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RESUMO

O consumo do alcool em excesso € considerado um grave problema de saude,
causando danos ndo somente ao individuo adicto, mas também ao ciclo social,
familiar e profissional. O consumo abusivo do alcool ocorre de diversas formas,
incluindo o binge alcodlico (weekly-binge), no qual consiste em um padrdo de
consumo caracterizado pela ingestao eventual de doses relativamente altas de alcool
seguido de um periodo de abstinéncia. Entre as vias de sinalizagdo envolvidas no
consumo de alcool encontra-se a via de recompensa dopaminérgica, estimulando a
liberacdo de dopamina. Para mimetizar esses efeitos, o peixe-zebra vem sendo
utilizado como modelo animal para estudar os efeitos do alcool no cérebro dos
vertebrados devido a uma série de vantagens praticas desta espécie e sua
similaridade neural com os humanos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
sistema dopaminérgico envolvido no binge alcodlico no modelo de peixe-zebra e
realizar uma revisao sistematica em humanos a fim de avaliar as alteracdes funcionais
da dopamina em individuos alcoolistas através do exame tomografia por emissao de
positrons (PET). Durante a fase experimental, os animais foram expostos ao etanol
(1,4% v/v) por 30 minutos, uma vez por semana por trés semanas consecutivas. Os
grupos foram divididos conforme o tempo de analise apds a terceira e Ultima exposi¢cao
ao etanol, sendo eles: weekly-binge imediato (WB-I), analisado imediatamente apos a
ultima exposicao, weekly-binge 2 dias (WB-2), apés 2 dias e weekly-binge 9 dias (WB-
9), apos 9 dias. ApGs esse periodo, os cérebros foram dissecados e a atividade dos
transportadores de dopamina (DATSs) foi avaliada utilizando BHlDopamina marcada
radioativamente. A atividade da monoamina oxidase (MAO) foi verificada por método
de fluorescéncia, utilizando quinuramina como substrato ndo-seletivo. Foi realizado o
meétodo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para avaliar os niveis totais
de dopamina e noradrenalina. Para a etapa da revisédo sistemética foi realizada uma
busca a partir das bases de dados utilizando os seguintes termos: "dopamine”,
“ethanol”, “alcohol’, "positron-emission tomography”. Os grupos WB-I e WB-2
apresentaram um aumento significativo da atividade dos DATs comparado ao grupo
controle. Os resultados demonstram que em relagdo a MAO os grupos WB-2 e WB-9
mostraram uma reducdo significativa na atividade da enzima. Nos niveis cerebrais
totais de dopamina os grupos WB-2 e WB-9 apresentaram um aumento significativo
em relacdo ao grupo controle. A revisdo sistematica permitiu a identificacdo de 293
estudos e apds a leitura dos titulos e resumos 285 foram considerados irrelevantes,
pois ndo preencheram os critérios de inclusdo. Para leitura do texto completo, foram
analisados 50 estudos, sendo nove estudos incluidos na revisdo qualitativa. Quatro
estudos apresentaram como resultado a reducdo na disponibilidade apenas no
receptor D2 em diferentes regides cerebrais. Em relagéo ao receptor D3 isoladamente
apenas um estudo relatou esse achado e quatro estudos relataram diminuigdo em
ambos receptores. Diante disso, o binge foi capaz de promover alteracdes suscetiveis
no sistema dopaminérgico mesmo apos dois e nove dias a partir da ultima exposi¢éo
ao alcool. Em adicao, alteracdes nos receptores D2 em diversas regides cerebrais em
humanos alcoolistas foram encontradas em uma reviséo sistematica.

Palavras-chave: Binge, sistema dopaminérgico, peixe-zebra, revisao sistematica.



ABSTRACT

The consumption of alcohol in excess is considered a serious health problem, causing
damage not only to the addicted individual, but also to the social, family and
professional cycle. Abuse of alcohol occurs in a number of ways, including binge
drinking (weekly binge), which consists of a pattern of consumption characterized by
occasional ingestion of relatively high doses of alcohol followed by a period of
abstinence. Among the signaling pathways involved in alcohol consumption is the
dopaminergic reward pathway, stimulating the release of dopamine. To mimic these
effects, zebrafish has been used as an animal model to study the effects of alcohol on
the vertebrate brain due to a number of practical advantages of this species and its
neural similarity with humans. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the dopaminergic system involved in the alcoholic binge in the zebrafish model and to
perform a systematic review in humans in order to evaluate the functional alterations
of dopamine in alcoholic individuals through the positron emission tomography (PET).
During the experimental phase, the animals were exposed to ethanol (1.4% v/v) for 30
minutes, once a week for three consecutive weeks. The groups were divided according
to the time of analysis after the third and last exposure to ethanol, being: weekly-binge
immediate (WB-I), analyzed immediately after the last exposure, weekly-binge 2 days
(WB-2), after 2 days and weekly-binge 9 days (WB-9), after 9 days. After this time, the
brains were dissected and the activity of the dopamine transporters (DATs) was
evaluated using radiolabeled "l Dopamine. The activity of monoamine oxidase (MAO)
was verified by fluorescence method, using quinuramine as a non-selective substrate.
The high efficiency liquid chromatography (HPLC) method was used to evaluate the
total levels of dopamine and noradrenaline. For the systematic review, a search was
made from the databases using the following terms: "dopamine”, "ethanol", "alcohol”,
"positron-emission tomography.” The WB-I and WB-2 groups showed a significant
increase in DAT activity compared to the control group. 9 presented a significant
increase in relation to the control group. The results demonstrate that in relation to
MAO the groups WB-2 and WB-9 showed a significant reduction in the activity of the
enzyme. In the total brain dopamine levels the WB-2 and WB-9 groups showed a
significant increase in relation to the control group. The systematic review allowed the
identification of 293 studies and after reading the titles and abstracts 285 were
considered irrelevant, since they did not meet the inclusion criteria. For the reading of
the full text, 50 studies were analyzed, and nine studies were included in the qualitative
review. Four studies have resulted in a reduction in availability only at the D2 receptor
in different brain regions. Regarding to the D3 receptor alone only one study reported
this finding and four studies reported a decrease in both receptors. In view of this, the
binge was able to promote susceptible changes in the dopaminergic system even after
two and nine days from the last exposure to alcohol. In addition, changes in D2
receptors in various brain regions in human alcoholics were found in a systematic
review.

Key words: Binge, dopaminergic system, zebrafish, systematic review.
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1 INTRODUCAO

1.1 ALCOOL E ALCOOLISMO

O etanol ou alcool etilico (C2HsOH) € um liquido incolor encontrado em
todas as bebidas alcodlicas e apesar destas serem classificadas como “drogas” sua
comercializacao ¢€ licita e com relevante aceita¢&o social. E uma substancia psicoativa
amplamente utilizada e seu consumo excessivo acarreta em uma série de problemas
fisicos, sociais e mentais (Gouveia et al., 2009; Almeida e Campos, 2013).

O élcool exerce um importante papel cultural em muitas sociedades,
estando presente tanto em rituais religiosos quanto em momentos de comemoragao
e confraternizacdo. Com o0 aumento na oferta e comercializacdo das bebidas
alcodlicas, consequente a Revolucao Industrial, ocorreu uma mudanca na maneira da
sociedade relacionar-se com o &lcool, principalmente por que essas bebidas
produzidas artesanalmente passaram a ser preparadas por técnicas aprimoradas e
em larga escala industrial devido ao surgimento do processo de destilacdo (Gigliotti e
Bessa, 2004; Gouveia et al., 2009). Desse modo, o padrdo de consumo do alcool vem
alterando ao longo dos anos e seu uso nocivo constitui causa componente de mais de
200 condicdes de doencas e lesdes, incapacidades e mortalidade (OMS, 2014).

No ano de 1790, o psiquiatra americano Benjamin Rush atestou que “beber
inicia num ato de liberdade, caminha para o habito e, finalmente, afunda na
necessidade". No entanto apenas em 1849 o médico suico Magnus Huss propés o
termo “alcoolismo”, definindo-o como um conjunto de manifestacdes patoldgicas do
sistema nervoso central (nas esferas psiquicas, sensoriais e motoras), observadas em
sujeitos que consumiam o alcool excessivamente (Gigliotti e Bessa, 2004). Morton
Jellinek (1960) redefiniu o conceito de alcoolismo que passou a ser classificado como
doenca com base nas quantidades de alcool consumidas (Jellinek, 1960; Heckmann
e Silveira, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2016) define o alcoolismo como
um conjunto de fenbmenos comportamentais, cognitivos e fisiologicos que se
desenvolvem apds o0 uso repetitivo de alcool, tipicamente associado aos seguintes
sintomas: forte desejo de beber, dificuldade de controlar o consumo, uso continuo
apesar das consequéncias negativas, maior prioridade dada ao uso da substancia em
detrimento de outras atividades e obriga¢gdes; aumento da tolerancia e por vezes um
estado de abstinéncia fisica (OMS, 2016).
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O consumo abusivo de alcool € um tema preocupante e de grande
relevancia para os 6rgaos de saude. Cerca de 3,3 milhdes de pessoas morreram no
mundo em decorréncia do consumo nocivo de alcool em 2012, o que equivale a 5,9%
de todas as mortes daquele ano (OMS, 2014). Nas américas, a cada 100 mil mortes,
12 poderiam ter sido evitadas sem o uso do alcool (PAHO, 2015). Por ano, o &lcool
surge como causa de morte de 80 mil pessoas no continente americano, sendo no
Brasil a quinta maior taxa. A proporcao de Obitos associados ao alcool é superior a
mortalidade por HIV/AIDS (2,8%), a violéncia (0,9%) e a tuberculose (1,7%). Além
disso, 5,1% da carga global de doencas e lesdes foram atribuiveis ao &lcool, o que
equivale a 139 milhdes de Anos de Vida Perdidos Ajustados por Incapacidade
(DALYSs, do inglés, Disability Adjusted Life Years) (OMS, 2014).

1.2 METABOLISMO DO ALCOOL

O etanol é rapidamente dissolvido na corrente sanguinea onde é distribuido
para a maioria dos 6rgdos e sistemas, devido as suas caracteristicas hidrofilicas e
lipofilicas. A maior parte da absorcéo do alcool ocorre no trato gastrointestinal, onde
75% € absorvido no intestino delgado e o restante pela mucosa bucal, esbéfago,
estbmago e intestino grosso. Por serem 6rgdos altamente vascularizados, o cérebro
e os pulmdes recebem as doses iniciais de alcool de forma mais rapida (Heckmann e
Silveira, 2009). O tempo desde a ingestdo até a completa absorcdo € de
aproximadamente uma hora. Todavia, este € dependente de varios fatores como a
presenca de alimento no estdmago, o tipo de alimento ingerido antes de beber e a
velocidade em que o individuo comeu. A taxa de absorcdo aumenta quando a
evacuacao gastrica € acelerada, por exemplo, na auséncia de proteinas, gorduras e
carboidratos no organismo, e ocorre mais rapidamente quando a bebida possui uma
concentracéo de alcool de 20 a 30%, como por exemplo o vinho (NIAAA, 2004; Paton,
2005; Zakhari, 2006). O alcool também pode prejudicar a absor¢ao de vitaminas no
intestino delgado e diminuir o seu armazenamento no figado, com efeitos no acido
félico (B9), na piridoxina (B6), na tiamina (B1), na niacina (B3) e na vitamina A
(McCabe, 2004).

Apoés o inicio da absorcdo no estdmago e intestino, cerca de 90% da
metaboliza¢do ocorre no figado, onde o etanol é oxidado no seu principal metabdlito,

o acetaldeido, por trés vias metabdlicas: pela via da enzima alcool desidrogenase
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(ADH) no citosol, com auxilio do cofator nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™),
o qual é reduzido a NADH; pela via da enzima catalase nos peroxissomos dos
hepatocitos, onde o etanol doa elétrons reduzindo o peroxido de hidrogénio (H202) em
agua (H20), responsavel por apenas cerca de 10% da oxidagdo do etanol; e pelo
sistema microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS) nos microssomos do reticulo
endoplasmatico liso (REL), através do citocromo P450 (isoforma CYP2EL) e seu
cofator fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH) (Zimatkin, 2006;
NIAAA, 2007; Rhoads et al.,, 2012) (Figura 1). O acetaldeido formado € oxidado
rapidamente a acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH) presente nas
mitocondrias dos hepatdcitos. Em altas concentracbes este aldeido pode produzir
histaminas, e por varios mecanismos causam uma diminuicdo dos niveis de pressao
arterial, nauseas e vomitos. Grande parte do acetado formado é oxidado em dioxido
de carbono ou metabolizado em Acetil-CoA, podendo participar do ciclo de Krebs
(Edenberg, 2007; Peanal et al., 2016). Em sua maioria, o alcool € eliminado pela urina,
porém cerca de 5% € eliminado pela respiracdo, transpiracdo e salivacdo (Paton,
2005).

ALcooL
DESIDROGENASE
(citosol)

L

ETANOL ACETALDEIDO , ACETATO
(CQHSOH) CATALASE (C2H4O) ALDEIDO (C2H302_)

(hepatdcitos) r r DESIDROGENASE
(hepatocitos) /\

ACETIL-

Figura 1: Metabolismo do &lcool. O etanol é oxidado a acetaldeido por trés vias metabolicas: Alcool
desidrogenase, Catalase e CYP2EL. O acetaldeido formado é oxidado a acetato pela enzima Aldeido
desidrogenase. Fonte: Adaptado de National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA, 2007).

