo agudo de bebidas energéticas € capaz de aumentar a agregacdo plaquetaria e
diminuir a funcdo endotelial. A cafeina e a taurina podem gerar aumento da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial, gerar distarbios do sono e desidratacdo (Attila et al., 2011).
Também ha relatos de enxaquecas, distlrbios gastrointestinais, palpitacdes cardiacas e morte
relacionados a bebidas energéticas durante a vida adulta (Costa et al., 2014). Em criancas e
adolescentes que ndo sdo usuarios habituais de cafeina, a vulnerabilidade & intoxicacdo por
cafeina pode ser significativamente aumentada, devido a auséncia de tolerancia
farmacoldgica. Existem poucos estudos a respeito do consumo abusivo de BEs (Kponee,
2014), como também, ndo h& estudos sobre os efeitos do uso continuado destas bebidas

durante o periodo da adoslescéncia.

Cafeina

A cafeina € um alcaloide pertencente a classe das xantinas, com férmula quimica
CgH10N4O; (Figura 2) com potencial neuroativo e é encontrado em algumas sementes,
alimentos derivados do cacau, alguns medicamentos e na composi¢do de diversas bebidas

(refrigerantes, chas, café, e energéticos) (Brenelli et al., 2003; Altimari et al., 2006).
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Mundialmente o consumo de cafeina é estimado, em média, entre 70 a 76 mg por dia, mas
chega a 168 mg/dia nos EUA e 40 mg/kg no Brasil (Fredholm et al., 1999).

Figura 2 - Representacdo esquematica da molécula de cafeina
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Fonte: Wikipedia, 2007. Acessado na pagina https://en.wikipedia.org/wiki/File:Koffein_-_Caffeine.svg

A absorcdo de cafeina ocorre de maneira rapida em humanos e sua alta solubilidade
lipidica e baixa ligacdo a proteinas plasmaticas permitem facil passagem pelas membranas
celulares, atravessando livremente a barreira hematoencefalica (Fredholm et al., 1999). O
metabolismo da cafeina é realizado em maior parte no figado pelo citocromo P450 1A 2,
fatores como o peso corporal, género, frequéncia do consumo, dentre outros podem interferir
neste metabolismo (Altimari et al., 2006). O pico de concentracdo de cafeina no sangue varia
entre 15 e 120 minutos apos a sua ingestdo e sua meia vida varia entre 4 e 6 horas em adultos,
entretanto em criancas a eliminacdo da cafeina ocorre de maneira mais lenta e seus efeitos
podem persistir por até 3 ou 4 dias (Agnol, 2006; Reis, 2013).

Os efeitos estimulantes da cafeina se devem a sua acao sobre o sistema nervoso central
através da inibicdo dos receptores de adenosina e liberacdo de catecolaminas como a
adrenalina. Tais acdes sdo responsaveis pela dimuicdo da sensacdo de fadiga, melhor
desempenho em atividades fisicas, reducdo da sensacdo de sono, manutencdo da atencdo e da
vigilancia (Ballone & Moura , 2008; Agnol, 2006). Embora seja amplamente utilizada a
cafeina pode apresentar toxicidade quando consumida em excesso, resultando em
irritabilidade, taquicardia, hipertensdo, dor abdominal, diarreia, tensdo muscular e em casos
extremos pode causar Ulceras, arritmias, delirios, coma e morte (Agnol, 2006; Carvalho et al.,
2006).

Taurina
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A Taurina (Tau) ou &cido beta- aminossulfonico, de formula quimica C2H7NO3S
(Figura 3), € encontrada naturalmente em diversos organismos. Em humanos esta presente em
variados 6rgaos e desempenha importantes funcbes (Vohra & Hui, 2000; Giles et al.,2012;
Agnol, 2006; Agnol & Souza, 2008). Esta presente em altas concentracfes em algas e
animais. Em humanos sua sintese é limitada, sendo necessaria a ingestdo de fontes externas
dessa substancia (Agnol & Souza, 2008). E encontrada em maiores concentracdes
intracelulares no coracdo, leucdcitos, musculo esquelético, retina e sistema nervoso central,
incluindo o tronco cerebral e o hipocampo (Agnol, 2006; Giles et al., 2012). A sua sintese se
da a partir dos aminoacidos sulfurados, cisteina e metionina, principalmente no figado e no
cérebro (Carvalho et al., 2006). Este processo ocorre através reacdes enzimaticas de oxidacdo

e transulfuracéo e depende da vitamina B6 como cofator (Agnol & Souza, 2008).

Figura 3 - Representacdo esquematica da molécula de taurina
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No que diz respeito a sua funcéo fisiologica a Tau comegou a ser pesquisada a partir
da observacao de gatos com deficiéncia nutricional de taurina apresentando cardiomiopatias e
degeneracdo da retina (Wu & Prentice, 2010). Existem evidéncias de que a taurina participa
de importantes funcbes fisiolégicas como a osmorregulacdo, neuroprotecdo,
neurotransmisséo, associa-se aos sais biliares contribuindo para a emulsificagéo e absor¢éo de
lipidios, mantém a integridade estrutural das membranas celulares, atua na neuromodulacao,
possui efeitos antiapoptdtico e antioxidante (Carvalho et al., 2006; Giles et al., 2012; Vohra &
Hui, 2000; Agnol, 2006; Agnol & Souza, 2008; Wu & Prentice, 2010).

Uso combinado de bebidas energéticas e etanol
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Uma conduta muito comum entre jovens adultos e adolescentes consiste no consumo
combinado de energético com bebidas alcodlicas com o objetivo de melhorar o sabor da
bebida e diminuir os efeitos depressores do etanol (Ferreira et al., 2004). Muitos usuarios
relatam uma demora maior para sentir os efeitos agudos do alcool, como, por exemplo, a
sonoléncia comum causada por bebidas alcodlicas (Alford et al., 2012;). No entanto, esta
pratica merece destaque, pois alguns estudos recentes tem mostrado que as bebidas
energéticas podem mascarar os efeitos subjetivos do consumo de etanol e que isso pode
limitar a consciéncia do estado de intoxicagdo, 0 que consequentemente, aumenta a ingestao
de &lcool (Alford et al., 2012; Ferreira et al., 2004; Marczinski et al., 2013). O consumo
abusivo do alcool pode aumentar a probabilidade do jovem de assumir riscos como dirigir
embriagado, se submeter a relacdes sexuais desprotegidas, além de aumentar as chances de
sofrer/praticar atos violentos e, em casos mais graves, internagdo hospitalar e coma alcodlico
(Attila et al., 2011; Snipes et al., 2014; Ferreira et al., 2004; Miller, 2012). A combinacédo do
alcool com bebidas energéticas também tem sido associada a maior risco de desenvolver
dependéncia etilica (Arria et al., 2011; Emond et al., 2014).

Além da diminuicdo da percepcdo sobre o estado alcodlico, o consumidor desta
combinacdo pode sofrer desidratacdo, o que ira interferir na capacidade de metabolizacdo do
alcool, aumentando sua toxicidade (Cunha, 2014). Existem pesquisas que associam a
combinacédo entre &lcool, bebida energética e atividade fisica a mortes subitas por sobrecarga
cardiaca (Reis, 2013). Também ha relacdo entre esta combinacdo e casos de isquemia
miocéardica e vasoespasmo coronariano (Snipes, 2014; Attila et al., 2011). Individuos
predispostos a distdrbios de arritmia cardiaca parecem ter o risco de arritmia aumentado
(Wiklund et al., 2009). Devido ao curto tempo no mercado e ao aumento alarmante do
consumo de bebidas energética e, consequentemente, do co-abuso ndo se sabe ao certo as
consequéncias deste consumo combinado de forma aguda e em longo prazo no periodo da

adolescéncia.

Uso de roedores para o estudo dos mecanismos envolvidos com a manifestacdo dos
distarbios neurocomportamentais causados pela exposicdo ao etanol e bebidas

energéticas
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O uso de roedores como modelo experimental para melhor compreensao de
fendmenos neurofisiologicos relacionados com a exposicdo a droga, como o etanol, é de
extrema importancia, ja que o fornecimento de etanol para menores de idade € ilegal e
antiético (Zeigler et al., 2004). Desta forma, modelos animais de exposi¢éo ao etanol
propiciam o entendimento mais profundo dos mecanismos dos efeitos do etanol sobre o
adolescente. A validade da utilizacao de roedores também se justifica pela presenca de
caracteristicas comportamentais e neuroldgicas de desenvolvimento cerebral semelhante ao
encontrado em humanos (Spear, 2000). Pesquisadores sugerem que estas semelhancas
comportamentais podem ter evoluido para permitir ao jovem passar pela transi¢cdo de um
modo de vida dependente para a conquista da autonomia. Da mesma forma que humanos,
roedores adolescentes apresentam um aumento significativo na quantidade de tempo gasto
na investigacao social e interagdo com os pares, apresentam maior predisposicao a assumir
riscos e maior busca por novidades quando comparados a animais adultos (Spear, 2000).
Além disso, os roedores sdo animais de baixo custo de manutencéo, facil criacdo e
manipulacdo, como também, tem sua biologia bem conhecida.

Ja é bem estabelecido que, assim como em humanos, roedores também apresentam
resposta dose-dependente ao etanol e as consequéncias da exposi¢do ao alcool variam de
acordo com a fase do desenvolvimento do individuo (Becker et al., 1996; Hannigan, 1996).
Ferreira e colaboradores (2004), evidenciam estudos com animais de laboratério mostrando
que a administracdo prévia ou concomitante de taurina afeta os efeitos farmacoldgicos e
comportamentais do etanol reduzindo o sono induzido pelo etanol em camundongos e
também revertendo os demais efeitos depressivos causados por altas doses da ingestdo de
alcool.

