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Introducéo

1. DROGAS DE ABUSO

A pratica de ingerir drogas psicoativas vem de longa data. Atualmente, as
farmacodependéncias afetam individuos e sociedades em todo o mundo, tanto nos
paises desenvolvidos como nos em desenvolvimento, e segundo o Relatério sobre a
Saude no Mundo de 2002, cerca de 9% da carga global das doengas resulta do
consumo de substancias psicoativas (Murray e Lopez, 1996).

O avango das neurociéncias nas ultimas décadas aumentou a compreensao
do mecanismo de agao das substdncias psicoativas, fornecendo novos
conhecimentos sobre as razbes que levam muitas pessoas a consumir tais
substancias e a fazé-lo de maneira a causar dano a si préprias ou a tornarem-se
dependentes.

Também devido ao avango das neurociéncias sabe-se hoje que a
farmacodependéncia € um transtorno crénico, com uma base biolégica e genética, e
nao uma simples falta de vontade ou desejo de parar de consumir; e que 0s
tratamentos e intervengdes eficazes para as farmacodependéncias implicam em
intervengdes tanto farmacolégicas como comportamentais (Schmid e Room, 1999).

As drogas de abuso agem de forma diferente sobre o cérebro promovendo
diferentes efeitos sobre o comportamento, taxas de desenvolvimento de tolerancia,
diferentes sintomas de dependéncia e diferentes efeitos a curto e longo prazo.
Contudo, as substancias psicoativas tém similaridades na maneira pela qual afetam
importantes regides cerebrais ligadas a motivagao, e isto € um aspecto relevante em
relagdo as teorias do desenvolvimento da dependéncia (Wise, 1998).

As substancias psicoativas podem ser divididas em depressoras do SNC
(alcool, sedativos/hipnoéticos, solventes volateis), estimulantes (cocaina, anfetamina,

ecstasy), opidides (morfina e heroina) e alucinégenos (LSD, PCP). Sabe-se que, na
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busca de prazer ou de alivio imediato da ansiedade, diversos individuos tendem a
fazer uso de substancias psicoativas sem finalidades terapéuticas, uma vez que a
ansiedade € vivenciada como um estado de profundo desconforto (Graeff, 1990).
Essas substancias, agindo no SNC, aliviam a ansiedade e a dor ou induzem
sensacdes de prazer intenso ou euforia; mas o seu consumo também implica
potencial de dano, a curto ou a longo prazo, tornando-se uma via bilateral: prazer
versus graves prejuizos individuais, principalmente por aqueles que nao conseguem
controlar a ingestdo dessas substancias (Babor, 2003). Dentre as drogas

ansioliticas, a mais popular € o alcool etilico, ou etanol.

2. ALCOOL ETILICO

O Aalcool etilico é a principal droga psicoativa utilizada no mundo, consumido
desde os primérdios da civiizagdo. Mesmo as culturas mais primitivas
desenvolveram tecnologia necessaria para a obtencao do etanol pela fermentacao
de agucares contidos nos frutos. O alcool, juntamente com a cocaina e os opiaceos
foram as primeiras substéncias de abuso a serem utilizadas (Diana et al, 1992).
Varios fatores como o facil acesso a droga, seu alto potencial em gerar dependéncia
€ 0s graves problemas de saude que o uso excessivo e prolongado pode acarretar é
0 que determina maior ou menor interesse por determinada droga e suas
conseqliéncias sociais. Além de enquadrar-se em todos esses fatores, o alcool
destaca-se entre as drogas de abuso mais consumidas e conseqlentemente que

traz problemas sociais de maiores dimensdes (Spooner et al, 2000).
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2.1. Tolerancia

Sabe-se que o uso crénico de drogas de abuso gera tolerancia e dependéncia
(Koob e Bloom, 1988; Rossetti et al, 1992a). A tolerancia caracteriza-se pela
necessidade do organismo por doses crescentes da substéncia para obter o mesmo
efeito, ou pelo fato da dose habitual produzir menor efeito, apds o uso repetido de
uma droga.

Igualmente como ocorre com outras drogas, ha o desenvolvimento de
tolerancia apos o uso continuado de alcool e a sua descontinuagdo provoca
sindrome de abstinéncia (Schulteis et al, 1995). Em poucos meses desenvolve-se a
dependéncia fisioldgica e a interrupgdo do uso passa a desencadear sindrome de
abstinéncia. Estas alteracbes resultam na reducdo de dopamina, aumento da
ATPase sinaptica dependente de calcio, atividade serotoninérgica acentuada e
colinérgica diminuida. Ainda tem sido atribuido aumento central da adenilciclase e
reducao da liberagao de endorfinas enddégenas. O desenvolvimento da tolerancia e
da dependéncia fisiolégica leva o usuario a buscar uma dose adequada e suficiente
para induzir os efeitos da droga, bem como evitar o aparecimento dos sintomas
desagradaveis da retirada. Alguns usuarios podem decidir enfrentar a sindrome de
abstinéncia para poder voltar a consumir doses menores, quase sempre sem

sucesso. A abstinéncia também ocorre apds tratamento de desintoxicacéo.