1.3 PADROES DE CONSUMO DO ALCOOL

O uso e abuso de alcool séo preocupacgdes primarias de saude publica. O
consumo de alcool geralmente ocorre durante a adolescéncia, tem picos no inicio dos

20 anos e, em seguida, diminui ao longo da idade adulta. Quanto mais cedo é iniciado
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0 consumo, mais intensa € a associagcdo a comportamentos de risco, abuso de
substéancias, dependéncia e demais efeitos relacionados (Samhsa, 2011). A fim de
estabelecer diretrizes para evitar os danos causados pelo alcool existem trés
principais padrées de consumo, variaveis conforme a quantidade e a frequéncia em
que o alcool é ingerido e sao classificados em: moderado, pesado e o binge alcodlico
(do inglés, binge drinking) (NIAAA, 2015).

O padrao de consumo moderado é descrito como “beber socialmente”, ou
seja, beber em quantidades moderadas e que ndo causam problemas para o
consumidor e a sociedade (Almeida e Campos, 2013). Segundo o National Institute
on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) (2004) este padréo é distinto para homens
e mulheres e é definido como a ingestédo de 1 dose de alcool por dia, até 7 doses por
semana para as mulheres e 2 doses de alcool por dia, até 14 doses por semana para
os homens. Sendo que 1 dose equivale a aproximadamente 355mL de cerveja, 150mL
de vinho ou 45mL de uma bebida destilada, considerando que cada dose contém entre
10 e 159 de etanol. Mesmo dentro dessas limitagdes, € aconselhado um ou dois dias
da semana sem a ingestao de alcool e evita-la completamente em situacdes em que
o individuo possui alguma patologia que pode ser agravada com o consumo de alcool,
caso estiver conduzindo automaoveis ou operarando maquinas e mulheres durante a
gestacdo (OMS, 2010). J& o consumo pesado excede o uso moderado de alcool,
ultrapassando a dose diaria ou semanal indicada para homens e mulheres (NIAAA,
2004).

O NIAAA (2004) define como binge a ingestdo de altas doses de élcool,
cinco doses ou mais no caso de homens e quatro doses ou mais no caso de mulheres,
em um intervalo médio de duas horas, atingindo altos niveis de concentracdo alcodlica
no sangue, em torno de 0,8g/L, correspondente a 0,8% do volume total sanguineo.
Também chamado de consumo de risco, esta frequentemente associado a alteracdes
neuroldgicas e psicoldgicas, incluindo comprometimento cognitivo e diminui¢cdo da
qgualidade de vida geral (Almeida e Campos, 2013; Holcombe et al., 2013). Além disso,
pode afetar o humor, a memoria e em longo prazo pode levar a sérios problemas de
saude mental resultando em comportamentos antissociais, agressivos e violentos
(Ward, 2009). Embora o binge alcodlico seja um padrao de consumo mais encontrado
em adolescentes, também é encontrado na populacdo adulta, gerando danos t&o

severos quanto em populacdes jovens (Viner e Taylor, 2007).
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Ao contrario dos individuos que bebem moderadamente, os consumidores
em binge exibem uma forte resposta aos efeitos euféricos priméarios, mas sdo menos
sensiveis aos efeitos sedativos do alcool, indicando uma pré-disposicdo para o
desenvolvimento do vicio no alcool (Schuckit et al., 2008). Ap0s uma série de
exposicoes, a retirada do alcool é debilitante e pode promover aumento na ansiedade,
nos comportamentos de busca pela substancia e crises convulsivas. A gravidade
destes sintomas depende da quantidade e da velocidade de alcool ingerido (Holcombe
et al., 2013).

Semelhante a exposicdo crénica ao alcool, a alta quantidade de &lcool
ingerida no binge também induz uma série de consequéncias neurotoxicas como
edema cerebral, estresse oxidativo, excitoxicidade, neuroinflamacao e cicatrizes gliais
gue resultam em neurodegeneracao (Nixon e Crews, 2004; Haorah et al., 2008; Kelso
et al.,, 2011; Shah et al., 2015). Estudos realizados em ratos expostos ao modelo de
binge alcodlico durante quatro dias encontraram neurodegeneracédo induzida mesmo
apOs uma unica exposi¢cao ao binge (Obernier et al., 2002; Leasure e Nixon, 2010;
Maynard e Leasure, 2013) e o dano cerebral aumentado conforme a duracdo da

exposicao (Obernier et al., 2002; Collins e Neafsey, 2012).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DO CONSUMO DE ALCOOL

O consumo mundial de alcool puro por individuos de 15 anos ou mais é
estimado em torno de 6,4 litros, o que equivale a 13,5g por dia. Enquanto que no
Brasil, o0 consumo estimado é superior a média mundial, correspondendo a 8,7 litros
de alcool por pessoa. Diante disso, o Brasil ocupa a 532 posicao entre 0s paises que
mais consomem alcool. Utiliza-se a definicdo de “alcool puro” a fim de facilitar a
comparacao entre as bebidas alcodlicas, pois cada tipo apresenta porcentagem
diferente de alcool. Em relacdo as variedades de bebidas alcodlicas, no Brasil 60%
destas sdo consumidas na forma de cerveja (OMS, 2014).

Com relacao ao sexo, estima-se que os homens consomem 13,6 litros por
ano, enquanto as mulheres 4,2 litros de alcool puro. Apesar do consumo ser maior
entre os homens, as mulheres sdo mais vulneraveis aos danos causados pelo alcool,
uma vez que seu uso durante a gestacdo pode causar a sindrome alcoolica fetal

(OMS, 2014; Garcia e Freitas, 2015). O consumo de alcool pelo menos uma vez ao
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ano é realizado por mais da metade dos brasileiros, sendo a regido sul o cenério mais
preocupante, onde 11% dos homens bebem diariamente, superior as outras regides
cujo valor ndo ultrapassa 6% (Laranjeira et al., 2012).

Globalmente, em 2010 a prevaléncia do padréo binge foi estimada em 7,5%
na populacéo total com 15 anos ou mais, himero superior no continente europeu
(16,5%) e no americano (13,7%) (OMS, 2014). De acordo com Laranjeira et al. (2010),
quase um quarto da populacéo brasileira consome bebidas alcodlicas neste padrao.

Além de estar relacionado como fator de patogenia em diversas doencas
hepéticas, cardiacas, pancreaticas e até mesmo implicado em varios tipos de cancer,
o consumo em binge tem efeitos téxicos no SNC, interferindo nos sistemas de

neurotransmissores (NIAAA, 2013).

1.5 ALCOOL E NEUROTRANSMISSAO

O etanol é uma pequena substancia neurotropica lipossoluvel que penetra
na barreira hematoencefdlica e interage com diversos sistemas de
neurotransmissores no cérebro. Esta substancia pode afetar o SNC causando um
desequilibrio nos neurotransmissores excitatorios (aspartato e glutamato) e inibitorios,
como o acido gama-aminobutirico (GABA) e taurina (De Witte, 2004). Comumente
classificado como uma droga depressora, o alcool € um agonista de receptores GABA,
favorecendo a atividade inibitéria pés-sindptica. Com a exposicao crénica ao alcool os
receptores glutamatérgicos N-metil-Daspartato (NMDA) sdo estimulados em resposta
aos efeitos depressivos do etanol para reestabelecer o balanco energético
inibitério/excitatério. (De Witte, 2004; Quertemont et al., 2005; Addicott et al., 2007).

Além desses neurotransmissores a dopamina €é um importante
neurotransmissor suscetivel a alteracbes causadas pelo alcool alterando a
plasticidade sinaptica (Chen et al., 2007). Ji et al. (2017) examinaram a relacdo entre
o consumo de alcool em binge e a plasticidade dependente do tempo de disparo nos
neurdnios do nucleo accumbens (NAc) e descobriram que repetidos binges alcodlicos
modulam a plasticidade sinaptica em neurdnios espinhosos médios das vias direta e
indireta do NAc, evidenciando a dopamina como um alvo interessante no estudo do

alcool.



22

1.5.1. Sinalizacdo Dopaminérgica

A dopamina (CsH11NO2) € um neurotransmissor pertencente a familia das
catecolaminas e esta envolvida em uma variedade de processos do sistema nervoso
central, incluindo cognicédo, atividade motora, motivacdo e recompensa, humor,
atencao e aprendizado (Ma e Zhu, 2014).

A estrutura das catecolaminas consiste em um nucleo de catecol (3,4-
diidroxibenzeno) com uma cadeia lateral de etilamina (grupo R) no caso da dopamina
(Figura 2) (Standaert e Galanter, 2012). O aminoacido tirosina € o percursor de todas
as catecolaminas, sendo que nos neurdnios dopaminérgicos, o produto final da
sintese € a dopamina. Além da sua funcdo como neurotransmissor, a dopamina
também atua como precursor de noradrenalina e a adrenalina (Feldman et al., 1997;
Vallone et al., 2000).

HO NH,

HO

Figura 2: Estrutura da dopamina. Fonte: Standaert e Galanter, 2012.

O sistema dopaminérgico inclui a via nigrostriatal, a via mesolimbica e a via
tuberoinfundibular. A maior a&rea dopaminérgica no cérebro é a via nigrostriatal, a qual
contém cerca de 80% da dopamina cerebral, onde esta é produzida na substancia
negra (Adinoff, 2004).

O Aalcool aumenta a transmissdo dopaminérgica e aumenta a taxa de
disparo desses neurbnios, aumentando a liberacdo de dopamina (Ward, 2009).
Entretanto, esta substancia ndo conduz a um aumento da dopamina em toda a parte
do cérebro, mas apenas causa um aumento deste neurotransmissor na area da via
de recompensa (Boileau et al., 2003). Medialmente a substancia negra, existe a area
tegmental ventral (ATV), onde a dopamina produzida nesta regido, € liberada no NAc
e segue para o cértex pré-frontal (Tupala e Tiihonen, 2004). A via de recompensa
modula as funcdes fisiologicas primarias relacionadas a sobrevivéncia, incluindo a
ingestado de alimentos, agua e comportamento sexual. Esta via também é alvo de
substancias psicoativas, incluindo alcool, cocaina, anfetaminas e opidides (Jones e
Miller, 2008).
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Durante o consumo abusivo, podem ser necessérias quantidades maiores
de &lcool para provocar a liberagdo de dopamina, a fim de obter os efeitos prazerosos
da ingestdo de alcool. Durante a retirada de alcool, a liberacdo de dopamina é
diminuida, reduzindo dramaticamente o disparo de neurénios relacionados, levando a
disforia, mal-estar e depresséo (Boileau et al., 2003; Ward, 2009).

Responsavel pela sintese da dopamina, a enzima tirosina hidroxilase (TH)
converte a L-tirosina em L-DOPA que, por sua vez, € descarboxilada em dopamina
pela DOPA descarboxilase. Uma vez sintetizada, a dopamina € transportada e
armazenada em vesiculas sinapticas através do transportador de monoamina
vesicular (VMAT) e, em resposta a um potencial de acao pré-sinaptico, € liberada da
célula. Uma vez liberada, a dopamina ativa uma variedade de receptores
dopaminérgicos pos-sinapticos que sdo acoplados a varios mecanismos de
sinalizacdo celular. A transmissao dopaminérgica é inativada pela sua recaptacdo
através do transportador de dopamina (DAT) para o neurdnio pré-sinaptico onde pode
ser rearmazenada em vesiculas para posterior uso na neurotransmissao (pelo VMAT)
ou pode ser metabolizada pela acdo das enzimas monoamina oxidase (MAO) ou
catecol-O-metil transferase (COMT) (Tupala e Tiihonen, 2004; Jones e Miller, 2008;
Standaert e Galanter, 2012). A dopamina na fenda pode ligar-se tanto a receptores
dopaminérgicos poés-sinapticos quanto a auto-receptores dopaminérgicos pré-

sinapticos.
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Figura 3: Neurotransmissé@o dopaminérgica. A dopamina é sintetizada através da enzima tirosina
hidroxilase e é transportada e armazenada em vesiculas pela acdo do transportador de monoamina
vesicular (VMAT). Com um estimulo nervoso, a dopamina é liberada na fenda sinéptica ativando varios
receptores. A transmissé@o dopaminérgica é interrompida pela sua recaptagéo através do Transportador
de Dopamina (DAT) para o neurdnio pré-sinaptico. A dopamina recaptada pode ser reearmazenada em
vesiculas para subsequente uso na neurotransmisséo (pelo VMAT) ou pode ser degradada pela acéo
das enzimas monoamina oxidase (MAO) ou catecolO-metil transferase (COMT). Fonte: Biolution, 2016.