Apesar de haver um grande nimero de estudos em modelos animais a respeito dos
efeitos do etanol e de componentes isolados das bebidas energéticas, ndo existem estudos
experimentais em modelo animal que avaliem as possiveis interagdes entre BEs e o etanol

sobre a fungéo cerebral em adolescentes.
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1 OBJETIVOS

Objetivos especificos

Avaliar os efeitos agudos e da exposi¢do prolongada de bebidas energéticas e/ou

etanol no comportamento de camundongos adolescentes.

Objetivos especificos

Awvaliar o curso temporal dos efeitos da administracdo progressiva de BEs e/ou etanol
na atividade motora e ansiedade no teste do campo aberto.

Avaliar os efeitos agudos e da exposicdo prolongada de BEs e/ou etanol no
aprendizado/memoaria através do teste da esquiva passiva.

Avaliar os efeitos agudos e da exposi¢cdo prolongada de BEs e/ou etanol na
coordenacdo motora e equilibrio atraves do teste do cilindro giratorio (Rotarod).
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2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Esse estudo foi realizado sob aprovacdo do Comité de Etica Para Uso Animal do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Todos os experimentos estdo de acordo com a declaracdo de Helsinque e com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio adotado e promulgado pelo Instituto Nacional de
Saude.

Neste estudo foram utilizados camundongos Sui¢os cujas matrizes foram geradas no
préprio laboratorio. Foram utilizadas ninhadas que apresentaram no dia do nascimento (PN1)
entre 7 e 14 animais. Os animais foram criados e mantidos no biotério do Laboratorio de
Neurofisiologia da UERJ em um ciclo de luminosidade de 12 horas (inicio do periodo escuro
= 14 horas) a uma temperatura controlada em torno de 22 °C. Os animais tiveram livre acesso

a comida e agua.

2.2 Tratamento

As ninhadas foram desmamadas no vigésimo primeiro dia pds-natal (PN21) e
separadas por sexo. Os animais foram alojados nas caixas em pares. Para o estudo completo
dos efeitos da co-exposicao, o trabalho possui quatro grupos experimentais presentes em todas
as ninhadas: animais expostos a bebida energética e etanol (BE+ETOH), animais que
receberam somente a bebida energética (BE), animais que receberam somente etanol (ETOH)
e animais que receberam agua (VEH). Foram conduzidos 3 estudos em separado para
avaliacdo de cada um dos objetivos especificos desta dissertacao.

A fim de avaliar o curso temporal dos efeitos da administracdo progressiva de BEsS
e/ou etanol na atividade motora e ansiedade, os animais foram expostos 3 vezes as drogas por
gavagem com o intervalo de 1 hora em PN40. Apds 55 minutos da gavagem foram realizados
os testes de campo aberto. Foi utilizada uma bebida energética contendo por 100 ml uma

mistura de: sacarose e glucose (11,3 g), taurina (400 mg), cafeina (32 mg), gluconolactona
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(240 mg), inositol (20 mg), niacina (7,2 mg), pantenol (2,4 mg), B2 (0,64 mg), vitamina B12
(0,4 mcg), acido citrico, corante caramelo, aroma artificial e &gua com gas. Na primeira
gavagem foi administrado uma dose de bebida energética definida em 8 ml/kg (grupo BE). O
etanol foi diluido em &gua ou em bebida energética na concentracdo de 40% na dose de 4g/kg
(grupos ETOH e BE+ETOH). Nas gavagens seguintes 0s animais foram expostos a metade da
dose. Desta forma, ao final deste experimento os animais foram expostos numa dose total de
16 ml/kg de BE e de 8 g/kg de etanol.

Para avaliar os efeitos agudos da exposicdo a BEs e/ou etanol sobre o aprendizado e
desempenho motor, os animais foram expostos uma unica vez as drogas em PN40. A dose de
bebida energética foi definida em 8 ml/kg (grupo BE). O etanol foi diluido em agua ou em
bebida energética na concentracdo de 40% na dose de 4 g/kg (grupos ETOH e BE+ETOH).
Os animais de todos os grupos experimentais foram pesados e passaram pelo procedimento de
gavagem. As ninhadas foram divididas de maneira que metade dos animais fosse designada
ao teste do rotarod e os demais animais ao teste de esquiva passiva.

Para avaliar os efeitos da exposi¢do prolongada de BEs e/ou etanol, os animais da
exposi¢édo prolongada receberam as drogas um vez por dia durante dez dias seguidos a partir
de PN30 e até PN40, periodo no qual os camundongos exibem caracteristicas
comportamentais tipicas da adolescéncia (Spear, 2000). Em PN40 deu-se o inicio aos testes

comportamentais.

2.3 Testes comportamentais

2.3.1 Teste de campo aberto (Open Field)

O teste de campo aberto é largamente adotado como método de observacdo da
atividade locomotora e comportamento exploratério (Walsh, 1976). Sua popularidade deve-se
ao uso de um aparato simples, a facilidade na quantificacdo dos dados, jA que o0s
comportamentos sdo bem estabelecidos, e a sua ampla aplicabilidade para deteccdo de
variaveis comportamentais (Vasques- Araujo et al., 2008; Oliveira et al.,2008).

Em PN40 os animais foram submetidos ao teste de campo aberto. A caixa de teste (45

cm x 45 cm x 45 cm) apresenta as paredes e o assoalho pretos (Figura 4). Os animais foram
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manipulados e testados durante o periodo claro (entre 8 e 12 horas) sob a iluminacao de luz
branca. Antes da primeira sessdo de teste 0s animais eram gavados e suas gaiolas
transportadas para a sala de testes com a finalidade de ambientagdo. Apds 55 minutos da
gavagem, os animais eram postos individualmente no centro da caixa e podiam explorar o
ambiente livremente por 5 minutos registrados em video para posterior analise do
comportamento. Apos o fim de cada sessdo, a caixa era limpa com papel toalha umedecido,
com o intuito de eliminar odores e excretas que poderiam interferir no comportamento dos
animais testados subsequentemente. Foram realizadas 3 sessdes com um intervalo de 1 hora
entre elas.

Para a avaliacdo do teste a caixa foi dividida em 16 quadrados iguais com o auxilio de
transparéncia sobreposta a imagem da caixa e cada quadrado atravessado pelas quatro patas
do animal foi utilizado como medida de atividade locomotora. Os registros realizados foram o
da ambulacdo total, a ambulacdo no centro corrigida (quadrados percorridos no centro/
ambulacdo total) e a laténcia para saida do centro no inicio do teste.

Figura 4 - Foto caixa de atividades de campo aberto

Fonte: O autor, 2014.

Figura 5 - Esquema do tratamento e teste de campo aberto 4mi/kg

grupo BE
2g/kg
grupos ETOH
e BE+ETOH
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Fonte: O autor, 2014.

2.3.2 Teste do Cilindro Rotat6rio - Rotarod

O teste de Rotarod € amplamente utilizado para avaliar o equilibrio e a coordenacéo
motora em roedores, principalmente em modelos animais experimentais de transtornos
neurologicos e dos efeitos de drogas (Karl et al., 2008; Paes-Branco et al., 2012 ; Novier et
al., 2012). O protocolo utilizado neste estudo avaliou a habilidade do camundongo em
permanecer sobre o cilindro giratorio que acelerava continuamente de 4 para 40 RPM/min em
uma sessdo de 5 minutos. A variavel avaliada foi a laténcia para a queda do animal.

Para avaliagdo da exposicdo aguda, um dia antes da administracdo das drogas, em
PN39, foi realizada uma sesséo de treino, onde 0s animais foram submetidos pela primeira
vez ao Rotarod. Em PN40, a sessdo teste foi realizada 1 e 3 horas ap6s a gavagem. Cada
sessdo era composta por cinco avaliagdes consecutivas com um intervalo minimo de dez
segundos entre cada avaliagao.

Para avaliacdo da exposi¢cdo prolongada, os animais também foram submetidos ao
treinamento em PN39, antes da gavagem do dia. O procedimento em PN40 foi igual ao dos

animais da exposi¢do aguda, onde a sesséo de teste era realizada 1 e 3 horas ap0s a gavagem.

Figura 6 - Foto Rotarod
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Fonte: O autor, 2014.

Todos os testes no rotarod foram realizados entre 8:00 e 13:00 horas (periodo claro)
sob iluminagdo com luz branca em uma sala com temperatura mantida aproximadamente a
22°C. Para a realizacao do teste, cada camundongo foi colocado em um dos cilindros com o
dorso voltado para o pesquisador. Ao final de cada sessdo, antes do préximo animal ser
colocado no aparelho, todo o aparato era limpo com toalha de papel descartavel embebida

com alcool. A laténcia de queda de cada animal nas 5 tentativas foi anotada.

Figura 7 - Esquema do tratamento e teste de rotarod

PN39 PN40 1h apds a gavagem 3h apds a gavagem

Trein x ~
€ino Gavagem 12 Sesséo 22 Sesséo

Coleta de sangue

Fonte: O autor, 2014.
2.3.3 Teste da esquiva passiva inibitoria (Step Down Passive Avoidance)

O teste da esquiva inibitéria foi realizado em uma caixa (25cm x 25cm) com uma
plataforma circular com didmetro de 6,5cm e altura de 2cm, posicionada centralmente sobre
uma grade metalica (espacamento de 1 cm entre as barras de 2 mm de diametro) (Figura 3).
Todos os animais foram submetidos a duas sessdes realizadas entre 8:00 e 12:00 horas

(periodo claro).
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Figura 8 - Esquiva passiva

Fonte: O autor, 2014.