Grande parte da dopamina liberada na fenda sinptica é recaptada ao
neurdnio pré-sinaptico pelos DAT, uma proteina de onze dominios transmembrana
pertencente a familia de transportadores dependentes de sodio e cloreto. Os DATs
tém o papel de mediar a recaptacdo de dopamina extracelular, regulando a
neurotransmissao dopaminérgica e suas funcdes. Diante disso, estes transportadores
tém sido implicados como alvos de acdo de drogas psicoativas, dentre elas o alcool
(Ciliax et al., 1995; Robinson et al., 2005; Standaert e Galanter, 2012). Reduc¢des na
disponibilidade dos DATs podem desempenhar um papel fisiopatolégico no
desenvolvimento da dependéncia do alcool (Laine et al., 1999; Repo et al., 1999;
Tupala et al., 2003; Yen et al., 2015). No entanto, ha resultados controversos, sem
nenhuma alteracdo nos transportadores (Volkow et al., 1996; Tiihonen et al., 1998).
Esses resultados conflitantes podem ser atribuidos ao fato de que a dependéncia do
alcool € um transtorno complexo e que a presenca de diferentes subtipos clinicos pode
influenciar a disponibilidade de DAT (Yen et al., 2015).
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A enzima MAO oxida aminas de fontes enddgenas e exdgenas,
aumentando a concentracdo de aminas neurotransmissoras regulando sua
disponibilidade e atividade fisioldgica. Existem duas isoformas: a monoamina oxidase
A (MAO-A) expressa no cérebro e periferia e a monoamina oxidase B (MAO-B)
concentrada no SNC, ambas localizadas na membrana externa da mitocondria, mas
séo codificadas por genes diferentes. Tanto a MAO-A quanto a MAO-B regulam a
neuroquimica degradando o0s neurotransmissores de monoamina (serotonina,
dopamina e norepinefrina). Qualquer alteracdo nos niveis de MAO pode ter efeitos
devastadores no cérebro e no comportamento, diminuindo ou aumentando os niveis
de neurotransmissores e produzindo Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)
(Anichtchik et al., 2006; Duncan et al., 2012).

Além disso, a MAO esta envolvida no alcoolismo pois € regulada
positivamente em resposta ao fator 11 de Krippel (KLF11), um gene responsivo ao
etanol envolvido na neurodegeneracao cerebral. O KLF11 é um ativador transcricional
de ambas as isoformas da MAO que contribuem para a producdo de EROs atraves
do catabolismo das monoaminas (Shih et al., 1999; Grunewald et al., 2012; Ou et al.,
2014). Logo, a cascata KLF11-MAO tem um papel na disfuncdo e dano celular
relacionado aos transtornos por uso de alcool (Duncan et al., 2016).

Cinco subtipos de receptores dopaminérgicos (D1, D2, D3, D4 e D5) foram
identificados e clonados e todos eles funcionam de forma individual e interativa como
receptores acoplados a proteina G (Ma e Zhu, 2014). Em sua maioria, 0s receptores
de dopamina sédo distribuidos pelo cérebro e sdo expressos sobre a superficie de
neurbnios pos-sindpticos, sendo responsaveis pela metabolizacdo posterior da
dopamina. Estes receptores também podem ser expressos em nivel pré-sinaptico,
atuando como auto receptores e realizando a recaptacdo do neurotransmissor em
excesso na fenda sindptica (Standaert e Galanter, 2012).

O etanol estimula a liberagcdo de dopamina e afeta o funcionamento dos
receptores dopaminérgicos, particularmente dos receptores do tipo 2 (D2) e 3 (D3)
(Beaulieu et al., 2011). Em humanos, a ingestdo cronica de alcool reduziu a
disponibilidade dos receptores D2, o que pode representar uma regulacdo negativa
compensatoria que garante a homeostase da neurotransmissdo dopaminérgica
central. Esta hipdtese tem sido apoiada por estudos clinicos utilizando o método de
imagem PET scan, o qual relata uma reducdo de até 20% na disponibilidade do

receptor D2 no estriado de individuos alcoolistas em comparagdo com os controles
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(Hietala et al., 1994; Volkow et al., 1996; Heinz et al., 2005; Martinez et al., 2005;
Spreckelmeyer et al., 2011).

O receptor D3 possui uma alta densidade no sistema dopaminérgico
limbico e também tem um papel importante na mediacdo dos efeitos do estresse,
levando ao comportamento de busca de drogas (Heidbreder e Newman, 2010). Em
humanos, uma dose Unica de um antagonista seletivo de D3 foi mostrada para aliviar
parcialmente o desejo por cigarro em fumantes abstinentes de curto prazo (Mugnaini
et al, 2013).

1.5.2 Tomografia por Emisséo de Positons (PET)

E um exame de imagem que utiliza elementos radioativos que emitem um
pésitron, um elétron positivo de existéncia efémera, que ao atravessar o meio
ambiente colide com um elétron negativo e ambos se anulam, dando origem a dois
raios gama de alta energia (511 keV cada) que se propagam em sentidos opostos, a
180° um do outro. No momento da sua desintegracdo, o positron é detectado para
formar as imagens do exame (Ginovart, 2005; Zhang e Fox, 2012)

Para exercer os seus efeitos no cérebro, o alcool e outras drogas atuam
sobre neurotransmissores no cérebro, bem como em receptores, com 0s quais 0s
neurotransmissores interagem. Compostos especificos que se ligam seletivamente a
esses receptores e as enzimas que estdo envolvidas na sintese ou metabolismo dos
neurotransmissores podem ser marcadas com radiotracadores de PET (Thanos et al.,
2008; Yoder et., 2011).

A neuroimagem do sistema dopaminérgico através da PET tem sido
fundamental na caracterizacdo da dependéncia do alcool em humanos (Martinez et
al, 2007). As técnicas de neuroimagem molecular tem importancia na investigacao de
proteinas cerebrais, tais como de neuroreceptores, transportadores e enzimas, de
forma segura e nédo invasiva (Baldacara et al., 2011). Por meio da técnica é possivel
acompanhar a neurotransmisséo dopaminérgica e suas alteracoes, porém, o PET néo
fornece uma medida direta dos niveis de dopamina enddgenos. De fato, alteracdes
nos niveis endoégenos de dopamina sao inferidos a partir de alteracdes na ligacéo de
um radioligante aos receptores D2. Drogas que aumentam o0s hiveis de dopamina

enddgena, como o alcool, diminuem a ligacdo desses radioligantes a receptores D2
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pés-sinapticos, enquanto o efeito oposto é observado com drogas que diminuem o0s
niveis de dopamina enddgenos (Ginovart, 2005; Takano et al., 2016).

O exame PET tem a capacidade de detectar alteracdes funcionais,
metabdlicas e bioquimicas em érgdos ou tecidos, através de substancias radioativas
(carbono-11, nitrogénio-13, oxigénio-15 e fluor-18) que acompanham o0s processos
metabdlicos, sem interferir com eles. Quando um composto radioativo é introduzido
no corpo como um tracador (ou um radioligante para um receptor), o tracador
apresenta um sinal de emisséo para indicar a localizacdo do composto marcado. A
imagem PET usa esses sinais para reconstruir a distribuicdo in vivo do tracador como
tomografia tridimensional em varios intervalos de tempo e transformado em
sinogramas. Apoés a reconstrucado, estas imagens sequenciais emolduradas refletem
a distribuicdo espacial do tracador ao longo do tempo como uma série de imagens
volumétricas quantitativas (Zhang e Fox, 2012; Takano et al., 2016).

Apesar do avanco de tecnologias médicas ndo invasivas para estudar o
cérebro humano como o PET, esses estudos in vivo ndo sdo uma tarefa facil devido
a limitacBes éticas e metodoldgicas, porque essas abordagens ndo sédo capazes de
fornecer todas as informacdes sobre a fisiopatologia do abuso do &lcool necessarias
ao desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas (Nestler e Hyman, 2010).
Modelos animais sao capazes de mimetizar o padrao de binge alcodlico observado
em humanos e fornecem um meio para estudar sistematicamente os mecanismos
relacionados aos danos induzidos pelo binge, bem como estudar potenciais
intervencgoes terapéuticas (Collins et al., 1996; Obernier et al., 2002; Leasure e Nixon,
2010; Holcombe et al., 2013).

A fim de compreender o mecanismo da neurotransmissao frente ao alcool,
diversos modelos animais tém sido propostos, dentre eles: roedores, cultura de
células e o peixe-zebra (Danio rerio). O modelo de peixe-zebra é identificado como
um “modelo alternativo”, em relagdo aos modelos classicos de roedores, porém o
termo “modelo complementar” € mais apropriado, pois aborda o uso de peixes além
de modelos classicos de mamiferos (Levin e Cerruti, 2009). Diante disso, o peixe-
zebra representa um excelente compromisso entre a complexidade dos sistemas e a
simplicidade pratica, superando muitas limitagdes caracteristicas desses modelos de

roedores (Tran et al., 2016a).
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1.5 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DO ALCOOL

O peixe-zebra € um pequeno teleésteo, de 3 a 4cm, de agua doce
pertencente a familia Cyprinidae que vem sendo amplamente utilizado como modelo
experimental em diversas &reas da ciéncia, como genética, teratologia, biologia do
desenvolvimento, comportamento e toxicologia (Vascotto et al., 1997; Gerlai et al.,
2000). Este peixe traz vantagens para a pesquisa devido ao pequeno espaco
necessario para sua manutencdo, baixo custo, facil manipulacdo, rapido
desenvolvimento, grande prole, embrides translicidos e suscetiveis a manipulagéo e
microinjecao (Lele e Krone, 1996). Outra caracteristica importante € que esta espécie
absorve as substancias diretamente da agua pelas branquias, proporcionando uma
manipulacdo simples e ndo invasiva (Yang et al., 2009; Mathur et al., 2011). Além
disso, j4 tem seu genoma sequenciado possuindo aproximadamente uma homologia
de 70 a 80% com o genoma humano (Stern e Zon, 2003).

Amplamente estudados em mamiferos, os sistemas de neurotransmissao
ja foram identificados e descritos em peixe-zebra, como o colinérgico (Behra et al.,
2002), GABAérgico (Kim et al., 2004), glutamatérgico (Edwards e Michel, 2002),
dopaminérgico (Boehmler et al., 2004), histaminérgico (Kaslin e Panula, 2001),
serotoninérgico (Rink e Guo, 2004) e purinérgico (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004;
Savio et al., 2012).

Os neurbnios dopaminérgicos sao detectados no peixe-zebra entre 18 e 19
horas pés-fertilizacdo em células do diencéfalo ventral. Esses neurbnios caracterizam
o sistema dopaminérgico ascendente para o estriado, comparado com a via
nigroestratiatal em humanos (Holzschuh et al., 2001). Os receptores D1, D2, D3 e D4
também foram identificados e encontram-se expressos neste animal (Boehmler et al.,
2004).

As enzimas TH e MAO e os DATSs ja foram descritos e identificados no
peixe-zebra, apresentando similaridade com os humanos. Quanto as duas enzimas,
dois genes que codificam TH foram identificados no peixe-zebra provavelmente
originados como resultado da duplicacdo do genoma, mostrando uma expressao
complementar (Chen et al., 2009). Apesar de ambas possuirem similaridade entre si,
a TH1 de peixe-zebra é significativamente mais semelhante da TH em humanos
(Filippi et al., 2010). Ja com a MAO, um estudo relatou propriedades clonais, de

distribuicao e funcionais da enzima no peixe-zebra e foi descoberta apenas uma forma
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de MAO que é funcionalmente semelhante a ambas as isoformas de mamiferos, MAO-
A e MAO-B. Além disso, identidades nucleotidicas razoavelmente altas (68,8%) foram
observadas com a MAO-B bovina e humana (Anichtchik et al., 2006). Quanto aos
DATSs, suas sequéncias de aminoacidos em peixe-zebra foram comparadas com a dos
DATs em humanos (hum-DAT) e encontrou uma alta homologia aos dos humanos,
possuindo 76% de identidade dos aminoacidos e 9% de similaridade (Holzschuh et
al., 2001).

Em relacdo a exposicdo de alcool em peixe-zebra, alteracdes
neuroquimicas nos niveis cerebrais de dopamina, serotonina, regulagéo dos niveis de
AMPCc e da via de sinalizacao das cinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) séo
descritas (Chatterjee e Gerlai, 2009; Peng et al., 2009). Estudos em peixe-zebra
submetido a exposicédo aguda e cronica ao alcool tem mostrado aumento dos niveis
de dopamina no cérebro inteiro (Chatterjee e Gerlai, 2009; Gerlai et al., 2009; Nowicki
et al., 2015; Tran et al., 2016b; Tran et al., 2017). A exposi¢cdo aguda e cronica do
alcool em peixe-zebra em diferentes tempos promove respostas comportamentais do
tipo ansiedade, depressorora/sedativa e de preferéncia condicionada ao etanol
(Mathur e Guo, 2011; Mathur et al., 2011). O etanol misturado ao ambiente do aquério
€ absorvido pelas branquias e pele do peixe-zebra € rapidamente distribuido para
todos os tecidos (Gerlai et al., 2000; Chatterjee e Gerlai, 2009). ApGs 15 minutos de
exposicao ao alcool em uma concentracdo de 0,50% (v/v) foi alcangcado um equilibrio
entre o nivel de etanol no aquario e no cérebro do peixe-zebra o qual foi mantido por
24 horas (Dlugos e Rabin, 2003).

Embora doses estimulantes de alcool aumentem os niveis completos de
dopamina ja tenham sido descritos, o sistema dopaminérgico frente ao modelo de
exposicao intermitente (binge) permanece desconhecido no peixe-zebra. Atualmente,
apenas um estudo (Holcombe et al., 2013) na literatura avaliou o binge alcodlico em
peixe-zebra adulto, no qual, apenas alteracdes comportamentais foram descritas.
Devido a inexisténcia de parametros dopaminérgicos ndo explorados no estudo, esta
dissertacdo buscou avalia-los em peixes-zebra submetidos ao binge para melhor

compreender os efeitos do alcool neste padréo de consumo.
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1.6 JUSTIFICATIVA

O consumo abusivo do &lcool é considerado um grave problema de saude
publica e esta associado com sérias consequéncias psicolégicas, médicas,
profissionais e sociais resultando num alto custo evitavel. Embora o padrdo de
consumo em binge venha crescendo exponencialmente ao longo dos anos, devido
aos habitos contemporaneos por grande parte da populacdo, os mecanismos da
sinalizacado dopaminérgica ainda nao estao completamente estabelecidos. Estudos de
imagem em humanos como o PET tém avancado nas pesquisas, porém devido as
suas limitagbes nao fornece dados suficientes para compreender os mecanismos
neuropatolégicos envolvidos.

Considerando que o0 peixe-zebra possui receptores, enzimas e
transportadores do sistema dopaminérgico previamente descritos, este animal se
torna um importante e consolidado modelo experimental para mimetizar o padréo de
binge. Com isso, torna-se importante a investigacdo da sinalizacdo dopaminérgica
tanto em estudos pré-clinicos como através de uma revisao sistematica da literatura
em alcoolistas na tentativa de melhor compreender os mecanismos envolvidos na

exposicao ao etanol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o sistema dopaminérgico em peixe-zebra submetidos ao modelo de

binge alcodlico e em humanos alcoolistas a partir de uma revisdo sistemética.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as possiveis alteracdes promovidas pela exposicdo excessiva ao
etanol sobre a atividade da enzima MAO em cérebro de peixes-zebra adultos
submetidos ao modelo de binge alcodlico;

e Determinar os niveis de dopamina em cérebro de peixes-zebra adultos
submetidos ao modelo de binge alcodlico;

e Padronizar a funcionalidade dos DATs através de diferentes condi¢des de
ensaio da captacédo de dopamina em tecido cerebral de peixe-zebra;

e Avaliar a atividade dos DATs em cérebro de peixes-zebra adultos submetidos
ao modelo de binge alcodlico;

e Avaliar alteracdes funcionais de dopamina no abuso de &lcool nas diferentes
faixas etarias, sexo, tempo de consumo e abstinéncia através de uma revisédo

sistematica em humanos alcoolistas submetidos ao exame de PET.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REVISAO SISTEMATICA

3.1.1 Local do Estudo

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade do Extremo Sul Catarinense
no Laboratério de Biomedicina Translacional do Programa de Poés-graduacdo em

Ciéncias da Saude.

3.1.2 Critérios para Selecdo dos Estudos

3.1.2.1 Critérios de Inclusao dos Estudos

Foram incluidos estudos observacionais do tipo caso-controle, realizados
com humanos em situacao de abuso de alcool submetidos ao exame de imagem PET
para analise de dopamina, independente da dose, idade, sexo e tempo de consumo e

abstinéncia comparados a um grupo controle.

3.1.2.2 Critérios de Exclusédo dos Estudos

Foram excluidos estudos realizados com individuos com patologias ou uso
de medicamentos capazes de alterar o funcionamento do sistema dopaminérgico e

estudos pré-clinicos.

3.1.3 Desfechos Mensurados

a) Desfechos primarios:

Alteracdes funcionais de dopamina no abuso do alcool.

b) Desfechos secundarios:
Alteracdes funcionais de dopamina por faixa etéria, sexo, tempo de consumo e

abstinéncia.
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3.1.4 Métodos de Busca para ldentificagcdo dos Estudos

Inicialmente foi realizado registro da pesquisa no PROSPERO
(International Prospective Register of Systemic Reviews,
http://www.crd.york.ac.uk/prospero) sob o codigo CRD42018108327. Por se tratar de
uma revisdo sistematica é dispensada a avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP).

A pesquisa foi realizada fazendo-se uma busca exaustiva das bases de
dados Medical Literature Analysisand Retrieval System Online (Medline) via Pubmed,
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Excerpta
Medical Database (Embase), Cochrane Library e Insight por publicacdes relevantes
até marco de 2018. Os bancos de dados foram pesquisados utilizando os seguintes
termos: "dopamine", “ethanol”, “alcohol’, “binge drinking”, "positron-emission
tomography”. A pesquisa foi limitada para humanos, mas ndao houve restricdo de

idioma.

3.1.4.1 Estratégia de Busca nho MEDLINE (PubMed)

. dopamine [MeSH Terms]

. dopamine [All Fields]

. #1 OR #2

. ethanol [MeSH Terms]

. ethanol [All Fields]

. alcohol [All Fields]

. alcohols[MeSH Terms]

. alcohols [All Fields]

. binge drinking

. #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9
. positron-emission tomography [MeSH Terms]
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. positron-emission [All Fields]
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. tomography [All Fields]
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. emission [All Fields]
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. #3 AND #10 AND #15
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3.1.4.2. Estratégia de Busca no EMBASE

. dopamine [ti.ab]
. dopamine [ti.ab]
.#1 OR #2

. ethanol [ti.ab]

. ethanol [ti.ab]

. alcohol [ti.ab]

. alcohols [ti.ab]

. alcohols [ti.ab]

© 00 N O O A W N P

. binge drinking [ti.ab]
. #4 OR #5 OR #6 OR #7 OR #8 OR #9

. positron-emission tomography [ti.ab]

e
N B O

. positron-emission [ti.ab]

[ERN
w

. tomography [ti.ab]

=
~

. emission [ti.ab]
.#11 OR #12 OR #13 OR #14
16. #3 AND #10 AND #15

[ERN
o

3.1.4.3 Estratégia de Busca na Cochrane Library e LILACS
Dopamine AND ethanol OR alcohol AND positron-emission tomography
3.1.4.4 Estratégia de Busca na INSIGHT

Dopamine AND ethanol OR alcohol AND tomography

3.1.5 Selecao dos Estudos

Apés a realizacdo das estratégias de busca os estudos foram exportados
para o software Endnote com vistas a identificar os estudos duplicados e a seguir para
a plataforma Covidence (www.covidence.com) para a leitura de titulos e resumos.
Dois revisores, Maria Cecilia Manenti Alexandre (MCMA) e Tamy Colonetti (TC)
analisaram de forma independente os titulos e os resumos dos estudos adquiridos

pelas estratégias de busca. Os artigos potenciais para inclusao foram separados para
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leitura na integra. As discordancias foram resolvidas por um terceiro revisor, Maria

Inés da Rosa (MIR), tanto para artigos em inglés como em outro idioma.

3.1.6 Extrag&o de Dados

Os estudos que preencheram os critérios de inclusado tiveram seus dados
extraidos por dois revisores, MCMA e TC. Qualquer discordancia foi resolvida por um
terceiro revisor (MIR), tanto para artigos em inglés como em outro idioma. A extracado
de dados foi realizada por meio do formulario de coleta contemplando as seguintes
informacdes: pais onde o estudo foi realizado, quantidade de participantes na
populacdo exposta e controle, sexo, tempo de consumo e de abstinéncia, método

utilizado e resultados.

3.1.7 Anéalise dos Dados

Como os estudos eleitos para a revisdo nao trouxeram seus dados de
forma quantitativa ndo houve a possibilidade de realizacdo da metandlise nesta
pesquisa. Os dados qualitativos em relacdo as populacdes de pacientes, idade, sexo,
tempo de consumo, abstinéncia e média de consumo de alcool foram relatados

descritivamente nos resultados.

3.1.8 Avaliagdo da Qualidade e Risco de Viés

Para avaliacao do risco de viés dois revisores MCMA e MIR avaliaram de
forma independente cada estudo selecionado usando a Escala de Avaliacdo de
Qualidade Newcastle-Ottawa (NOS). A NOS avalia estudos observacionais com base
em oito itens categorizados nos trés seguintes grupos: (1) selecéo dos participantes
do estudo, (2) comparabilidade da populacdo e (3) verificar se a exposi¢cdo ou 0
resultado incluem qualquer risco de viés (ou seja, viés de selecdo ou viés de perda
para acompanhamento). O NOS é marcado variando de 0 a 9, e estudos com

pontuagdes =7 sdo considerados de alta qualidade.
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3.2 ESTUDO PRE-CLINICO

3.2.1 Animais

Foram utilizados 226 peixes-zebra (Danio rerio) adultos com
aproximadamente quatro meses de idade de ambos os sexos da linhagem
heterogénea do fendétipo short-fin. Os animais foram obtidos através do biotério do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e
mantidos no Laboratorio de Neurologia Experimental, da Universidade do Extremo Sul
Catarinense.

Os animais foram mantidos em aquérios de 20 litros com agua declorada,
salinizada e continuamente aerada, com o numero de 30 animais por aquario. A
temperatura da agua foi regulada em 28,5 + 1° C e os peixes foram mantidos em ciclo
de claro-escuro de 14h/10h controlado por fotoperiodo (luzes acesas as 7h; luzes
apagadas as 21h), sendo que as condi¢Bes fisico-quimicas da &gua foram
frequentemente analisadas. Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com
artémias. Todos os procedimentos com a utilizacdo de animais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul
Catarinense sob o protocolo 010/2017-2 (ANEXO B).

3.2.2 Grupos

Os grupos foram formados a partir de uma sele¢éo aleatdria dos animais.
Neste trabalho utilizou-se trés grupos expostos ao etanol, sendo que a diferenca entre
eles foi o tempo de intervalo entra a ultima exposicdo ao etanol e 0s ensaios
realizados. Os grupos expostos etanol foram chamados de grupo weekly-binge, sendo
eles: grupo weekly-binge imediato (WB-I), grupo weekly-binge dois dias (WB-2) e
grupo weekly-binge nove dias (WB-9).

Determina-se como grupo controle, para todos 0s ensaios, 0s animais que
nao foram expostos ao etanol em momento algum. Caracteriza-se o grupo WB-I os
animais que foram testados imediatamente ap0s a ultima exposicéo ao alcool, grupo
WB-2 os animais que foram testados dois dias (48h) ap0s a ultima exposi¢ao ao alcool
e por fim o grupo WB-9 os animais que foram testados 9 dias apés a ultima exposicao
ao etanol. Para as andlises neuroquimicas (niveis de neurotransmissor e atividade

enzimatica) foi utilizado o nimero de 30 animais por cada grupo, formando um N de
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seis amostras composta por um pool de cinco cérebros totais. Para a captacao de

dopamina foi utilizado um animal por n amostral (n=6).

3.2.3 Modelo de Binge Alcodlico

Foi utilizado o protocolo de exposicdo excessiva e intermitente ao etanol
modificado de Holcombe e colaboradores (2013). Nesse modelo, os animais foram
expostos ao etanol (1,4% v/v) por 30 minutos, uma vez por semana por trés semanas
consecutivas. No periodo entre as exposi¢cdes ao etanol os animais permanecem no
aguario habitat, sendo transferidos para o aquario experimento nos dias 1, 7 e 14.
Apds 0s experimentos, 0os animais foram anestesiados em solucdo de tricaina
(160pg/mL) e posteriormente eutanasiados por decapitacdo para a obtencdo dos
cérebros para 0s ensaios neuroquimicos. Os animais do grupo WB-I foram
eutanasiados imediatamente apos o término da ultima exposi¢cado ao alcool, o grupo
WB-2 apos 48 horas e WB-9 nove dias apds a ultima exposicéo, conforme a figura 4.
Os animais do grupo controle foram manipulados igualmente aos grupos WB-I, WB-2
e WB-9 expostos em aquarios com as mesmas dimensdes. Porém, nos periodos de
1, 7 e 14 dias permanecem por 30 minutos em aquarios de mesma dimensao e sem

a presenca de etanol. Este grupo sofreu eutanasia apos 30 dias.

e DIAS
1 7 14 16 23
we1 | @ o
wez |@ @ @
wes |@ @ @

. Binge alcodlico

x Eutanasia

Figura 4: Protocolo experimental weekly-binge (adaptado) em peixe-zebra adulto (Holcombe et
al., 2013). Os animais foram mantidos em seus aquarios habitat (sem etanol) antes do experimento.
Nos dias 1, 7 e 14 os animais foram transferidos para o aquério teste com etanol (1,4% v/v), onde
permaneceram durante 30 minutos. Apds a exposicao, os animais foram transferidos para um aquério
intermediario com agua, a fim de eliminar o etanol no animal e evitar contaminacéo do aquario habitat.
Os grupos weekly-binge foram determinados conforme o tempo apdés a terceira e Ultima exposi¢céo ao
etanol, sendo eles: grupo WB-I, o qual foi testado imediatamente apos a terceira exposi¢éo; grupo WB-
2, testado 48h apos a ultima exposi¢do e grupo WB-9 testado apds 9 dias da ultima exposigdo ao
etanol. Fonte: Da autora, 2018.
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3.2.4 Captacao de Dopamina

A metodologia empregada para a captacdo de dopamina foi de acordo
com estudos prévios do grupo (Rico et al., 2010). Os animais foram eutanasiados e
0os cérebros dissecados, sendo que o cérebro total foi utilizado nos ensaios. As
amostras foram pré-incubadas em solucdo salina balanceada de Hank’s (HBSS)
contendo (em mM): 137 NaCl; 0.63 NazHPO4; 4.17 NaHCO3; 5.36 KCI; 0.44 KH2POg;
1.26 CaClz; 0.41 MgSOs4; 0.49 MgCl2 e 1.11 glicose, pH 7.2. Cada amostra foi
transferida para um poco da placa de 24 pogos contendo 300 pL de HBSS a
temperatura ambiente onde permaneceram por 15 minutos. Posteriormente, foi
retirado o meio e acrescentado 260 pL de HBSS em cada poco. O ensaio de captacao
foi realizado adicionando 20uL de uma solugcao contendo 0,035 Ci/ml, correspondente
a 10nM de [*H] Dopamina + 20 pL de uma solucédo contendo 0,75 nM de dopamina
ndo marcada. As incubac¢des foram interrompidas ap6s 7 minutos pela lavagem da
dopamina remanescente no meio de incubacao seguida por duas lavagens com 1 mL
de HBSS gelado. As estruturas cerebrais foram imediatamente transferidas para 0.5N
NaOH e incubadas por 12 horas, resultando em um uma solugédo homogénea. O teor
de proteina foi quantificado utilizando aliquotas com 10 pL do homogeneizado
seguindo o método descrito por Peterson (1977). O conteldo intracelular de [3H]

Dopamina foi determinado por cintilacéo e a captacdo especifica foi calculada.