Em PN40, os animais foram submetidos ao primeiro teste na esquiva (T0) 1 hora ap6s
a gavagem. No primeiro teste, os animais foram individualmente colocados sobre a
plataforma e imediatamente apds colocarem as quatro patas sobre a grade metalica, recebiam
um choque de 0,3 mA durante 3 segundos (Teste de aquisi¢do). Na segunda sessdo (T24),
realizada com a finalidade de avaliar a memdria de longo prazo, os animais foram recolocados
na plataforma 24h apds a primeira sessdo. Nesta sessdo (Testes de retencdo), 0s animais nao
receberam choques ap6s descerem da plataforma. O tempo que os animais levavam para
descer com as quatro patas da plataforma (laténcia de descida) foi o parametro utilizado para
avaliar o aprendizado e memdria. Aléem disso, com objetivo de visualizar de maneira mais
clara as diferencas entre os grupos, o aprendizado/memoria foi também avaliado através do
seguinte indice: (L24 - L0)/LO, onde LO e L24 representam o tempo de laténcia para descida

da plataforma nas sessdes TO e T24 respectivamente.
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Figura 9 - Esquema do tratamento e teste de esquiva passiva
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Fonte: O autor, 2014.

2.4 Dosagem de &lcool em sangue

Apdbs o teste de Rotarod e Open Field, os animais dos grupos experimentais que
utilizaram alcool, foram sacrificados pelo método de guilhotina e tiveram o sangue coletado e
centrifugado por 20 minutos, apo6s a centrifugacdo o soro foi coletado e armazenado em
geladeira para analise posterior de dosagem de alcool em sangue. A coleta foi realizada em
dois momentos diferentes, um grupo de animais foi sacrificadol hora ap6s a gavagem e outro
grupo foi sacrificado 3 horas apds a gavagem.

A dosagem de &lcool em sangue foi realizada através de ensaio enzimatico (Pointe
Scientific Inc.). O método foi realizado de acordo com as recomendacgdes do fabricante.
Brevemente, o principio desse ensaio é baseado na reacao realizada pela &lcool desidrogenase
(ADH). A ADH cataliza a oxidagdo do etanol a acetaldeido com concomitante redugdo do
NAD a NADH (reacdo demonstrada abaixo). A mudanca na absorbancia de 340 nm ¢é
diretamente proporcional a concentracdo de etanol na amostra.

Para o ensaio, foram pipetados 1 ml do reagente (alcool desidrogenase de levedura
200 U/L) nos tubos de ensaio. Nos respectivos tubos foram adicionados 5 pl de padrio,
amostras de teste e amostras controle. Nos tubos referentes ao branco foram adicionados 5 pl
de solucdo de cloreto de sodio. Apds agitar os tubos, os mesmos foram incubados por 5
minutos. No final do periodo de incubacdo, as amostras foram lidas em 340 nm. A

absorbancia do branco foi subtraida dos valores finais de leitura.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=gavage+mice&source=images&cd=&cad=rja&docid=NdEr8YD2QXfeoM&tbnid=7OVgKwmtomEmAM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.theodora.com/rodent_laboratory/injections.html&ei=pSYeUb6GMoeK9QSQqYGoDg&bvm=bv.42553238,d.eWU&psig=AFQjCNEXuFUq3op7c39BrWu1rir0btb6aw&ust=1361016476192492
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2.5 Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média. A andlise de
resultados foi realizado atraves do software Statistical P/ackage for the Social Sciences (IBM,
USA). Para analise de massa corporal foi utilizado inicialmente analises de variancia com
medidas repetidas (FANOVAs), considerando DIA como fator de repeticdo e
TRATAMENTO (VEH, ETOH, BE e BE+ETOH) e SEXO como fatores. Caso houvesse
interacdes significativas entre DIAXTRATAMENTO eram realizadas comparages através do
teste post-hoc Fisher’s Protected Least Significant Difference (FPLSD).

Para a analise da concentracdo de etanol em sangue (BEC), rANOVAs foram
realizadas para cada um dos experimentos estudados, considerando INTERVALO (1 hora ou
3 horas ap0s a gavagem) como fator de repeticdo e considerando como fatores
TRATAMENTO e SEXO. Para andlise do BEC na avaliacdo dos efeitos da exposicdo
progressiva as drogas foram apenas coletados sangue apos o ultimo teste, logo, neste caso,
realizamos uma ANOVA univariada considerando apenas TRATAMENTO e SEXO como
fator. ANOVAs de menor ordem foram utilizadas toda vez que interacbes de
TRATAMENTO com SEXO foram detectadas. Diferengas entre grupos individuais foram
analisadas utilizando FPLSD como teste post-hoc. Entretanto, toda vez que ndo houve
interacdo entre TRATAMENTO e outros fatores, apenas o efeito do TRATAMENTO foi
considerado.

Para as analise comportamentais também foram utilizadas rANOVAs seguidas por
ANOVAs de menor ordem utilizadas toda vez que interagbes de TRATAMENTO com SEXO
foram detectadas. Da mesma forma, diferencas entre grupos individuais foram analisadas
utilizando FPLSD como teste post-hoc. Entretanto, toda vez que ndo houve interacdo entre
TRATAMENTO e outros fatores, apenas o efeito do TRATAMENTO foi considerado.
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3 RESULTADOS

3.1 Estudo 1 - Efeito da exposicdo aguda progressiva do etanol, bebidas energéticas e sua
interacao

3.1.1 Concentracdo plasmatica de etanol (BEC)

N&o foram observados efeitos da exposicdo a BE sobre a concentracdo plasmatica de
etanol (Figura 7), como também n&o foi observada interagdo entre TRATAMENTOXSEXO.

Gréafico 1 - Concentracdo plasmatica de etanol nos animais submetidos ao modelo de
exposicdo progressiva as drogas

BEC - modelo de exposi¢cao
progressiva
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200

mg/di
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ETOH BE+ETOH

Legenda: Valores representam médias + erro padrdo da média.
Fonte: O autor, 2014.

3.1.2 Efeitos sobre 0 comportamento no teste do campo aberto

A avaliagdo da atividade ambulatoria no teste do campo aberto indicou efeito do
TESTE (F (2,146) = 43,0; P < 0,001), explicado pelo fato de existir de modo geral redugdo da
atividade motora ao longo das 3 sessdes experimentais (Figura 8). Além disso, foi observado
interacéo significativa entre TESTEXGRUPO (F ,146) = 2,0; P < 0,06). Observamos que
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durante o primeiro teste, 0s animais expostos concomitantemente a BE e etanol apresentaram
aumento da ambulacdo quando comparados aos controles (P < 0,001), enquanto que animais
expostos somente ao etanol o aumento tendeu a significancia (P = 0,06). No segundo teste,
ambos 0s grupos que receberam a administracdo de etanol (ETOH e BE+ETOH)
apresentaram aumento significativo da ambulacéo total (P <0,05 e P < 0,01, respectivamente).

Este efeito ndo foi mais observado para a ambulacéo total no teste 3 (Grafico 2).

Grafico 2 - Ambulacéo total por sessdo de teste do campo aberto

Ambulacao total por teste
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B VEH
W BE
ETOH
W BE+ETOH
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150 -+
100 -+
50 +

Numero de quadrados percorridos

Sessao de teste

Legenda: Valores representam médias + erro padrao da média. * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; PS = 0,06.
Fonte: O autor, 2014.

ANOVAr foram realizadas para a avaliacdo da ambulacdo por intervalo em cada uma
das sessdes experimentais. No primeiro teste, foi observado um efeito do INTERVALO (F(2;
218 = 16,9, P < 0,001), devido ao fato de ocorrer redugéo da atividade ao longo da sesséo
experimental. Também foi observado interagdo entre INTERVALOXTRATAMENTO (Fs;
218) = 2,8, P <0,01). Quando comparado ao grupo controle a exposi¢ao ao etanol promoveu
hiperatividade durante os dois primeiro minutos de teste (ETOH> VEH, P<0,05 em ambos 0s
intervalos; Figura 9). Este feito da exposicdo ao etanol foi prolongado por toda a sesséo
experimental quando houve a co-exposi¢cdo com a BE (BE+ETOH>VEH, P<0,001 do 1° ao 4°
intervalo, P<0,01 no 5° intervalo; Figura 9).
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Gréfico 3 - Ambulacéo por intervalo na primeira sessdo experimental no teste do campo
aberto
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Legenda: Valores representam médias * erro padrao da média. * P<0,05 em comparac¢des entre VEHXETOH; ##
P<0,01; ### P<0,001 em comparacdes entre VEHxBE+ETOH.
Fonte: O autor, 2014,

Na segunda sessdo experimental também observamos redugdo da atividade ao longo
da sessdo experimental (Efeito do INTERVALO: F32; 2385= 16,1; P<0,001), como também
foi observada interacéo significativa entre INTERVALOXTRATAMENTO (F(o; 23858) = 1,9,
P < 0,05). Da mesma forma que observado na primeira sessédo, a exposicdo ao etanol
promoveu hiperatividade durante os dois primeiro minutos de teste (ETOH> VEH, P<0,001
no 1° intervalo e P<0,05 no segundo; Grafico 1), enquanto que 0s animais CO-eXpostos
BE+ETOH a hiperatividade foi mantida por toda sessdo experimental (BE+ETOH>VEH,
P<0,01 no 1° e 2° intervalos, P<0,05 nos intervalos seguintes; Gréafico 1).