3.2.5. Parametros Dopaminérgicos

A atividade da MAO foi realizada por método de fluorescéncia, utilizando
guinuramina como substrato. Os cérebros foram dissecados e foi utilizado um pool
de 2 cérebros, os quais foram homogeneizados e incubados no meio de ensaio a 37°C
por 20 minutos em uma placa preta de 96 pocos. Cada poco continha 140 L de
tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7.4, isoténico com KCI), 8 uL de uma solucao-
estoque aquosa de quinuramina, correspondente a 0,75 M e 2 yL da solucdo da
amostra. A incubagéo foi interrompida pela adicdo de 75 pL de solugdo de hidroxido
de sodio (NaOH) 2 M. A determinacao do produto fluorescente formado na reacdo da
MAO foi determinada nos comprimentos de onda de 315 nm (excitacdo) e 380 nm
(emissao). A cinética de inibicdo foi avaliada para as 4 concentracdes de substrato (5-



39

100 yM) em presencga e auséncia de inibidores (Haraguchi et al., 2004; Van Diermen
et al., 2009).

3.2.6 Condi¢cdes Cromatograficas para Dosagem de Monoaminas

Para o preparo da amostra, 0os animais tiveram os cérebros dissecados e
foi utilizado um pool de 3 cérebros. As amostras foram homogeneizadas em
eppendorfs contendo 300uL de acido perclorico 0.2M e posteriormente foram
centrifugadas a 12000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi mantido
em gelo por 5 minutos e seguiu para a realizacdo da técnica de CLAE. O método
cromatografico proposto foi o De Benedetto et al. (2014) com adaptacbes. A
separacao cromatografica foi realizada com Coluna de fase reversa, Ascentis® C18
(250 mm x 2.1 mm 5 pm; Supelco®, USA) e sistema cromatografico composto por
uma bomba de distribuicdo da fase mével LC-20AT acoplada a um autosampler SIL-
20AHT e um detector de fluorescéncia RF-20A; Shimadzu (Kyoto, Japan), o software
para aquisicdo de dados em cromatografia foi o LCSolution. As amostras utilizaram
volume de injecdo de 20 pL, com temperatura de analise de 35 °C. A taxa de
bombeamento da fase mdvel foi de 0,3 mL/min. A deteccéo foi por fluorescéncia,
monitorada nos comprimentos de onda de excitacdo em 279 nm e de emissao 320
nm. O perfil da fase mével foi isocréatico: tampao acetato (pH 3.5, acido acétido 12
mM, 0.26 mM EDTA) e metanol (86:14, v/v). Os picos foram identificados e
guantificados por comparacao do seu tempo de retencdo na solu¢cdo da amostra com

a da solucao padrao por meio de curva de calibracao.

3.2.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como meédia * erro padrdo da média. A
analise estatistica utilizada foi selecionada de acordo com o desenho experimental
empregado e com o tipo de distribuicdo apresentado pelo conjunto dos dados. Os
dados foram distribuidos normalmente (Shapiro-Wilk, p > 0,05) com variancias iguais
entre as amostras (teste de igualdade de variancias, p > 0,05). Para comparacéao de
trés ou mais médias foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido
do teste post-hoc de tukey. As diferencas entre os grupos foram consideradas
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significativas quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o
programa Graphpad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

4 RESULTADOS

4.1 REVISAO SISTEMATICA

Por meio da pesquisa nas bases de dados, utilizando-se as respectivas
estratégias de busca, encontrou-se um total de duzentos e noventa e trés (293)
estudos. ApGs ler titulos e resumos através da plataforma Covidence, duzentos e
oitenta e cinco (285) foram considerados irrelevantes, pois n&o preencheram os
critérios de inclusdo. Para leitura do texto completo, foram analisados cinquenta (50)
estudos. A partir desses estudos, quarenta e um (41) artigos foram excluidos devido
0 desenho do estudo, populacdo e diferentes desfechos. Nove (9) artigos foram

incluidos na sintese qualitativa da revisao sistematica (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma de selecdo dos estudos. Fonte: Da autora, 2018.
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Nove estudos primarios, envolvendo 125 pacientes alcoolistas e 131
pertencentes ao grupo controle preencheram os critérios de inclusdo e foram
analisados. As caracteristicas de todos os estudos incluidos estdo resumidas na
Tabela 1, enquanto a tabela 2 descreve os métodos e resultados dos estudos. Os
estudos incluidos nesta revisdo foram publicados entre 1994 e 2014. Todos 0s
estudos envolveram homens e mulheres com médias de idade que variaram entre
35+6 anos a 45,4+7 anos no grupo controle e 34+ 6 anos a 47,97 anos no grupo

alcool.

4.1.1. Risco de Viés

A quadro 2 demonstra a avaliacdo da qualidade dos estudos incluidos na
revisdo sistemética segundo os critérios da Escala de Avaliacdo de Qualidade
Newcastle-Ottawa (NOS) (ANEXO A) mostrados a seguir:

(1) Questdes de selecdo: Todos os artigos apresentaram boa fonte de selecdo (a
definicdo de caso foi adequada, bem como a representatividade dos casos foram
adequadas; a selecéo dos controles foi realizada na comunidade aleatoriamente e de
acordo com critérios pré-definidos; e os controles ndo apresentavam historico de

doenca).

(2) Questédo de comparabilidade: Todos os artigos utilizaram exames de imagem

(PET) para comparar parametros relacionados a dopamina em alcodlicos.

(3) Questdes de exposicdo: Quanto a determinacdo da exposicéo, 8 dos 9 artigos
realizaram um questionario/entrevista ndo cega para o status de caso-controle,
engquanto apenas um artigo (Hietala; 1994), ndo apresentou a descricdo de como foi
realizada a determinacéo da exposi¢cao. Todos os artigos utilizaram o mesmo método
de averiguacao para casos e controles, além de que todos apresentaram a mesma

taxa de néo resposta para ambos 0s grupos avaliados.

Em relacéo a pontuacgéo, dois estudos obtiveram 7,0 pontos (Hietala et al.,
1994; Erritzoe et al., 2014), quatro estudos tiveram 7,5 pontos (Volkow et al., 1996;
Volkow et al., 2007; Spreckelmeyer et al., 2011; Narendran et al., 2014) e trés estudos
(Heinz et al., 2004; Heinz et al., 2005; Martinez et al., 2005) alcancaram 8,0
pontos.Segundo a pontuacdo do NOS, nossa revisdo sistematica apresentou alta
qualidade (27)



Estudo Pais Idade Sexo N
Controle Alcool Controle Alcool Controle Alcool

Martinez et al., 2005 EUA 35+ 6 anos 34+ 6 anos 12M/3F 13M/2F 15 15
Volkow et al., 1996 EUA 47+16 anos 44410 anos 15M/2F OM/1F 17 10
Hietala et al., 1994 Finlandia  36,3%6,7 anos 36,9+6,4 anos 8M oM 8 9
Heinz et al., 2005 Alemanha 43,2+9,5 anos 42.5+75anos 13M 12M 13 12
Heinz et al., 2004 Alemanha 43,249,5 anos 44 5+6,5 anos 13M 11M 13 11
Spreckelmeyer et al., 2011  Alemanha 45,4+7 anos 47,97 anos 11M 11M 11 11
Erritzoe et al., 2014 Inglaterra  41,5+10,3 anos  42,4+9,4 anos 13M 16M 13 16
Narendran et al., 2014 EUA 28+4 anos 2845 anos 16M/5F 16M/5F 21 21
Volkow et al., 2007 EUA 41+6 anos 41+6 anos 20M 20M 20 20

Tabela 1: Caracteristicas dos estudos incluidos
Abreviaturas: M= Masculino; F= Feminino
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Estudo Tempo de Tempo de Média de consumo Método Achados
consumo abstinéncia
Martinez et al., 2005 18 +7 anos 3 semanas 20+8/dia PET e ['1C] racloprida Reducéo na disponibilidade do
18+7/ano (radioligante do receptor D2) receptor D2 no estriado (limbico,
no baseline e apés associativo e sensd@rio-motor).
anfetamina (0,3 mg / kg, por Diminuig&o da liberacdo de
via intravenosa) dopamina no estriado limbico
Volkow et al., 1996 2417 anos 5 dias - PET e ['IC] racloprida Reducéo na disponibilidade do
(radioligante do receptor D2) receptor D2 no estriado
+ [11C] d-treo metilfenidato
(antagonista dos DATS)
Hietala et al., 1994 6 anos (minimo) 1 semana etanol puro 300g PET e [*'C] racloprida Reducéo na disponibilidade do
abstinéncia (variacéo de 120- (radioligante do receptor D2) receptor D2 no estriado

Heinz et al., 2005

Heinz et al., 2004

Spreckelmeyer et al.,
2011

Erritzoe et al., 2014

26,4+9,5 anos de
abuso de alcool

36 dias (apenas 5
permaneceram)

2-4 semanas
abstinéncia

Entre 8 e 48 dias
(média de 32/36
dias})

4 semanas
abstinéncia

480q) por dia

8,2+2 drinks/dia
casos; 3,63
drinks/dia controles

348+131
unidade/semana
casos; 9,8+7,6
unidade/semana
controle

com dose de 3,0 mCi L.V.

PET e ['8F] desmetoxifaliprida
(radioligante do receptor D2)
+ carbidopa (2,5 mg/kg)
PET e ['8F] desmetoxifaliprida
(radioligante do receptor D2)

PET e [8F] faliprida
(radioligante do receptor
D2/D3) no baseline e 2
semanas apos adm de
Remifentanil (agonista MOR)

PET e [''1C] PHNO
(radioligante do receptor D3),
com um o GSK598809 60 mg

(antagonista seletivo de D3)

Baixos niveis de capacidade de
sintese de dopamina no putamen

Reducéo na disponibilidade do
receptor D2 no estriado ventral
(NAC) e putamen

Reducéo da disponibilidade do
receptor D2/D3 no estriado ventral,
putdmen e amigdala

Reducéo na disponibilidade do
receptor D3 ap0ds a dose de
GSK598809



1146 anos de 14 dias abstinentes

abuso de alcool

Narendran et al., 2014

Volkow et al., 2007 79+38 dias

abstinentes

2348 anos de
abuso de alcool

1345 drinks/dia

16 cervejas por dia
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PET e [*'C]FLB 457
(radioligante do receptor
D2/D3) +
anfetamina

Menor disponibilidade de
receptores D2/D3
Diminui¢8o da transmisséo de
dopamina no cértex.

PET e ['IC] racloprida
(radioligante do receptor D2)
+ [11C] d-treo metilfenidato
(antagonista dos DATS)

Reduc¢é&o na Disponibilidade do
receptor D2/D3 no estriado ventral
Diminuicdo da liberacdo de
dopamina no estriado ventral e
putamen

Tabela 2: Métodos e resultados dos estudos incluidos

Abreviaturas: D2 = Receptores de dopamina tipo 2; D3 = Receptores de dopamina tipo 3; DATs = Transportadores de dopamina; MOR= Acido y-aminobutirico;

PET = Tomografia por emissao de positrons.
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_ Selecéao Comparabilidade Exposicéo
Autor; ano > T3 1 11213
Erritzoe et al., Alalala A (Avgllar 0S rec.eptores D3 cereprals de clala
2014 Dopamina por meio de exames de imagem)
A (Verificar a diminuicéo nos receptores de
Volkow et al., Alalala Dopamina em alcoollcos,. mas nao Qos clala
2007 transportadores de Dopamina por meio de
exames de imagem)
Spreckelmever A (Verificar a disponibilidade de receptores
P y AlA|lAA D2 e D3 em dependentes alcoolicos por C  AA
etal., 2011 . :
meio de exames de imagem)
. A (Verificar a correlagcéo dos receptores de
Heinz et al., : - .
2004 AlAAA Dopamina em alcoolicos por meio de C|AA
exames de imagem)
Heinz et al A (Comparar a capacidade de sintese de
2005 h A| A | A | A | Dopamina no corpo estriado em alcodlicos | C | A| A
por meio de exames de imagem)
Hietala et al. A (Verificar a Ifnglga}o de Dopamlna, go
1994 A|A|A|A]| receptor dopaminérgico D2 em alcodlicos E |A|A
por meio de exames de imagem)
Martinez et al A (Medir os receptores D2 e a transmissao
2005 T IA|AAA de Dopamina em alcodlicos por meio de C|AA
exames de imagem)
A (Verificar a diminuicdo nos Receptores de
Volkow et al., Alalala Dopamlna,. mas nao n(?s_ transportaQores de clala
1996 Dopamina em alcodlicos por meio de
exames de imagem)
Narendran et al A (Verificar se transmisséo de dopamina
2014 TTAATAA cortical pré-frontal esta diminuida em C|AA
alcoolicos por meio de exames de imagem)

Quadro 1. Avaliagao da qualidade dos estudos incluidos.

Fonte: Da autora, 2018.

4.2 ESTUDO PRE-CLINICO EM PEIXE-ZEBRA

Inicialmente, foram avaliados os niveis de dopamina em cérebro de peixes-

zebra expostos intermitentemente ao etanol. Verificou-se um aumento nos niveis de

dopamina nos grupos WB-2 e WB-9 (F 3,16) = 12.63; p=0,0002) em relac&o ao controle.