Gréfico 4 - Ambulacéo por intervalo na segunda sessdo experimental no teste do campo

aberto
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Legenda: Valores representam médias + erro padrdo da média. *** P<0,001, ** P<0,01 em comparacles entre
VEHxXETOH,; ## P<0,01; # P<0,05 em comparagdes entre VEHxBE+ETOH.
Fonte: O autor, 2014,
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Na terceira sessdo de teste também foi observado efeito do INTERVALO (F(27; 201,4=
13,9; P<0,001), as alteracdes da ambulacdo ao longo do teste foram dependentes do
TRATAMENTO e do SEXO (Interacdo INTERVALOXTRATAMENTOXSEXO: Fg3; 201,4=
2,4; P<0,05). Neste sentido, foram realizadas analises em separado para ambos 0S Sexos.
Tanto para machos como para fémeas a interagdo entre TRATAMENTO e SEXO foi mantida
(F7.6:942)= 3,6; P<0,01 e F(g7,942=5,7; P<0,001, respectivamente). Em machos (Grafico 2A),
ambos 0s grupos expostos ao etanol expressaram hiperatividade no primeiro minuto de teste
(ETOH>VEH e BE+ETOH>VEH, P<0,01 em ambos 0s casos). Ja para as fémeas, somente
animais que receberam a exposicdo combinada permaneceram hiperativos no primeiro e
segundo intervalos (BE+ETOH>VEH, P<0,01 em ambos os intervalos), ja animais expostos
ao etanol tenderam (P=0,06) ser hiperativos somente no primeiro intervalo da sessdo (Grafico
2B).
Gréfico 5 - Ambulacéo por intervalo na terceira sessdo experimental no teste do campo aberto
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### P<0,001; ## P<0,01 em comparagdes entre VEHXBE+ETOH.

Fonte: O autor, 2014.
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Para avaliacdo dos niveis de ansiedade utilizamos as variaveis tempo de laténcia para a
saida do centro no inicio do teste e ambulacdo corrigida no centro da arena. No primeiro teste,
a ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO (Fs; 6= 6,0; P<0,01) para tempo de laténcia
para saida do centro (Grafico 3), onde animais que de exposicdo combinada apresentaram
reducdo da laténcia quando comparados aos controles (P<0,05). Além disso, observamos
efeito do TRATAMENTO (Fs;63= 2,6; P<0,05) para ambulag&o total no centro. Esta variavel
indicou um efeito ansiogénico da exposicdo combinada a BE e etanol (BE+ETOH<VEH,
P<0,05; Grafico 4). Na segunda sessdo de teste ndo foi observado efeito ou interagédo
significativa para a o tempo de laténcia de saida do centro da arena (Gréfico 3), entretanto a
ANOVA indicou efeito do TRATAMENTO (F@; 3= 2,9; P<0,05) para a medida de
ambulacdo no centro. Animais expostos a BE apresentaram aumento da ambulagdo no centro
da arena (P<0,05 em todas as comparages), indicando um efeito ansiolitico (Grafico 4). Na
terceira sessdo ndo observamos alteracdes significativas para nenhuma das variaveis

associadas ansiedade estudadas.

Grafico 6 - Tempo de laténcia de saida do centro da arena no teste do campo aberto

Tempo de laténcia de saida do centro

30 4

— *
25 -
3 20 A m VEH
g 35
gn I M BE
@ 10 ETOH
5 M BE+ETOH
= X
0 .
1 2 3

Sessdo de teste

Legenda: Valores representam médias + erro padrdo da média. * P<0,05
Fonte: O autor, 2014,



40

Gréfico 7 - Ambulacéo total corrigida no centro da arena por sessao de teste do campo aberto
(quadrados percorridos no centro/ ambulagéo total)

Ambulagao total no centro

—~ 04
8
3 0.35
g_ oozi i m¥- H VEH
S 62 —x= — I mBE
5 |
S 015 | I I ETOH
S~
S 01 B BE+ETOH
g
g 0.05 -
o

0 -

1 2 3
Testes

Legenda: Valores representam médias + erro padrdo da média. * P<0,05.
Fonte: O autor, 2014,

As ANOVAr ndo indicaram interacGes significativas para ambulagdo no centro da

arena em nenhum dos testes avaliados (Grafico 5).
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Gréfico 8 - Ambulacdo corrigida no centro da arena do teste do campo aberto (quadrados
percorridos no centro/ ambulag&o total)
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sessdo de teste. Valores representam médias + erro padrdo da média.

Fonte: O autor, 2014.
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3.2 Estudo 2 - Efeitos agudos do etanol, bebidas energéticas e sua interacao.

3.2.1 Concentracdo plasmatica de etanol (BEC)

Observamos um efeito do PERIODO (ANOVA: F(1¢1); d.f.=35,1; P<0,001), sendo este
efeito devido ao fato de BEC aumentar apds 3 horas de gavagem das drogas. Além disso, em
ambos os periodos avaliados, observamos efeito do TRATAMENTO. Animais expostos ao
energético de forma concomitante ao etanol apresentaram maior BEC quanto comparados ao
animais que so receberam etanol (lhora: Fi34; d.f.=9,9; P<0,01; 3 horas: F,2); d.f.=5,8;
P<0,05) (Grafico 6).

Grafico 9 - Concentracdo plasmética de etanol nos animais submetidos ao modelo de
exposicdo aguda apds 1 hora e ap0ds 3 horas da gavagem
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Legenda: Valores representam medias + erro padrdo da média. Asteristico indica comparacdo entre 0s grupos
ETOH e BE+ETOH. * P<0,05; ** P<0,01.
Fonte: O autor, 2014,

3.2.2 Efeitos sobre aprendizado/memoria no teste de esquiva passiva

A ANOVAr indicou interagdo TESTEXTRATAMENTO (F70); d.f.=3,3; P<0,05).
Esta interacdo se deve ao fato de somente os animais VEH e do grupo BE apresentaram

aumento no tempo de laténcia para descer da plataforma do primeiro (TO) para o segundo
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teste (T24) da esquiva passiva. A ANOVA de menor ordem (F@77); d.f.=4,2; P<0,01)
confirmou este efeito, como indicado pela diferenca na média de tempo em T24 (Gréfico 7A).
A analise do indice de aprendizado tambem indicou efeito do TRATAMENTO (F7s);
d.f.=3,0; P<0,05). Da mesma forma, observamos que a exposicdo ao etanol promoveu
amnésia, ndo sendo revertida pela exposicdo combinada a BE (VEH > ETOH e VEH >
BE+ETOH, em ambos P<0,05) (Gréfico 7B).

Grafico 10 - Efeitos da exposicdo aguda das drogas sobre aprendizado/memadria no teste de
esquiva passiva
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Legenda: (A) Laténcia para descer da plataforma na primeira (TO) e segunda sessdo experimental (T24). *
P<0,05, VEHXETOH e VEHxXBE+ETOH (B) T24-T0/TO0, indice de aprendizado corrigido pela
laténcia encontrada na primeira sessdo experimental. * P<0,05.

Fonte: O autor, 2014.

3.2.3 Efeitos sobre o0 desempenho e aprendizado motor no teste do cilindro giratorio (Rotarod)

A ANOVAr, considerando o desempenho médio em cada teste como fator de
repeticao, indicou efeito do TESTE (F) = 80,9; P<0,001) e interacao significativa entre
TESTEXTRATAMENTO (Fs,9) = 8,1; P<0,001). O efeito do TESTE ¢ explicado pelo fato de
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que os animais melhoram o desempenho com a repeticao dos testes (Grafico 8). Analises para
avaliacdo do desempenho médio para cada sessdo de teste indicaram alteracdo do
TRATAMENTO tanto 1 hora como apés 3 horas da gavagem (F(z9s) = 10,2; P<0,001 e F(3 99
= 6,0; P<0,001, respectivamente). Em 1 hora ap6s a gavagem, ambos 0s grupos de animais
expostos ao etanol apresentaram menor laténcia para queda do cilindro giratdrio
(ETOH<VEH, P<0,05 e BE+ETOH<VEH, P<0,01). Apo6s trés horas, apenas os animais do
grupo co-exposto (BE+ETOH) apresentaram reducdo significativa do desempenho médio no
teste do rotarod (P<0,01, Grafico 8).

Gréfico 11 - Efeitos da exposicao aguda das drogas sobre o desempenho motor no teste do
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Legenda: Valores representam médias = erro padrdo da média. * P<0,05 para a comparagdo entre VEHXETOH;
## P<0,01 para as comparagdes entre VEHxBE+ETOH.
Fonte: O autor, 2014.

3.3 Estudo 3 - Efeitos cronicos do etanol, bebidas energéticas e sua interagao.

3.3.1 Concentracdo plasmatica de etanol (BEC)

N&o foram observados efeito da exposi¢do a BE sobre a concentracdo plasmatica de

etanol (Grafico 9) em nenhum dos periodos estudados (1 ou 3 horas apds a gavagem), como
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também ndo foram observadas diferencas entre os periodos estudados ou interacdes entre
PERIODO e TRATAMENTO.

Quando consideradas as comparac@es entre a concentracdo plasmatica de etanol
obtidas no modelo de exposi¢do aguda, observamos uma intera¢io do MODELOxPERIODO
(ANOVA: F1,105; d.f.=18,2; P<0,001), que pode ser explicada pelo fato de que houve
aumento na BEC de 1 para 3 horas somente em animais que receberam a exposi¢do aguda
(Gréfico 6), enquanto os animais expostos cronicamente possuem uma tendéncia a redugdo da
BEC ap6s 3 horas da gavagem (Efeito do PERIODO: F(y43; d.f.=3,6; P=0,06) (Grafico 9).

Gréafico 12 - Concentracdo plasmatica de etanol nos animais submetidos ao modelo de
exposicao cronica apds 1 hora e apds 3 horas da gavagem
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Legenda: Valores representam médias + erro padrdo da média.
Fonte: O autor, 2014.

3.3.2 Efeito sobre a massa corporal

ANOVAr indicou aumento da massa corporal ao longo do periodo de exposicdo as
drogas (Efeito do DIA: Fo9: 4389 = 25,8; P < 0,0001), sendo esse aumento dependente do
sexo (DIA x SEXO: Fyg; 4389) = 3,3; P < 0,01) e do TRATAMENTO (Interagéo DIA x
TRATAMENTO: F(1494389) = 14,5; P <0,001). Animais machos apresentam maior ganho de
massa corporal quando comparados com as fémeas (Grafico 10A). Além disso, a analise pds-
hoc indicou que animais expostos ao etanol (ETOH e BE+ETOH) apresentam menor ganho
de massa corporal quando comparados aos animais controles, sendo as diferencas

significativas a partir do sexto dia de exposicdo (PN36) (Grafico 10B).
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Gréfico 13 - Massa corporal dos animais ao longo do periodo de exposicéo cronica as drogas
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Legenda: (A) Diferengas entre machos e fémeas; (B) Efeito do TRATAMENTO no ganho de massa corporal.
Valores representam médias * erro padrdo da média. * P<0,05; em (B) **P<0,01 e ***P<0,001 para

comparacgoes entre VEHXETOH e VEHxXBE+ETOH.
Fonte: O autor, 2014.