Ja em relacdo aos niveis de noradrenalina, ndo houve diferenca significativa (F (3,19) =

0.1750; p=0,9120) (Figura 5).




(ng de dopamina/mg de proteina)
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Figura 6: Efeito do modelo de binge alcodlico sobre os niveis de dopamina (A) e noradrenalina
(B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores
estdo expressos em ng de dopamina/mg de proteina. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida de Post-hoc de Tukey)

Considerando que a enzima MAO é responsavel pela degradacdo da
dopamina no seu metabdlito foi avaliada sua atividade. Os resultados mostraram que
a atividade da enzima MAO diminuiu nos grupos WB-2 e WB-9 (F (28 = 6.122;

p=0,0025) em relacao ao controle.

0.0

fluorescéncia (consumo de quinuramina)

N 9 o
Q-é-ap ¥ & R\

'C.P

Figura 7: Efeito do modelo do binge alcodlico sobre a atividade da enzima monoaminaoxidade em cérebro
total de peixe-zebra. Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores estao expressos em
fluorescéncia (consumo de quinuramina). *p<0,05 em comparacado ao grupo controle (ANOVA de uma
via seguida de Post-hoc de Tukey)
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Sabe-se que a transmissdo dopaminérgica é inativada pela sua recaptacéo
através dos DATSs. Inicialmente foi avaliada a funcionalidade dos DATs utilizando
Bupropiona, visto que € um inibidor classico destes transportadores, e foi utilizado
como controle positivo na concentracdo de 100 um. O préximo passo foi investigar a
funcionalidade desses receptores sobre cérebro de peixes-zebra expostos
intermitentemente ao etanol. Foi observado um aumento na fungédo dos DATS nos

grupos WB-I e WB-2 (F (3,21) = 45.42; p<0,0001) em relag&o ao controle.
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Figura 8: Efeito do modelo do binge alcodlico sobre a funcionalidade dos receptores de
dopamina em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média + desvio padrdo. Os
valores estédo expressos em nmol de dopamina [H]3. min-t.mg de proteina! (consumo de quinuramina).
*p<0,05 em comparacéo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de Post-hoc de Tukey)
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5 DISCUSSAO

5.1 REVISAO SISTEMATICA

A avaliacdo da neurotransmissdo dopaminérgica pode ser realizada por
meio de exames de imagem, através de técnicas de scan e rastreamento, como a
PET. Muitos tracadores de PET sdo compostos que se ligam reversivelmente a uma
proteina neuronal, tal como um receptor ou um transportador. O [*'C]racloprida é o
radioligante mais comumente utilizado neste exame para avaliar de alteracbes na
dopamina estriatal endégena devido sua afinidade para os receptores D2/D3, sensivel
a ambos aumento e diminuicdo na concentracdo de dopamina (Thanos et al., 2008;
Yoder et al., 2011; Takano et al., 2016).

A presente revisdo sistematica demonstrou que quatro estudos obtiveram
como resultado a reducéo na disponibilidade apenas no receptor D2 em diferentes
regides cerebrais (Hietala et al., 1994; Volkow et al., 1996; Heinz et al., 2004; Martinez
et al., 2005). Quatro estudos relataram diminuicdo em ambos receptores (Heinz et al.,
2005; Volkow et al., 2007; Spreckelmeyer et al., 2011; Narendran et al., 2014) e em
relacéo ao receptor D3 isoladamente apenas um estudo relatou esse achado (Erritzoe
et al., 2014).

O estudo realizado por Martinez e colaboradores (2005) incluiu 15
individuos controles com idade média de 3516 anos e 15 individuos dependentes de
alcool com 3446 anos, os quais eram consumidores em média de 18+7 anos. Os
pacientes alcoolistas foram submetidos a trés semanas de internacdo, com trés a
cinco dias de desintoxicacdo com clordiazepoéxido. Neste estudo foi utilizado PET e o
radioligante do receptor D2, [*!C]racloprida, a fim de avaliar a disponibilidade do
receptor D2 no baseline e em seguida com uma injecédo via intravenosa de anfetamina
(0,3 mg/kg) para mensurar alteracdes na funcdo pré-sinaptica. Foi observado que a
disponibilidade do receptor D2 esta diminuida nas subdivisdes do estriado (estriado
limbico, associativo e sensdrio-motor) em alcoolistas recentemente desintoxicados em
comparacao com individuos controle.

Esses resultados corroboram com estudos anteriores que sugerem
reducéo de 15% a 20% na disponibilidade do receptor D2 na dependéncia de alcool e
mostram que essa reducdo envolve estruturas cerebrais como o estriado e area

tegmental ventral (ATV) (Hietala et al., 1994; Volkow et al., 1996). Diminuicbes na
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disponibilidade do receptor D2 foram demonstradas em estudos PET de outros
comportamentos de dependéncia quimica, como heroina, dependéncia de cocaina,
abuso de metanfetamina até mesmo obesidade, sugerindo que este achado nao é
especifico para uma Unica substancia de abuso. As vias dopaminérgicas estédo
relacionadas também a sistemas de recompensa, justificando esses mecanismos de
dependéncia (Wang et al., 2001; Baldacara et al., 2011).

Apoés o desafio com anfetamina, os individuos alcoolistas mostraram uma
diminuicdo da liberacdo de dopamina induzida por anfetamina apenas no corpo
estriado limbico. Porém, este resultado é controverso visto que o estudo de Tiihonen
et al (1998) sugere que os alcoolistas deveriam ter uma funcdo aumentada da
dopamina pré-sinaptica em vez de uma diminuicao.

Heinz e colaboradores (2004) também relataram uma diminuicdo na
disponibilidade do receptor D2 no estriado ventral (que inclui o NAc) e putamen. Este
estudo foi realizado com 13 controles, com idade de 43,2+ 9,5 anos e um grupo com
11 participantes alcoolistas, idade de 44,5+6,5 anos, 0s quais se abstiveram de alcool
em um programa de tratamento supervisionado de internacdo por 2 a 4 semanas. A
severidade da compulséo alcodlica foi avaliada com o Alcohol Craving Questionnaire
(ACQ). Foi realizada a PET utilizado [®F] desmetoxifaliprida ([*¥F] DMFP) como
radioligante, o qual se liga com alta afinidade aos receptores D2. O estudo testou a
hipétese de Robinson e Berridge (1993) a qual acredita-se que os alcoolistas exibem
menos receptores D2 no estriado ventral e que o desejo pelo alcool é inversamente
relacionado a disponibilidade de receptores D2. E sugerida a teoria de que a disfuncéo
da dopamina no NAc, area central do sistema de recompensa do cérebro, esta
associada ao desejo por alcool avaliado através do ACQ. Nos alcoolistas, a maior
gravidade do desejo pelo alcool associou-se significativa e exclusivamente a baixa
disponibilidade de receptores D2 no estriado ventral e putamen (Heinz et al., 2004).

Volkow et al. (1996) avaliaram os receptores D2 em 10 alcoolistas (44+10
anos) com um histérico em média de 24+7 anos de abuso de alcool e 17 controles
(47+16 anos) saudaveis pareados usando dois radioligantes diferentes,
[*C]racloprida para avaliar os receptores D2 e [*1C] d-treo metilfenidato para mensurar
os DATSs. Todos os sujeitos foram examinados com [*!C]racloprida e além disso, 5 dos
alcoolistas e 16 dos controles foram submetidos a um segundo exame com [''C] d-
treo metilfenidato dentro de uma semana. As medidas dos receptores D2 com PET

refletem principalmente os receptores pos-sinapticos, jA os DATs expressam o
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elemento pré-sinaptico, isto €, o proprio neurdnio dopaminérgico. A disponibilidade
de receptores de dopamina D2 foi significativamente menor no estriado de alcoolistas
do que em controles e isso foi correlacionado com a idade superior a 40 anos. Em
relacéo a disponibilidade dos DATs ndo houve mudancas significativas.

Diminuicdes nos receptores D2, em principio, resultariam em uma
atenuacao do sinal dopaminérgico. Isso poderia fornecer uma explicacédo para a maior
frequéncia de discinesia em alcoolistas do que em nao-alcoolistas, bem como a maior
sensibilidade a antagonistas dopaminérgicos em alcoolistas. A interpretacdo das
alteracdes em D2 difere em relagcdo aos DATSs porque as diminuigdes nos receptores
D2 resultam principalmente das altera¢des que ocorrem nos neurénios GABAérgicos
do estriado, enquanto os DATSs refletem as células dopaminérgicas. Entédo, a reducdo
dos receptores D2 pode envolver de células GABAérgicas nas anormalidades
dopaminérgicas em alcoolistas (Xiao e Ye, 2008; Spreckelmeyer et al., 2011).

As caracteristicas do receptor de dopamina D2 no estriado de nove
pacientes do sexo masculino (idade de 36,9 + 6,4 anos) com dependéncia ao alcool
abstinentes por uma a 68 semanas e oito voluntarios do sexo masculino saudaveis
(36,9t 6,7 anos) foram estudados in vivo com PET (Hietala et al., 1994).
[*C]racloprida foi utilizado com dose de 3,0 mCi intravenosa para quantificar a
disponibilidade do receptor D2. Os individuos alcoolistas abstinentes possuiam uma
histéria de dependéncia de alcool por pelo menos 6 anos (variacdo de 6-16 anos) com
um consumo médio diario de etanol puro de 300g. A disponibilidade do receptor D2
foi significativamente menor no estriado de alcoolistas do que nos controles e isto é
compativel com uma reduzida acessibilidade da [**C]racloprida para os receptores D2.
Uma explicacdo tedrica para esta baixa relagcdo nos alcoolistas é que ha niveis
aumentados de dopamina estriatal estariam competindo com o radioligante [*'C]
racloprida para se ligar aos receptores D2 (Hietala et al., 1994; Ginovart, 2005; Thanos
et al., 2008). Apesar de nao haver correlacéo estatisticamente significante entre idade
e 0s parametros de ligacdo do receptor D2, foi encontrada uma tendéncia de
diminuicdo da disponibilidade dos receptores D2 com o aumento da idade em
alcoolistas corroborando com o estudo de Volkow et al. (1996). (Hietala et al., 1994).

O alcool, como as outras drogas de abuso, estimula a liberagcdo de
dopamina e induz a uma regulacdo negativa dos receptores dopaminérgicos D2 no
estriado e esses efeitos mostram-se mais proeminente apds a desintoxicacdo e

demonstram uma recuperacgao durante o periodo de abstinéncia (Volkow et al., 1996).
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Sugere-se que um mecanismo potencial pelo qual niveis persistentemente baixos de
receptores D2 no corpo estriado ventral podem contribuir para o uso excessivo de
alcool e motivacao para recaida (Haber et al., 2000; Fiorillo et al., 2003; Yoder et al.,
2011).

Para explorar ainda mais a interacdo entre a producdo pré-sinaptica de
dopamina estriatal e a disponibilidade do receptor dopaminérgico D2/D3 em pacientes
alcoolistas desintoxicados, Heinz et al. (2005) mensuraram a captacdo de substrato
DOPA descarboxilase, um indice de capacidade de sintese de dopamina, nos
mesmos pacientes alcoolistas e individuos controles, que também foram submetidos
a avaliacdo dos receptores dopaminérgicos D2/D3 com [*®F] desmetoxifalida ([*3F]
DOPA) (Heinz et al., 2004). A gravidade do desejo de alcool foi medida pelo ACQ na
manha antes dos individuos serem submetidos a imagem cerebral. O exame PET foi
utilizado para mapear a [*®F] DOPA a fim de revelar a capacidade de sintese de
dopamina no cérebro in vivo calculando a depuracédo liquida sangue-cérebro. Todos
os individuos receberam carbidopa (2,5 mg/kg) por via oral 60 minutos antes da
pesquisa para bloquear a atividade da DOPA descarboxilase extracerebral. Cinco
pacientes alcoolistas permaneceram abstinentes e sete recairam durante o periodo
de acompanhamento de seis meses (Heinz et al., 2005)

A magnitude da depuracdo liquida sangue-cérebro em pacientes
alcoolistas relacionou baixos niveis de capacidade de sintese de dopamina no
putamen com altos niveis de desejo por alcool, associado ao risco de recaida (Heinz
et al., 2005). Como relatado anteriormente por Heinz et al. (2004), a disponibilidade
de receptores dopaminérgicos D2/3 foi significativamente menor nos pacientes
alcoolistas do que nos individuos saudaveis.

Acredita-se que o uso cronico de drogas resulte em mudancas adaptativas
em regides (circuitos) moduladas por dopamina que fundamentam a neurobiologia da
dependéncia (Nestler, 2004). Entre estes, o coértex pré-frontal é cada vez mais
reconhecido como desempenhando um papel central no vicio. A dopamina cortical
pré-frontal modula as fun¢des executivas, como atencdo, memoria de trabalho e
tomada de decisdo de risco/recompensa - todas as quais sao prejudicadas no
alcoolismo (Bickel et al., 2012). Diante disso, Volkow et al. (2007) testaram a hipotese
de que o cortex pré-frontal regula o valor das recompensas modulando os aumentos
de dopamina no NAc e que essa regulacéo € interrompida em individuos alcoolistas.

Utilizou-se a PET para avaliar a atividade do cortex pré-frontal (medindo o
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metabolismo da glicose cerebral com [*F] fluorodesoxiglucose) e aumentos de
dopamina (medidos com [*!C] racloprida) induzidos antes e apds a administracéo
intravenosa da droga estimulante metilfenidato (0,5 mg/kg) em 20 controles e 20
alcoolistas desintoxicados, ambos com idade de 41+6 anos.