3.3.3 Efeitos sobre aprendizado/memdria no teste de esquiva passiva

Da mesma forma que observado na exposi¢do aguda, a ANOVAr indicou interacdo
entre TESTEXTRATAMENTO (Fze4); d.f.=2,6; P<0,05). Esta interacdo se deve ao fato de

somente os animais controles e do grupo BE apresentarem aumento no tempo de laténcia para

descer da plataforma do primeiro (TO) para o segundo teste (T24) da esquiva passiva. A
ANOVA de menor ordem (TRATAMENTO: F3g4); d.f.=4,5; P<0,01) indicou diferencas no

tempo de laténcia de descida da plataforma ja em TO (Grafico 11A). Os animais expostos

cronicamente ao etanol (ETOH e BEC+ETOH) apresentaram menor tempo de laténcia

quando comparados aos controles (P<0,01 em ambas as comparac¢des). No dia do teste de
retengéo (t24) (TRATAMENTO: Fzes); d.f.=3,3; P<0,05), os animais expostos ao etanol
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apresentaram reducdo do tempo de laténcia de descida da plataforma quando comparados aos
controles (P<0,01 em ambas as comparacOes) e aos animais BE (P<0,05 em ambas as
comparagdes) (Grafico 11A). A analise do indice de aprendizado confirmou o efeito de
amnésia provocado pelo etanol (TRATAMENTO: Fsa4); d.f.=3,1; P<0,05). Da mesma forma
que observado durante a exposi¢do aguda, a amnésia gerada pela exposi¢do ao etanol nao foi
revertida pela exposi¢do combinada a BE (VEH > ETOH, VEH > BE+ETOH, BE > ETOH e
BE > BE+ETOH, em todos os casos P<0,05) (Gréfico 11B).

Gréfico 14 - Efeitos da exposicdo aguda das drogas sobre aprendizado/memoria no teste de
esquiva passiva
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Legenda: (A) Laténcia para descer da plataforma na primeira (TO) e segunda sessdo experimental (T24). **
P<0,01, VEHXETOH e VEHxXBE+ETOH; # P<0,05 BEXETOH e BEXBE+ETOH. (B) T24-TO0/TO,
indice de aprendizado corrigido pela laténcia encontrada na primeira sessdo experimental. * P<0,05.

Fonte: O autor, 2014.

3.3.4 Efeitos sobre o desempenho e aprendizado motor no teste do cilindro giratorio
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A ANOVAr, considerando o desempenho médio em cada teste como fator de
repeticéo, indicou efeito do TESTE (F(2152) = 85,2; P<0,001) e interagdo significativa entre
TESTEXTRATAMENTOXSEXO (F 152 = 3,3; P<0,01). O efeito do TESTE é explicado
pelo fato dos animais melhorarem o desempenho com a repeticdo dos testes (Gréfico 12A e
B). Apos a separagdo pelo sexo, machos e fémeas apresentaram interacdes significativas entre
TESTEXTRATAMENTO (machos: Fe6= 2,3, P<0,05 e fémeas: Fs6=4,5, P<0,01). Para
machos sO observamos diferencas apds 1 hora de gavagem das drogas. Animais expostos a
BE apresentaram tendéncia a melhora de desempenho quando comparados com 0s animais
VEH (BE>VEH, P=0,06), enquanto que animais expostos ao ETOH possuiram tendéncia a
pior desempenho (ETOH<VEH, P=0,06). Apesar da aparente reducdo de desempenho no
grupo co-exposto, ndo observamos diferengas significativas quando comparados aos animais
controle (Grafico 12A). Apds 3 horas nao foram observadas diferencas significativas entre 0s
grupos. Em fémeas somente observamos diferengas significativas durante a sesséo de treino
do rotarod (Gréafico 12B), onde fémeas expostas somente ao etanol apresentaram prejuizo no
desempenho quando comparados com aos grupos expostos a BE (ETOH<BE e
ETOH<BE+ETOH, P<0,05 em ambas comparacGes), apresentando tendéncia quando
comparados ao animais controle (ETOH<VEH, P=0,06). Com a repeticdo do teste ndo foram

mais observadas diferencas significativas.

Gréfico 15 - Efeitos da exposicao cronica das drogas sobre o desempenho motor no teste do
Rotarod
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Legenda: (A) Em machos, diferencas proximas da significancia (PS, P=0,06) foram encontradas 1 hora ap6s a
gavagem entre os grupos VEHxBE e VEHXETOH; (B) Em fémeas, # P<0,05 em comparagdes entre
ETOHxBE e ETOHxBE+ETOH; PS indicam P=0,06 para a comparacdo entre ETOHxVEH. Valores
representam médias + erro padrdo da média.

Fonte: O autor, 2014.
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4 DISCUSSAO

A adolescéncia é caracterizada como um periodo de transicdo da infancia para a vida
adulta em que ocorrem diversas modificagdes fisicas e comportamentais, dentre estas
mudancas estd o amadurecimento do sistema nervoso central que tem sido associado ao
aumento da propensdo ao uso de drogas (Spear, 2000; Paus et al., 2008). E durante este
periodo que costumam ocorrer 0s primeiros contatos com drogas de abuso, sendo o etanol
uma das substancias mais utilizadas (Marque e Cruz, 2000). Uma préatica que tem crescido
entre jovens e adolescentes é a combinacdo de bebidas alcoolicas, principalmente as
destiladas, com bebidas energéticas (BEs) a base, principalmente, de taurina, cafeina e
vitaminas do complexo B. Os efeitos deletérios do etanol sobre o sistema nervoso ja sdo bem
estabelecidos, porém pouco se sabe sobre a acdo das BEs associadas a bebidas alcodlicas
sobre a funcdo cerebral do adolescente. Estudos epidemioldgicos indicam que jovens
universitarios apresentam maior probabilidade de realizar consumo abusivo de etanol quando
este € usado de forma concomitante as BEs (Marczinski, 2011). Além disso, o uso das BEs
tem sido relacionado até mesmo a maior probabilidade de geracdo de dependéncia pelo alcool
(Marczinski, 2011). Apesar da importancia do conhecimento dos efeitos do uso combinado de
bebidas energéticas e etanol, as interacdes entre estas substancias tém recebido pouca atencéo
em estudos experimentais. No presente estudo avaliamos se a exposicdo ao etanol e/ou a
bebidas energéticas afetam a atividade locomotora, ansiedade, coordenacdo motora e a
memoria /aprendizado de camundongos adolescentes. Para tanto, avaliamos o curso temporal
dos efeitos da exposicdo aguda progressiva de etanol e BE no comportamento de
camundongos no teste do campo aberto, como também, avaliamos os efeitos da exposicao
aguda e prolongada sobre o desempenho no teste do cilindro giratério e no teste da esquiva

passiva.

4.1 Resumos dos resultados

No modelo de exposicdo progressiva as drogas, observamos que a exposicdo a BE
potencializou a hiperatividade causada pela exposicdo ao etanol. Nos animais expostos

somente ao etanol, a hiperatividade pode ser observada apenas no inicio das 2 primeiras
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sessOes experimentais, enquanto que em animais que receberam concomitantemente a BE este
efeito se manteve durante toda a sessdo experimental. Na terceira sessdo de teste ndo houve
mais diferencas entre animais ETOH e BE+ETOH para os machos, onde ambos apresentaram
hiperatividade apenas no primeiro intervalo. Ja em fémeas, somente os animais que receberam
BE de forma combinada ao etanol permaneceram hiperativos nos primeiros minutos da
terceira sessdo, indicando que as fémeas foram mais sensiveis ao efeito da co-exposicdo. A
avaliacdo da ansiedade mostrou que 0s animais que receberam a exposi¢cdo combinada se
mostravam mais ansiosos na primeira sessdo de teste, indicando alteracdo da resposta
emocional durante a co-exposi¢do em doses de etanol que geram efeito estimulante.

Tem sido amplamente proposto que o uso de BE reduzem alguns efeitos agudos da
exposicao ao etanol, sendo a principal hipdtese para explicar o porqué do consumo de etanol
pelos individuos que co-abusam seja maior, gerando uma maior probabilidade de intoxicacéo
mais intensa (Rossheim e Thombs, 2011). Alteracbes no desempenho motor e no
aprendizado/memoria estdo entre as consequéncias negativas mais bem conhecidas do
consumo abusivo e cronico de etanol. Neste sentido avaliamos, em modelo de exposicao
aguda e cronica, os efeitos do uso combinado de BE e etanol sobre o desempenho dos animais
no teste do rotarod e de esquiva passiva. No teste da esquiva passiva observamos que a co-
exposicdo ndo foi capaz de reverter & amneésia causada pelo etanol independente do modelo
(agudo ou croénico) de exposi¢do. No teste do cilindro giratorio, a exposi¢cdo aguda ao etanol
gerou um pior desempenho ap6s uma hora da gavagem que foi revertido com a repeti¢cdo do
teste 3 horas apds. J& 0s animais expostos ao tratamento combinado apresentaram reducéo de
desempenho tanto uma hora quanto apos trés horas da gavagem. No modelo de exposicao
prolongada, os efeitos foram dependentes do sexo. Em fémeas que foram expostas ao etanol
durante a adolescéncia apresentaram reducdo do desempenho somente na primeira sessdao do
teste (sem estar sob o efeito agudo da droga). Neste caso, a exposicdo a BE reverteu este
efeito. Em machos, na segunda sessédo de teste, apds 1 hora de gavagem das drogas, animais
expostos a BE apresentaram tendéncia a melhor desempenho no teste do rotarod, enquanto

que animais expostos ao etanol apresentaram tendéncia ao pior desempenho.

4.2 Modelo de exposi¢do ao etanol e interagdes farmacocinéticas entre etanol e bebidas

energéticas: Efeitos agudos e da exposi¢do cronica
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Para a utilizagho de modelos animais de exposicdo ao etanol durante o
desenvolvimento, é fundamental considerar a dose e o periodo de exposicdo. Nos paragrafos
seguintes abordaremos estas questdes sob a 6tica do modelo utilizado no presente trabalho.

A adolescéncia inclui todo processo de transicdo da infancia para a idade adulta. O
limite temporal da adolescéncia ndo é de facil definicdo. Em algumas espécies é dificil
caracterizar quando a transicdo para adolescéncia comeca a acontecer e quando o individuo
passa de adolescente a adulto. Em roedores como ratos e camundongos, as primeiras
alteracdes associadas & adolescéncia podem ocorrer ja a partir do vigésimo dia de vida pds-
natal (PN20) e as altimas mudancas podem ocorrer até PN55 (Spear, 2000). Neste sentido, a
fim de estudar o efeito da exposicao ao etanol durante essa fase do desenvolvimento (periodo
no qual comumente se inicia o consumo em humanos) decidimos em nosso modelo
estabelecer como periodo de exposicdo aguda PN40 e de exposicdo cronica de PN30 a PN40.
Desta forma, a avaliagdo comportamental sempre foi realizada em PN39/40, evitando os
periodos de transi¢do entre idades que podem variar de acordo com o estabelecimento da
maturidade sexual de cada animal.

Niveis de exposicdo devem ser adequados de forma a serem reproduzidos, e assim
extrapolados a dados encontrados na populacdo humana. A dosagem da concentracdo de
alcool em sangue é o melhor preditor de danos cerebrais, pois a dose administrada de maneira
intragéstrica passa por metabolizacdo (Livy et al., 2003). Livy et al. (2003), demonstrou que
camundongos metabolizam o etanol a uma taxa de 550 mg/kg/h enquanto em humanos esta
taxa esta em torno de 100 mg/kg/h e o pico de alcool em sangue, em camundongos, ocorre por
volta de 60 minutos apos a administragdo da droga, atingindo concentragdes proximas de zero
apos 6 horas, isto ocorreu tanto em administracdo intraperitoneal quanto por gavagem,
demonstrando uma metabolizacdo relativamente rapida quando administrado apenas uma vez
de maneira aguda. Em nossos resultados encontramos concentracfes plasmaticas (BEC) que
variaram em média de 108 mg/dl (ap6s 3hs no modelo de exposicao aguda) até 262 mg/dl (no
modelo de exposi¢do progressiva). Considerando as diferengas entre humanos e roedores,
estas doses sdo compativeis a um consumo episddico abusivo (binge drinking) que ocorre
durante a adolescéncia (Eckardt et al., 1998).

Outra questdo importante é a possibilidade de, em estudos de interacdo, outras drogas
quando administradas conjuntamente com o etanol geraram alteracGes farmacocinéticas que
alterem os efeitos principais estudados. No presente estudo, apesar de ndo encontrarmos

diferencas significativas no modelo de exposicdo progressiva de BE e etanol, observamos
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valores maiores de BEC em animais também expostos a BE ap0s 1 hora da exposi¢éo aguda,
sendo esta diferenca mantida apds 3 horas. Este resultado pode indicar que a exposi¢do aguda
a bebidas energéticas pode alterar o padrdo de absorcdo/metabolismo do etanol gerando doses
maiores, desta forma, ser um fator que poderia explicar as evidéncias epidemioldgicas de que
a exposicdo a bebidas cafeinadas pode gerar niveis de intoxicacdo pelo etanol mais intensas
(Rossheim e Thombs, 2011). Considerando que a presenca de glicose na BE pode diminuir o
esvaziamento gastrico, seria esperado que a exposicdo combinada de etanol e BE gerasse
menor valor de BEC (Rossheim e Thombs, 2011). Neste sentido, acreditamos que a exposicao
aguda de BE pode afetar o metabolismo do etanol através da competicdo de componentes da
BE com as vias enzimaticas que degradam o etanol. O figado é o 6rgdo responsavel por cerca
de 90% da oxidacao do etanol e neste 6rgdo ocorrem trés rotas enzimaticas, a principal ocorre
através da enzima alcool desidrogenase (ADh), as demais rotas ocorrem através da catalase e
do sistema microssomal de oxidacdo do etanol que € composto pelo citocromo P450 e pelo
NADPH-citocromo-c-redutase. As trés vias de oxidacdo resultam no acetaldeido como
metabolito (Fang et al.,2011). Diversas classes de ADh sdo encontradas também no cérebro
em fases distintas do desenvolvimento e em regides variadas (Galter et al., 2003). Ja a
catalase localiza-se nos peroxissomos do hepatdcito e ndo contribui de maneira significativa
para 0 metabolismo do etanol em situagcfes fisioldgicas normais (Livy et al., 2003; Sies,
1997), enquanto o citocromo P450 e NADPH-citocromo-c-redutase sdo encontrados no
reticulo endoplasmatico e apresentam maior participacdo em exposicBes cronicas ao etanol
(Livy et al.,2003). Um dos principais componentes das BEs, a cafeina, é desmetilada em 1,7-
dimetilxantina (paraxantina) pela isoforma do citocromo P450, posteriormente pode ser
desmetilada novamente por esta enzima (Grant, 1982). Desta forma, a competicdo pelo
citocromo P450 pode ser um dos possiveis mecanismos envolvidos na alteracdo dos niveis de
etanol observados no presente estudo em animais que receberam BE de forma concomitante.
Vale ressaltar que no modelo de exposi¢do progressiva, ndo observamos mais aumento
significativo do BEC em animais do grupo BE+ETOH, indicando que em doses maiores
qualquer alteracdo no metabolismo que possa existir é insuficiente para gerar valores de BEC
diferentes entre 0s grupos.

No modelo de exposicdo prolongada as drogas ndo observamos mais aumento do BEC
de 1 para 3 horas ap6s a gavagem, como também, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos ETOH e BE+ETOH. Acreditamos que as diferencas
encontradas entre 0 modelo de exposicdo aguda e crénica podem estar relacionados ao

aumento da atividade das vias de metabolizacdo do etanol que ocorrem quando hé exposicdo
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prolongada de etanol e/ou BE. De fato, esta bem consolidado na literatura que apds a
exposicdo crbnica de etanol hd o aumento hepatico tanto da ADh como do sistema
microssomal (Lieber, 1997). Alem disso, estudos mostram que a exposi¢éo cronica a cafeina
pode aumentar a capacidade de metabolismo das enzimas do tipo P450 (Grant, 1982;
Fredholm et al., 1999; Nehlig e Debry, 1994). Neste sentido, na presenga de um maior pool
enzimatico, a conversdo de etanol a acetaldeido seria mais rapida, como também, a possivel

competicao entre o etanol e componentes da BE pelas enzimas seria mitigada.

4.3 Interacdes da exposicéo cronica ao etanol e BE sobre a massa corporal

Como descrito anteriormente, sabe-se que a adolescéncia € um periodo em que o
individuo ainda esta em desenvolvimento, isto inclui crescimento 6sseo e corpéreo em geral.
Também sabemos que esta € uma fase de maior vulnerabilidade a influéncias de fatores
externos. Nossos resultados indicaram um aumento de massa progressivo nos animais dos
grupos de controle, o que é coerente com o crescimento natural dos camundongos nesta fase
da vida. A diferenca de massa entre 0s sexos também ja é bem conhecida, machos apresentam
maior massa corporal quando comparados a fémeas. Durante a exposi¢cdo, o etanol
administrado isoladamente ou concomitante a BE foi capaz de causar redugdo do ganho de
peso corporal dos animais, tanto machos como fémeas. Este efeito foi observado a partir do
sexto dia de tratamento. Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, realizado durante a fase
da adolescéncia de camundongos expostos ao etanol, também demonstrou que a exposicdo
reduziu significativamente o ganho de peso corporal (Abreu-Villaca et al., 2013). O uso de
alcool de maneira aguda abusiva ou cronicamente pode provocar alteragdes no metabolismo
energético afetando também o estado nutricional (Lieber,1976). Além disso, o alcool possui
valor energético que tende a suprimir as necessidades caléricas diarias do individuo (Kachani
et al., 2008), o que pode acarretar um menor consumo nutricional e pode resultar em prejuizos

nos processos de absorcao e digestao de nutrientes (Lieber, 1988; Lieber, 1991; Lieber,1976).