Em todos os individuos, o metilfenidato aumentou significativamente a
dopamina no estriado. Como o metilfenidato € um bloqueador dos DATS, as altera¢cfes
na dopamina refletem a sua liberacdo. Os aumentos de dopamina foram associados
aos efeitos do metilfenidato e foram profundamente atenuados em alcoolistas,
sugerindo que os alcoolistas tém menor liberacdo de dopamina que os controles. As
diminuigdes foram mais acentuadas no estriado ventral, o que corrobora com achados
anteriores de reducao de dopamina apos anfetamina em alcoolistas (Martinez et al.,
2005). Também foi observada a reducdo da disponibilidade dos receptores D2/D3
receptores no estriado ventral nos alcoolistas.

Isso sugere que, em alcoolistas, a regulacdo da atividade das células
dopaminérgicas por eferentes pré-frontais € interrompida e que sua atividade reduzida
de células dopaminérgicas pode representar perda de regulacao pré-frontal das vias
mesolimbicas. Uma das principais contribuicbes para as células dopaminérgicas na
ATV sao os eferentes glutamatérgicos do cortex pré-frontal e ha evidéncias crescentes
de que eles desempenham um papel importante no vicio (Kalivas e Volkow, 2005;
Homayoun e Moghaddam, 2006; Volkow et al., 2007).

Em seres humanos utilizando o PET, o [''C] racloprida apés um teste de
anfetamina aguda (ou metilfenidato) foi validado como uma medida néo invasiva da
alteracdo na indugdo da concentracdo de dopamina extracelular. Utilizando essa
abordagem, dois estudos relataram diminuicdo da neurotransmissdo de dopamina no
estriado em individuos dependentes de alcool em comparacdo com o0s controles
(Volkow et al.,1996; Martinez et al., 2005). Uma limitacdo desses estudos foi que as
medidas de transmissdo de dopamina estavam restritas ao estriado e suas
subdivisGes. Tais estudos limitaram-se a esta area, porque o [*!C] raclopride n&o
fornece razao “sinal-ruido/resposta” suficiente para quantificar os receptores D2/D3
em areas extrastriatais, como o coOrtex, onde a concentracao de receptores D2/D3 é
menor que no estriado. Assim, nenhum estudo anterior relatou o status in vivo da
dopamina no cértex pré-frontal no alcoolismo.

Com base nisso, Narendran et al. (2014) utilizaram PET e o radioligante de

alta afinidade [11C] FLB 457 para medir a neurotransmissdo de dopamina cortical
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induzida por anfetaminas em um grupo de 21 alcoolistas recentemente abstinentes e
21 controles saudaveis pareados. Os individuos foram submetidos a um PET inicial e
pos-anfetamina [11C] FLB 457 na mesma sessdo experimental. No baseline, os
individuos receberam uma injecdo intravenosa in bolus de [11C] FLB 457 restrita a
0,6ug. A varredura pos-anfetamina [11C] FLB 457 foi realizada 3 horas apds a
administracdo de 0,5 mg/kg™ de anfetamina oral. Foi encontrado um menor
deslocamento de [*'!C] FLB 457 no cortex apds administracdo de anfetamina em
alcoolistas recentemente abstinentes em comparagdo com controles saudaveis, ou
seja, uma menor disponibilidade de receptores D2/D3 em alcoolistas abstinentes. Em
um estudo anterior utilizando PET e microdialise, foi demonstrado que o deslocamento
de 1% de [*1C] FLB 457 no cértex corresponde a um aumento de 57% na concentragdo
de dopamina extracelular (Koob, 2013; Narendran et al., 2013). Isto sugere que a
dopamina cortical em controles saudaveis e individuos dependentes de &lcool
aumenta em 513-798% e 0-228%, respectivamente, apdés a mesma dose de
anfetamina. Este resultado, pela primeira vez, demonstrou que ha diminuicdo da
transmissao de dopamina no cortex no alcoolismo.

A reducao da transmissao de dopamina nas regiées mesolimbicas, como o
estriado ventral e o lobo temporal, contribui para a anedonia, a auséncia de motivacao
e a diminuicdo da sensibilidade a recompensa na dependéncia de alcool. O fato de
gue ha também menos dopamina no cértex pré-frontal, o qual governa as funcdes
executivas, pode prejudicar a capacidade do adicto em aprender e utilizar estratégias
informacionais/comportamentais criticas para a prevencéao da recaida. Isso é apoiado
pela literatura que vincula a dopamina cortical pré-frontal a funcdes que estédo
comprometidas em transtornos aditivos (Floresco et al., 2006; Bickel et al., 2012).

Evidéncias apontam que os efeitos reforcadores do alcool podem ser
mediados pela interacdo entre os sistemas opidide e dopaminérgico do cérebro.
Especificamente, a liberagdo de B-endorfinas induzida pelo alcool, estimula os
receptores p-opidides (MORS), que, acredita-se, causar liberacdo de dopamina no
sistema de recompensa do cérebro (Hagelberg et al., 2002; Daglish et al., 2008).
Spreckelmeyer et al. (2011) realizaram um estudo administrando uma dose Unica do
remifentanil (0,3g/kg) que é um agonista MOR, em 11 pacientes dependentes de
alcool (47,9+ 7 anos) desintoxicados por oito semanas em média e em 11 controles
saudaveis (45,417 anos) para mimetizar as propriedades de liberacédo de endorfinas

do etanol e para avaliar os efeitos da estimulacdo direta da MOR na liberacdo de
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dopamina. A disponibilidade de receptores D2/D3 foi avaliada no baseline e duas
semanas apos a administracédo da dose Unica de remifentanil nos dois grupos através
de tomografia por emissédo de poésitrons com o radioligante [*8F] faliprida. A gravidade
da dependéncia de alcool foi avaliada com o Alcohol Use Disorders Identification Test
(AUDIT). Obteve-se a reducdo da disponibilidade dos receptores dopaminérgicos
D2/D3 apods a administragdo do remifentanil em comparacéo com os valores basais
no estriado ventral (9,5%), no putamen (8,3%) e na amigdala (12,5%). No grupo dos
alcoolistas, a diminuicéo relativa na disponibilidade do receptor D2/D3 foi associada
a gravidade do consumo.

Este achado indica que a sensibilidade da via da dopamina e opioide a
estimulacdo MOR nao é igualmente pronunciada entre individuos dependentes de
alcool. Pelo contréario, parece haver uma associacao entre a resposta de dopamina
mediada por MOR e a gravidade do abuso de alcool. Isto é baseado em relatos que
0 bloqueio MOR com o antagonista naltrexona, usado com sucesso como tratamento
para reduzir as taxas de craving e recaida em dependentes de alcool e opiaceos, é
desigualmente eficaz e difere na gravidade dos efeitos colaterais em diferentes
individuos. No presente estudo, ndo foi avaliada a disponibilidade de MOR
diretamente. Pode-se sugerir que a estimulagéo direta de MORs aumenta a liberacéo
de dopamina no sistema de recompensa cerebral, fornecendo evidéncias importantes
para o controle mediado pela MOR na via da dopamina mesolimbica (Hagelberg et
al., 2002; Barr et al., 2007).

Evidéncias de estudos com animais sustentam evidéncias do papel do
receptor D3 no reforco ou na preferéncia pelo alcool, sugerindo que o antagonismo
seletivo de D3 reduz a preferéncia e o consumo de etanol em ratos (Thanos et al.,
2005) e reduz o numero de quantidade de alcool consumido em roedores (Andreoli et
al., 2003). Apenas um estudo (Erritzoe et al., 2014) relatou o envolvimento do receptor
D3 isolamente. A disponibilidade de D3 cerebral foi comparada entre 16 pacientes
dependentes de alcool (42,4+ 9,4 anos) abstinentes por quatro semanas e 13 homens
controles (41,5 +10,3 anos) pareados por idade utilizando PET e o radioligante
agonista de D3, [11C] PHNO antes e apds o antagonista seletivo de D3, 0 GSK598809
(60 mg) via oral. A ligacdo basal de [*1C] PHNO foi maior em pacientes dependentes
de alcool no hipotalamo (regido na qual o [**C] PHNO reflete quase inteiramente a
disponibilidade de D3) e apos a dose de GSK598809 houve uma diminui¢éo na ligacao

do receptor.
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Uma revisao de literatura de Martinez et al. (2007) avaliou os radioligantes
antagonistas de D2/D3 [*'C] racloprida, ([*8F] DOPA), [*2%I] IBZM e [*?3I] epideprida no
alcoolismo e relataram consistentemente menor (7—22%) disponibilidade de D2/D3 no
estriado dos pacientes em comparacdo com os controles. Erritzoe et al. (2014) ndo
encontraram nenhuma diferenca na ligacdo de ['!C] PHNO no estriado entre
alcoolistas abstinente e controles com ou sem bloqueio de D3. A hip6tese de um
aumento global no D3 na dependéncia alcodlica abstinente ndo foi confirmada,
embora a ligacdo aumentada de D3 tenha sido detectada no hipotalamo, uma regiao
envolvida no controle da neurotransmissao de opidides, o qual € um modulador chave
da via mesolimbica dopaminérgica (Rominger et al., 2012).

Devido as limitacdes éticas e metodoldégicas do exame PET, as alterac6es
do sistema dopaminérgico frente ao alcoolismo ainda carecem de informacdes, ja que
nao € possivel obter todos os parametros necessarios para intervengdes terapéuticas.
Através da técnica, a neurotransmissdo dopaminérgica e suas alteracdes sao
observadas; porém, o exame s6 € capaz de inferir niveis de dopamina enddgenas a
partir da ligacdo de um radioligante aos receptores D2/D3. Diante desse contexto, 0s
artigos da revisdo sisteméatica englobaram diferentes subtipos de pacientes alcoolistas
(abstinentes, desintoxicados, crénicos), constituindo uma populacdo heterogénea.
Para complementar este trabalho, a segunda estratégia foi realizar um estudo pré-
clinico em um modelo animal de peixe-zebra, a fim de avaliar diretamente mecanismos
dopaminérgicos induzidos pelo binge, um padréo de consumo de alcool relevante na

atualidade.

5.2 ESTUDO PRE-CLINICO EM PEIXE-ZEBRA

Neste estudo avaliou-se o sistema dopaminérgico e como este é
susceptivel aos efeitos do binge alcodlico no modelo experimental de peixe-zebra,
além de parametros avaliados acima numa revisdo sistematica.

O consumo de bebidas alcodlicas € um habito comum, porém o seu abuso
pode resultar em um numero de problemas que incluem disturbios de memodria,
doenca hepéatica, pressdo arterial alta, fraqgueza muscular, problemas cardiacos,
disturbios do sistema digestivo e problemas pancreaticos. No entanto, a atencao
recente da midia tem sido direcionada ao binge alcodlico na geragédo mais jovem, 15-

21 anos, onde as alteracbes neuroquimicas precoces associadas ao dano cerebral
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séo evidentes, particularmente na regido corticolimbica e ocorrem apds um periodo
relativamente curto de tal abuso de alcool (Ward et al., 2009; Wen et al., 2012). Isto
conduz a diferencas no humor e desempenho cognitivo, alteracbes na memoria, um
risco aumentado de deméncia bem como a susceptibilidade para o desenvolvimento
de alcoolismo cronico (Hoeppner et al., 2012; Holcombe et al., 2013).

As mudancas neuroquimicas subjacentes no binge podem ser mediadas
por um desequilibrio entre os aminoacidos inibitérios e excitatorios e/ou alteracdes na
liberacdo de monoaminas, o que poderia levar ao comportamento excessivo de beber.
O sistema mesolimbico dopaminérgico desempenha um papel significativo nos
mecanismos motivacionais e de reforco relacionados ao comportamento. O alcool
aumenta a transmissao dopaminérgica, aumentando a taxa de disparo dos neurdnios
dopaminérgicos levando a liberacdo de dopamina. Além da via mesolimbica, outras
areas também sdo susceptiveis ao binge alcodlico, dentre elas regides piramidais do
cortex pré-frontal que prejudicam a extincdo das respostas associadas ao medo
através de alteracdes morfologicas prejudicando a plasticidade sinaptica pré-frontal
(Holmes et al., 2012; Ji et al., 2017).

O consumo em binge foi estudado em roedores (Collins e Neafsey, 2012;
George et al., 2012; Kroener et al., 2012; Maynard e Leasure, 2013; Duncan et al.,
2016; Ji et al., 2017), humanos (Beets et al., 2009; Hoeppner et al., 2012) e em peixe-
zebra (Holcombe et al., 2013) porém nenhum avaliou o sistema dopaminérgico frente
a este padrdao de consumo. No estudo de Holcombe et al. (2013) foi desenvolvido o
protocolo de exposicao intermitente ao etanol (binge drinking) em peixe-zebra, porém
0S autores avaliaram apenas parametros comportamentais. Considerando a
importancia do sistema dopaminérgico no consumo do alcool em binge, este trabalho
mostrou pela primeira vez alteracdes dopaminérgicas em um modelo experimental de
peixe-zebra que mimetiza tal consumo. Para tanto foi avaliado os niveis de dopamina
totais, a enzima responsavel pela sua degradacdo, a MAO e os DATSs.