4.4 Bebidas energéticas potencializam o efeito de hiperatividade desencadeada pelo

etanol durante a adolescéncia



55

O teste de campo aberto foi desenvolvido por Hall (1934) no intuito de avaliar a
atividade exploratéria de roedores. Estudos realizados em roedores tém sugerido que o
periodo do desenvolvimento em que ocorre a exposicdo ao etanol é determinante para a
manifestacdo da hiperatividade (Teixeira et al., 2014; Spear, 2014; Guerri e Pascual, 2010).
Estd bem consolidado na literatura que a exposicdo ao etanol durante a adolescéncia produz
alteragdes neurocomportamentais diferentes das observadas em individuos adultos (Teixeira
et al., 2014) e adolescentes sdo mais sensiveis aos efeitos cognitivos do etanol, enquanto
possuem sensibilidade diminuida aos efeitos sedativos e deficiéncias motoras quando
expostos agudamente & droga (Spear, 2014; Guerri e Pascual, 2010; Desikan et al.,2014). A
hiperatividade induzida pelo etanol é bem conhecida e esta relacionada a efeito dose-
dependente, em baixas doses o etanol atua como estimulante do SNC sendo responsavel por
reacbes como a desinibicdo e maior atividade locomotora (Giffin et al, 2010;. Jerlhag, 2008;
Middaugh et al., 1992). O mecanismo pelo qual a hiperatividade do alcool é gerada tem sido
relacionado com a ativacdo dos neurénios dopaminérgicos (King et al., 2002; Pohorecky
1977) envolvendo principalmente o receptor D2 (Martin, 2011), além disso, também pode ter
relagdo com 0s prejuizos nas vias de sinalizagdo mediadas pelos nucleotideos ciclicos AMPc e
GMPc em roedores (Paine et al., 2009; Pascoli et al., 2005; Russell, 2003). Interessantemente,
tem sido descrito que individuos mais susceptiveis aos efeitos estimulantes do etanol possuem
maior risco de fazer uso abusivo e se tornar dependentes (King et al., 2011).

Poucos trabalhos experimentais estudam a combinacdo de bebidas energéticas com o
consumo de alcool. Ferreira e colaboradores (2004) encontraram uma reducdo no efeito
depressor do etanol quando este foi administrado em dose de 2,5 g/kg associado a cafeina,
porém em doses menores de alcool ndo houve aumento da atividade locomotora. A maior
parte dos estudos conduzidos em roedores leva em consideracdo a interacdo apenas entre um
dos componentes das bebidas energéticas. A cafeina e a taurina sdo 0s principais componentes
psicoestimulantes destas bebidas. Hilbert e colaboradores (2013) mostraram que a cafeina é
capaz de aumentar a atividade locomotora em camundongos atuando de maneira dose-
dependente, assim como o etanol. Os efeitos estimulantes da cafeina estdo relacionados com
0s receptores de adenosina Ao, receptor expresso em neurdnios gabaérgicos e que também
expressam receptores dopaminérgicos do tipo D, (Yacoub et al., 2000). Marin e
colaboradores (2013) demonstraram que os efeitos da cafeina no aumento da atividade
locomotora € maior em camundongos adolescentes quando comparados a adultos. Com
relacdo a taurina, Aragon e colaboradores (1992) submeteram camundongos a diferentes

doses intraperitoneais de etanol (g/kg), salina ou anfetamina e também a diferentes doses de
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salina ou taurina (mg/kg) e posteriormente, avaliaram a atividade locomotora no teste de
campo aberto. Eles encontraram um efeito complexo de interacdo bifasico dose-dependente
onde, em doses de 2,0 g/kg de etanol, a taurina era capaz de aumentar a atividade locomotora
(exercendo um efeito agonista), enquanto que em dose menor (1,0 g/kg) a atividade
locomotora do grupo tratado foi menor que no grupo controle (efeito antagonista). Em estudo
para avaliar o efeito estimulante da taurina, em modelos animais de transtornos afetivos, néo
foi observada resposta estimulatdria, pelo contrario, a taurina agiu reduzindo a atividade
locomotora (Whirkley & Einat, 2008). Enquanto Idrissi e colaboradores (2009) encontraram
diferencas da acdo da taurina quando administrada oralmente como suplemento (tratamento
cronico) e intraperitonealmente (tratamento agudo), a suplementagdo aumentou a atividade
locomotora no Open field enquanto que a injecdo suprimiu tal atividade. A taurina é
estruturalmente semelhante ao neurotransmissor inibitério GABA podendo mimetizar seus
efeitos se ligando ao receptor GABAA e seus efeitos podem ser revertidos por um antagonista
do GABAA. A taurina também pode se ligar ao receptor GABAB, porém as consequéncias
desta ligacdo ainda sdo desconhecidas (Olive, 2002). Néao foram encontradas pesquisas
voltadas para os demais componentes das BEs na literatura voltados para estas questdes
comportamentais. Nossos resultados mostraram uma hiperatividade locomotora aumentada
em animais co-expostos BE+ETOH, onde o efeito estimulante do etanol foi potencializado, o
que pode estar relacionado as a¢des dose—dependente da cafeina e taurina. Nossos resultados
indicam que a co-exposicdo potencializa prolongando o efeito de hiperatividade gerado pelo
etanol, suprimindo o efeito de habituagdo (reducdo da atividade locomotora ao longo dos
intervalos do teste). Considerando que tem sido descrito que individuos mais susceptiveis aos
efeitos estimulantes do etanol possuem maior risco de fazer uso abusivo e se tornar
dependentes (King et al., 2011), nossos resultados sugerem que a potencializacdo dos efeitos
estimulantes do etanol gerado pela exposicdo a BE pode ser um fator que predispde ao uso

problematico de etanol.

4.5 Exposi¢cdo combinada ao etanol e BE promovem efeito ansiogénico

A ansiedade € um termo usado para descrever um estado emocional normal, associado
com eventos estressantes ou ameagadores, ou entdo, associado com dificuldades psicoldgicas

em condicOes patoldgicas (Ferreira, 1996). Como dito anteriormente, o teste de campo aberto
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também é utilizado para observar componentes emocionais como a ansiedade, isto ocorre pela
exposic¢do do animal a um novo ambiente, sendo a regido central do aparelho considerada um
ambiente ansiogénico. Neste sentido, o tempo de laténcia de saida do centro do campo aberto
no inicio do teste e a ambula¢do no centro da arena tem sido utilizados como varidveis para
avaliacdo de comportamento associado a ansiedade (Prut e Belzung, 2003). A menor
atividade locomotora na regido central da arena de teste, observada em nosso estudo, estd em
acordo com uma série de trabalhos que mostram que em testes de campo aberto os roedores
passam a maior parte do tempo préximos as paredes dos recipientes de teste (Choleris et al.,
2001; Prut e Belzung, 2003). Em geral, assume-se que este fendbmeno esta associado a
resposta de medo ou ansiedade relacionada as situacdes de risco potencial, como por exemplo,
0s espacos abertos (Choleris et al., 2001; Palanza, 2001). O aumento do transito na parte
central da caixa de atividade pode ser interpretado como um efeito ansiolitico, enquanto que
uma diminuicdo desta medida pode ser vista como um efeito ansiogénico (Choleris et al.,
2001; Prut e Belzung, 2003).

O consumo excessivo de alcool por pacientes ansiosos ocorre provavelmente devido
as propriedades ansioliticas do alcool, o que leva a hipotese de que a ansiedade pode ser um
fator critico na etiologia do consumo de etanol (Colombo et al, 1995). Entretanto, os efeitos
do etanol relacionados a comportamentos como ansiedade ainda sdo controversos.
Particularmente, estudos tém demonstrado que o etanol causa uma resposta ansiogénica
durante a adolescéncia (Popovic et al., 2004; Slawecki et al., 2004; Slawecki e Ehlers, 2005).
No entanto, no presente estudo, a exposicdo ao etanol ndo gerou nenhum efeito sobre as
variaveis relacionadas a comportamento associado a ansiedade no campo aberto nos
camundongos adolescentes.

A exposicdo a BE promoveu efeito ansiolitico na segunda sesséo de teste, o que sugere
que os efeitos da BE sobre a funcdo emocional pode ser dose-dependente. De fato, ndo séo
bem conhecidos os efeitos agudos da exposi¢do a mistura de componentes que formam as
BEs. De forma geral, tem sido aceito que a cafeina é o principal componente psicoativo capaz
de alterar as respostas emocionais. Frequentemente tem sido observado que altas doses de
cafeina podem induzir ansiedade tanto em humanos (Loke et al., 1988) como em modelos
animais (Braun et al., 2011; Jain et al., 2005). Alsene e colaboradores (2003) sugeriram que
um polimorfismo no gene do receptor de adenosina pode estar relacionado a resposta
ansiogénica gerada pela administracdo aguda de cafeina. Camundongos knockout para o
receptor de adenosina Aza Sd0 ansiosos e com resposta paradoxal a cafeina, o que reforca a

ideia do envolvimento deste receptor no processo de ansiogénese (Deckert, 1998). Apesar
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desses efeitos, tem sido descrito que em baixas doses a cafeina pode ter efeitos ansioliticos
(Hughes et al., 2014). Entretanto, outros componentes da BE podem gerar interacOes
significativas aos efeitos da cafeina alterando a resposta esperada. Por exemplo, a taurina
exerce efeito ansiolitico quando administra intraperitonealmente de maneira aguda e atua
como ansiogénico quando administrada de forma cronica, mostrando que a taurina pode
modular os efeitos sobre a ansiedade (Idrissi et al., 2009).

Interessantemente, 0s animais expostos ao tratamento combinado BE+ETOH
apresentaram na primeira sessdo de teste um efeito ansiogénico que nao foi mais observado
nas sessdes seguintes, indicando que este efeito ocorre sob situacdo de apresentacdo a
ambiente novo. O uso de drogas de abuso € motivado por diversos fatores, incluindo
experimentacdo, influencia de amigos e tem sido proposto que pode ocorrer como auto-
medicagdo para problemas psicolégicos, onde, por exemplo, o consumo de etanol estaria
associado ao “tratamento” de ansiedade (Little, 2000). De fato, a ansiedade tem sido
associada ao consumo abusivo de etanol tanto em humanos (Castaneda et al., 1996) como em
modelos animais (Pelloux et al., 2015; lzidio e Ramos, 2007). Considerando que sao
necessarias altas doses de etanol para efeito sedativo/ ansiolitico, a presenca de efeito
ansiogénico em individuos co-expostos a BE+ETOH poderia ser uma condicdo que
favorecesse o consumo abusivo de etanol. O papel da alteracdo da resposta emocional na
exposicdo combinada a BE+ETOH pode ser, desta forma, um componente etioldgico
importante no uso problematico de etanol, sendo necessario uma melhor investigacdo desta

questdo em estudos nos modelos animais e humanos.

4.6 Bebidas energéticas ndo foram capazes de reverter amnésia provocada pela

exposicdo aguda e crbnica ao etanol

Estd comprovado que a exposicdo ao etanol durante a adolescéncia produz alteragoes
neurocomportamentais diferentes das observadas em individuos adultos e induz alteracdes na
estrutura de regides especificas, como o cortex cerebral e hipocampo, que sdo intimamente
relacionadas com deficiéncias cognitivas e comportamentais, entretanto tais modificacdes
estruturais sdo mais comuns diante de exposi¢do cronica ao alcool (Teixeira et al., 2014;
Spear, 2014). Modelos de estudo da memdria e aprendizado partem do principio que a

formacdo e armazenamento da memoria possuem varias fases iniciando-se com a memdria de
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trabalho (que dura segundos), passando pela memdria de curto prazo (duracdo de minutos) até
consolidar-se em memaria de longo prazo, tal processo é altamente influenciado pelo nivel de
entendimento e manipulacdo do conhecimento, atencdo e motivacdo (White, 2003).
Individuos sob efeito do alcool sdo capazes de reproduzir uma informacdo nova e armazena-la
por curtos periodos (alguns minutos) caso ndo estejam distraidos, embora o etanol impeca o
armazenamento em longo prazo (White, 2003). Em situagdes de consumo agudo em que a
concentracdo de alcool em sangue é muito alta, o usuario apresenta lentiddo de raciocinio,
processamento cognitivo alterado e pode apresentar “blackouts”. Ja o abuso cronico do alcool
pode gerar a deméncia alcodlica que consiste em danos persistentes na memaria e cognicdo
(Zorumski et al., 2014). O etanol perturba a capacidade de formacdo de memoria a longo
prazo 0 que causa um rompimento na evocacao das informacdes previamente estabelecidas ou
na capacidade de reter novas informagdes ativas na memoria de curto prazo (Zorumski et al.,
2014). Conforme o consumo de alcool aumenta a magnitude dos danos causados na funcéo
cognitiva cresce proporcionalmente (Zorumski et al., 2014). Os blackouts sdo mais comuns em
bebedores sociais em consequéncia de uma intoxicacdo aguda. O etanol interrompe a
atividade no hipocampo através de vérias rotas, diretamente através dos efeitos sobre os
circuitos do hipocampo, e indiretamente, por interferir com interacdes entre outras regides do
cérebro e do hipocampo. O etanol interage com dois alvos principais de receptores de
neurotransmissores, NMDA e receptores de GABAA (Kumar et al., 2009), que existem em
concentracdo elevada no hipocampo (Pirker et al., 2000) e potencializa os efeitos inibitorios
de sistema GABAérgico no hipocampo especialmente via receptores GABAa (Kumar et al.,
2004) e antagoniza a ativacao dos receptores de NMDA do hipocampo (Nagy 2008). O alcool
perturba severamente a capacidade dos neurénios no estabelecimento da memoria de longa
duracdo através de alteracdes na pontenciacdo em longo prazo (LTP) em concentracfes
equivalentes aos produzidos pelo consumo de apenas um ou dois drinques (White, 2003).
Alijanpour e colaboradores (2011) mostraram em experimentos na esquiva passiva em
camundongos que a administracdo prévia de etanol causa amnésia e seus danos ndo sao
recuperados. Em nosso estudo, a realizagdo da sessao de retengéo sob efeito do etanol no teste
de esquiva passiva, em doses que promovem resposta de hiperatividade no teste do campo
aberto, ja é capaz de promover amnésia tanto em situacdes de primeira exposi¢do ou apos
exposicao cronica.

Apesar de diversos relatos sobre os efeitos do energético na melhora do desempenho
motor, na velocidade de resposta e até mesmo na memoria, ainda ndo existem evidéncias

experimentais de que as BEs antagonizem os efeitos do alcool na fungdo cognitiva (Ferreira et
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al., 2004; Bichler et al., 2005). Em estudos em humanos, hd a afirmacdo de que a cafeina
utilizada tanto agudamente como cronicamente tem a capacidade de melhorar o desempenho
de memoria em voluntarios saudaveis, enquanto outros estudos mostram pouco ou nenhum
efeito da cafeina sobre a memoria (Cunha & Agostinho, 2010). A cafeina € um antagonista
ndo seletivo dos receptores de adenosina A1 e Aga, estes receptores, principalmente 0 Aga,
tem sido apontados como principais alvos farmacolégicos nos efeitos positivos da cafeina na
memoria (Almeida, 2014). A taurina também tem sido reconhecida como uma suplementacéo
que pode ter efeito positivo sobre a memoria, revertendo danos provocando por neurotoxinas
(Lu et al., 2014). Entretanto, no presente estudo a exposicdo de BE néo reverteu o efeito do
etanol sobre a memoria/aprendizado. Apesar de cafeina e taurina serem apontadas como
substancias que facilitam o processo de memoria e aprendizagem, o presente estudo sugere
que a dose de energético administrada em situa¢fes compativeis com o uso em humanos néo é

suficiente para reverter, mesmo que parcialmente, os danos cognitivos causados pelo etanol.

4.7 Bebidas energéticas ndo revertem prejuizos no aprendizado motor provocado pela
exposicao aguda ao etanol, mas possuem efeitos protetores sobre o desempenho em

administracGes cronicas

A coordenacdo motora € um dominio comportamental complexo e pode refletir o
equilibrio, forca muscular, marcha padronizada e competéncia sensorial. A ataxia pode ser
causada por disfuncao cerebelar, no cértex motor, estriato ou na medula espinal (Rustay et al.,
2003). O teste de cilindro giratorio se popularizou através de Dunham e Miya (1957) com o
intuito de testar déficits neuroldégicos em camundongos e ratos e atualmente é reconhecido
como um bom teste para avaliar déficits motores cerebelares (Shiotsuki et al., 2010).
Inicialmente o teste era aplicado com uma velocidade constante, no entanto, a aceleragao do
rotarod eliminou a necessidade da utilizacdo de um tempo maximo e minimo de teste e de um

treinamento longo (Rustay et al., 2003).
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O etanol durante a adolescéncia induz danos marcantes na funcdo motora a longo
prazo avaliada em diferentes tarefas comportamentais, tais danos tem sido associado a
alteracOes celulares no cértex cerebral (Guerri et al., 2010). Deficiéncias de coordenacao
motora geradas por doses agudas de etanol sdo mais evidentes em animais adultos do que em
adolescentes, enquanto a exposi¢do crénica costuma ser mais danosa ao individuo mais jovem
e tende a perdurar mesmo apds a retirada da droga (Guerri et al., 2010). Os efeitos motores do
etanol s&o bem estabelecidos em humanos: variam de acordo com a dose e a cronicidade da
exposicdo a droga (Carpenter, 1962; Tafiand & Kasschau, 1965), incluem déficits na
coordenagdo motora, aumento do tempo de reacdo, perda de equilibrio e sdo observados
quando o organismo esta submetido a acdo direta do etanol (Wallgren & Barry, 1970). Além
disso, apesar de tais efeitos terem sido bem demonstrados em roedores (Boyce-Rustay &
Holmes, 2006; Little et al., 1996; Quoilin et al., 2010; Silveri & Spear, 1998; White et al.,
2002), a sensibilidade a droga parece sofrer uma grande variabilidade em funcdo das
diferencas espécie/cepa-especifica, bem como do modelo de exposicdo empregado (Boyce-
Rustay & Holmes, 2006; Celik et al., 2005; Hefner & Holmes, 2007). No presente estudo, a
exposicao aguda ao etanol gerou um pior desempenho no rotarod apds uma hora da gavagem,
ndo sendo este efeito revertido pela BE. Em acordo, Ferreira e colaboradores (2004) em seu
estudo com humanos demonstrou que o uso de bebida energética ndo melhorou o desempenho
dos participantes no teste de esforgo, assim como néo foi capaz de reduzir os efeitos induzidos
pela ingestdo aguda de alcool. De forma oposta ao esperado, 0s animais expostos ao
tratamento combinado apresentaram reducdo de desempenho na terceira sessdo de teste apos
trés horas da gavagem. Desta forma, este resultado indica que a exposicdo a BE pode
prolongar alteragcbes motoras geradas pelo uso do etanol.

A exposicdo cronica ao etanol gerou prejuizo motor somente nas fémeas, indicando
que estas sao mais susceptiveis aos danos motores gerados pelo uso cronico do etanol durante
a adolescéncia. Em machos expostos cronicamente, somente apds 1 hora da gavagem de
etanol observamos tendéncia a prejuizo motor. Interessantemente, em animais tratados
cronicamente, a exposi¢do ao etanol ndo gerou prejuizo no aprendizado motor, visto que, até
mesmo nas fémeas que apresentavam alteracdo na sessao de teste anterior a gavagem (treino),
com a repeticdo do teste as diferencas entre os grupos foram totalmente mitigadas.
Inversamente ao observado na administracdo aguda, a exposicdo cronica a BE reverteu o
prejuizo motor gerado pelo etanol em adolescentes fémeas. Desta forma, nossos resultados
sugerem que a exposicdo BE pode gerar alteracOes relevantes quando administradas

cronicamente que podem proteger das consequéncias motoras do uso do etanol a longo prazo.
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CONCLUSOES

O estudo da interacdo entre BE e etanol possui fundamental importancia durante a
adolescéncia, periodo no qual se inicia e estabelece o habito do co-abuso destas drogas. O
presente estudo aponta resultados que, se da mesma forma acontecessem com humanos,
poderiam explicar a relacdo epidemioldgica entre 0 co-uso e a maior incidéncia de uso
problematico de etanol em adolescente, além de alertar sobre os possiveis efeitos adversos

deste co-uso.
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