No presente estudo, foram avaliados os niveis de dopamina e
noradrenalina totais em cérebro de peixes-zebra expostos intermitentemente ao
etanol. Foi encontrado um aumento dos niveis de dopamina nos grupos WB-2
(analisado dois dias ap6és a ultima exposicado) e WB-9 (analisado nove dias apds) em
relacéo ao grupo controle, ja em relacdo aos niveis noradrenalina ndo houve diferenca

significativa. Estes achados evidenciam que héa alteracdes nos niveis de dopamina
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durante o periodo de retirada do alcool e é um fator importante a ser estudado neste
modelo de exposicao.

Resultados encontrados na literatura tém demonstrado aumento nos niveis
de dopamina no cérebro de peixes-zebra expostos ao etanol na concentracdo aguda
de 1,00% durante 60 minutos (Chatterjee e Gerlai, 2009; Gerlai et al., 2009; Chatterjee
et al., 2014; Tran et al., 2016). Dois desses estudos (Chatterjee et al., 2014; Gerlai et
al., 2009) avaliaram concomitante o consumo cronico em peixes-zebras pré-tratados
com alcool (0,00% ou 0,50%) seguidos por diferentes concentracdes agudas 0,00%,
0,50% ou 1,00%. Os peixes pré-tratados com dgua doce e expostos ao alcool a 0,50%
apresentaram maiores niveis de dopamina quando comparados aqueles que foram
pré-expostos ao alcool crénico e submetidos a mesma concentracao de alcool (0,50%)
agudamente. A adaptacdo ao alcool devido ao pré-tratamento crénico também é
demonstrada pelo efeito atenuado da concentracdo aguda mais alta (1,0%) de &lcool
Nno neurotransmissor.

Visto que neste estudo foram avaliados parametros dopaminérgicos, estes
podem ser relacionados com outros modelos experimentais, como o de roedores. Foi
observado que a administracdo crénica de alcool em ratos prejudica a sintese de
dopamina, reduz as concentracdes de dopamina extracelular e reduz a sensibilidade
dos receptores de dopamina, resultando em uma neuroadaptacéo (Diana et al. 1996;
Rossetti et al. 1992). Com o consumo crbénico de alcool, as neuroadaptacdes
desenvolvem-se para se opor aos efeitos agudos do alcool e restabelecer a fungéo
celular neuronal normal. Essas neuroadaptacdes levam a tolerancia ao alcool, ou seja,
uma sensibilidade diminuida aos efeitos do alcool e dependéncia fisica evidenciada
pela sindrome de abstinéncia aguda apds a cessac¢ao do consumo de alcool (Tambour
e Quertemont, 2007).

Hirth et al. (2016) realizou um estudo analisando o sistema dopaminérgico
em ratos expostos cronicamente ao alcool e revelou um estado hiperdopaminérgico
na abstinéncia a longo prazo. Os ratos foram expostos intermitentemente ao vapor de
etanol durante 7 semanas e foram mortos imediatamente ap6s o ultimo ciclo de
exposicao (no dia 0) ou apods 1, 3, 7 ou 21 dias de privacdo. Esta analise revelou um
aumento na liberacdo de dopamina no dia 0, seguido por uma diminuicéo de 30% das
concentracdes basais nos primeiros 6 dias de retirada (estado hipodopaminérgico).
Entretanto, nos dias 7 a 21 observou-se novamente um aumento de dopamina,

gerando um estado hiperdopaminérgico. Este estudo sugere que mudancas
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dindmicas nos niveis de dopamina ocorrem durante a privacao e/ou retirada com um
estado hipodopaminérgico durante a abstinéncia aguda, seguido de um estado
hiperdopaminérgico posteriormente.

Em relacdo a enzima MAO, encontrou-se uma reducdo da sua atividade
nos grupos WB-2 e WB-9 em relacdo ao grupo controle. Na literatura, ndo ha estudos
avaliando a atividade desta enzima frente ao binge alcodlico em peixe-zebra. Sugere-
se que este achado complementa o resultado dos niveis de dopamina descritos neste
estudo, ja que os niveis de dopamina estdo elevados nos grupos WB-2 e WB-9 e a
MAO encontra-se diminuida nestas condi¢des, pois esta enzima € responsavel pela
degradagcdo da dopamina. Supbe-se uma relacdo de causalidade que devido a
atividade da MAO estar reduzida, os niveis de dopamina estariam elevados.

Na literatura, o Unico estudo em peixe-zebra que avalia a atividade da MAO
frente ao alcool € o de Chatterjee et al. (2014) os quais os peixes foram submetidos a
concentracdes agudas crescentes de alcool (0,0%, 0,5% e 1,0%) e encontrou-se uma
diminuicao discreta da atividade da MAO na dose de 0,5%. Os resultados do presente
estudo demonstraram que essa diminuicdo € observada no 2° e 9° dia apds a ultima
exposicdo na concentracdo de 1,4% de &lcool em um modelo de exposicdo
intermitente, sugerindo que mesmo em um periodo de retirada do alcool esta enzima
encontra-se em niveis reduzidos.

Matthews et al. (2018) conduziram um estudo utilizando roedores expostos
cronicamente ao vapor de etanol para avaliar a atividade da MAO imediatamente apés
a exposicdo, retirada aguda (24h), retirada prolongada (4 dias) e abstinéncia
prolongada (3 semanas). A exposicdo crbnica ao vapor de etanol elevou
significativamente a atividade da MAO-A no cortex cingulado pré-frontal e anterior
apos a retirada aguda (24 horas), sugerindo uma relacdo causal entre a abstinéncia
alcodlica aguda e niveis elevados de atividade da MAO-A. Estas elevac¢des no nivel
da enzima estdo associadas a maiores niveis de disforia e episédios depressivos
(Chiuccariello et al., 2014; Matthews et al., 2014).

Em um modelo de binge em ratos, os quais recebiam uma dose de etanol
(9g/kg/dia) trés vezes por dia (as 7:00h, 15:00h e 23:00h) por quatro dias, encontrou-
se um aumento na expressdo da MAO nas suas duas isoformas, MAO-A e MAO-B
(Duncan et al., 2016). Uma consequéncia do aumento da MAO-B pode resultar em
oxidacao e subprodutos elevados da dopamina, como o peroxido de hidrogénio, que

formam radicais hidroxila altamente reativos que subsequentemente danificam
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proteinas, lipidios da membrana e acidos nucléicos, levando a degenerac¢do neuronal
(Duncan et al., 2012; Youdim et al., 2006).

O presente estudo avaliou a funcdo dos DATs em cérebro de peixe-zebra
apos intermitentes exposi¢cdes ao alcool. Os genes dos DATSs ja foram identificados
em peixe-zebra, entretanto na literatura existente ndo ha estudos analisando a
funcionalidade do transportador. Diante disso, foi realizado uma anélise prévia com o
farmarco bupropriona, o qual € conhecido como um inibidor classico dos DATSs,
atuando na inibicdo da recaptacdo de dopamina (Stahl et al., 2004). Como este estudo
€ o primeiro a mostrar a funcéo dos DATSs através da técnica de captacdo de dopamina
marcada ratioativamente em peixe-zebra, utilizou-se a bupropiona como controle
positivo e foi observado uma reducédo da captacdo dos DATs na concentracao de
100uM, comprovando a funcionalidade da técnica.

A partir disso, o modelo de exposicdo ao alcool proposto no presente
estudo, encontrou um aumento na fun¢cdo dos DATs nos grupos WB-I e WB-2 em
relacdo ao controle e uma diminui¢cdo no grupo WB-9, assemelhando-se ao controle.
Uma vez que os DATs sao responsaveis pelo controle da dopamina extracelular na
fenda sinaptica, esses resultados poderiam sugerir que estes transportadores
estariam impactando na diminuicdo dos niveis de dopamina devido ao seu aumento
em relacdo ao controle. Pode-se supor o contrario, quando avaliado o grupo WB-9,
onde ha uma diminuicdo dos DATS e isto poderia estar relacionado a um aumento dos
niveis de dopamina extracelulares.

Até agora, estudos sobre exposi¢cao aguda e crdnica do etanol em roedores
mostraram uma ligacdo potencial entre DAT e etanol; no entanto, resultados
controversos foram observados. Diferentes estudos relataram que uma Unica injecao
de etanol pode causar um aumento (Wang et al., 1997; Sabeti et al., 2003), diminuir
(Lin e Chai, 1995; Robinson et al., 2005) ou nenhuma mudanca (Budygin et al., 2000;
Yim e Gonzales, 2000; Gonzales et al., 2004) na capacidade de captacdo de
dopamina. Como o etanol é administrado sistemicamente nesses estudos, ndo esta
claro se o etanol tem a capacidade de alterar diretamente a funcéo dos DATSs. Apesar
dos resultados mostrarem-se conflitantes, muitos fatores podem influenciar o sistema
dopaminérgico sob este parametro, tais como a dose de etanol administrada, o tempo
e frequéncia de consumo e o periodo de privagao.

O estudo de Budygin et al. (2007) utilizou o modelo de consumo crénico e

intermitente do alcool em ratos machos analisou os efeitos da exposi¢ao crénica na
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dindmica da dopamina utilizando Voltametria Ciclica De Varredura Rapida (FSCV) in
vitro. Os animais foram expostos a vapores de etanol durante 12 h / dia durante 5 ou
10 dias em uma concentracao de 20 a 25 mg/L de ar. Foi descoberto que a exposicao
cronica ao alcool aumentou as taxas de captacdo de dopamina no NAC e no corpo
estriado do cérebro destes ratos em relacdo ao grupo controle. Uma vez que a
exposicdo cronica ao etanol provoca o acumulo de dopamina no espaco extracelular,
0 aumento da captacdo de dopamina poderia ser uma resposta compensatoria do
sistema dopaminérgico a fim de diminuir os niveis de dopamina extracelular. Assim, a
captacdo aumentada de dopamina induzida pela exposi¢éo crbénica ao alcool poderia
ser explicada pelo aumento do numero de DATSs na superficie celular, sugerindo que
o etanol altera a funcdo e o trafico dos DATs (Grace, 2000; Budygin et al., 2007).
Como essas mudancas neuroquimicas resultariam na diminuicdo do impacto da
exposicao repetida ao élcool nos niveis de dopamina, tais alteragdes poderiam estar
envolvidas no desenvolvimento de tolerancia (Grace, 2000).

Semelhante ao etanol, a retirada de cocaina administrada repetidamente
provoca aumentos significativos nos niveis de dopamina em peixe-zebra, bem como
diminui a expressao do gene transportador de dopamina (zDAT). Diminuicbes na
proteina zDAT poderiam levar a diminuicBes na dopamina pré-sinaptica, o que
resultaria em aumentos na atividade da enzima TH como um processo compensatorio
para repor as vesiculas do neurotransmissor. Sendo assim, é possivel que a retirada
do etanol induza uma cascata de alteracdes dependente de zDAT semelhante. Com
isso, a retirada da cocaina e do alcool em peixe-zebra revela que este modelo animal
€ replicavel em ambas condicbes e pode ser uma ferramenta promissora para
compreender 0s mecanismos relacionados a droga adicao (Lopez Patifio, 2008; Tran
et al., 2015).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados demonstrados no presente estudo, conclui-se que o
binge alcodlico foi capaz de promover alteracfes na neurotransmissao dopaminérgica
em peixe-zebra através de mudancas nos niveis de dopamina, atividade da MAO e
dos DATSs. Sugere-se que 0s parametros dopaminérgicos sado suscetiveis apos dois e
nove dias a partir da ultima exposi¢ao alcodlica neste modelo experimental, resultando
em um evento modulatorio desta via de neurotransmissdo. Em adicdo a isso, 0s
estudos de PET em humanos alcoolistas sugerem alteracdes nos receptores D2/D3
em diversas regifes cerebrais, ressaltando assim o importante papel do sistema
dopaminérgico frente ao abuso de &lcool. Com isso os achados neste estudo
permitem contribuir e expandir evidéncias para novas perspectivas no que se refere
ao papel do sistema dopaminérgico e a importancia de novas investigacdes no sentido

de compreender os efeitos nocivos do alcool.
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ANEXO A — ESCALA DE AVALIACAO DE QUALIDADE NEWCASTLE-OTTAWA

NEWCASTLE - OTTAWA QUALITY ASSESSMENT SCALE CASE CONTROL STUDIES
Note: A study can be awarded a maximum of one star for each numbered item within the Selection and Exposure categories.
A maximum of two stars can be given for Comparability.

Selection

1) Is the case definition adequate?
a) yes, with independent validation
b} yes, eg record linkage or based on self reports
¢) no description

2) Representativeness of the cases
a) consecutive or obviously representative series of cases %
b) potential for selection biases or not stated

3) Selection of controls
a) community controls *
b) hospital controls
¢) no description

4) Definition of controls
a) no history of disease {endpoint) %
b) no description of source

Comparability
1) Comparability of cases and controls on the basis of the design or analysis
a)study controlsfor ____ (Select the most important factor.) %
b) fstudy controls for any additional factor % (This criteria could be modified to indicate specific control for a second important
actor.)

Exposure

1) Ascertainment of exposure
a) secure record (eg surgical records) %
b) structured interview where blind to case/control status %
¢} interview not blinded to case/control status
d) written self report or medical record only
e) no description

2) Same method of ascertainment for cases and controls
a) yes
b) no

3) Non-response rate
a) same rate for both groups *
b) non respondents described
c) rate different and no designation




ANEXO B — PARECER COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

U Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA »
unesc Comissao de Etica no Uso de Animais : =

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto abaixo especificado, que envolve a produgdo, manutengdo ou ufilizagdo
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Veriebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decrefo n® 6899, de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUAJUNESC, em reunido de 05/09/2017.
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