2.2. Dependéncia

A dependéncia resulta da interagdo entre um organismo vivo e uma droga e é
um transtorno da fungao cerebral tanto como qualquer doenga neurolégica ou
psiquiatrica (LeDuc e Mittleman, 1995), s6 que ocasionado pelo consumo de

substéncias psicoativas. Depois da ingestdo aguda ou cronica de substancias e da
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dependéncia instalada, certas regides do SNC também funcionam de maneira
anormal (Rosenzweig et al, 1999) e, assim como os disturbios mentais, afetam os
processos normais da senso-percep¢ao, das emogdes e da motivagao (Rosenzweig
et al, 1999).

Uma outra definicdo admite que a dependéncia pode ser definida como um
estado de intoxicacao periddico ou cronico, causado pelo uso repetido de uma
droga, e que inclui em suas caracteristicas: (1) desejo compulsivo de ingerir a droga
e necessidade de obté-la a qualquer custo, (2) tendéncia a aumentar a dose ou
tolerancia, (3) aparecimento de dependéncia psiquica e fisica aos seus efeitos e (4)
crise de abstinéncia quando ha privagbes da mesma (American Psychiatric
Association, 2000).

Um individuo, ao iniciar o uso de uma substancia psicoativa, pode
experimentar um prazer incomum que tende a anular prazeres normais e, assim,
repetir a situagao reforgcadora. Conforme mantém o uso, o cérebro aprende a exigir
maiores descargas dos neurotransmissores dopaminérgicos, descompensando com
isso o equilibrio do sistema. As regides mais antigas do cérebro fazem com que o
coértex trabalhe apenas no sentido de obter o reforgo (droga), o que deixa de ser um
sistema organico bem integrado.

O processo pelo qual o consumo de certas substancias evolui para padrées
de comportamento compulsivo de procura e consumo, a incapacidade de parar com
tal consumo e a recaida, parece residir em uma acdo combinada e complexa de
fatores psicolégicos, neuroldgicos e sociais.

Esse desejo incontrolavel caracteriza-se pelo ‘craving’ ou fissura, ou seja, a
ativacdo de regides especificas do prosencéfalo por estimulos que induzem na

pessoa dependente uma compulsdo, uma necessidade incontrolavel de consumir a
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droga para experimentar seu efeito psiquico e, as vezes, evitar o desconforto
provocado por sua auséncia (Pinel, 1990).

O consumo de drogas psicoativas leva o organismo a atuar por
retroalimentacbes positivas, devido a hiperfuncdo do sistema de recompensa
cerebral. A sindrome de abstinéncia e o craving sado algumas das consequéncias
dessas alteracdes. Estudos tém relacionado o craving com alteragbes em
neurotransmissores como a deplecdo de dopamina, alteragbes do nivel de
serotonina (Satel et al, 1995; Little et al, 1996) e alteragbes no sistema limbico e lobo
frontal (Childress et al, 1999; Jacobsen et al, 1999).

Em relagcdo a dependéncia de alcool, devem-se destacar fatores como a
hereditariedade, a frequéncia e a quantidade de droga consumida (Prescott e
Kendler, 1999; Enoch et al, 2001). Os genes que podem ser importantes nesta
associacdo estdo implicados no metabolismo do alcool e com os receptores de
neurotransmissores GABAérgicos (Long et al, 1998), serotoninérgicos (Lappalainen
et al, 1998) e dopaminérgicos (Long et al, 1998). Também foram identificadas
alteracdes genéticas em enzimas metabolizadoras do alcool como causas possiveis
do uso ou consumo abusivo de alcool (Agarwal, 2001; Ramchandani et al, 2001).

Tal como definido pela American Psychiatric Association (2000), a
dependéncia de substancias inclui seis critérios (Tabela 1). O individuo que se

enquadre em pelo menos trés deles, é diagnosticado como dependente.

Tabela 1. Critérios de dependéncia de substancia psicoativas.

Presenca de trés ou mais dos seguintes sintomas em qualquer momento
durante o ano anterior:

1. Um desejo forte ou compulsivo para consumir a substancia;

2. Dificuldades para controlar o comportamento de consumo da substancia em termos de
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inicio, fim ou niveis de consumo;

3. Estado de abstinéncia fisiolégica quando o consumo é suspenso ou reduzido, evidenciado
por sindrome de abstinéncia caracteristica, ou o consumo da mesma substancia (ou outra

muito parecida) com a intenc¢ao de aliviar ou evitar sintomas de abstinéncia;

4. Evidéncia de tolerancia, definida como a necessidade de doses crescentes da substancia

psicoativa para se obter os efeitos anteriormente produzidos com doses inferiores;

5. Abandono progressivo de outros prazeres ou interesses devido ao consumo de substancias

psicoativas;

6. Aumento do tempo empregado em conseguir ou consumir a substancia ou recuperar-se de

seus efeitos;

7. Persisténcia no consumo de substancias apesar de provas evidentes de consequiéncias
manifestamente prejudiciais, tais como lesdes hepaticas causadas por consumo
excessivo de alcool, humor deprimido consequente a um grande consumo de substancias,
ou perturbacao das fungdes cognitivas relacionadas com a substancia. Devem ser feitos
esforgos para determinar se o consumidor estava realmente, ou poderia estar, consciente

da natureza do dano.

2.3. Abstinéncia

Apo6s o consumo excessivo da maioria das substancias psicoativas, sempre
que o individuo diminuir ou se abster completamente da droga, ele pode apresentar
um conjunto de sintomas denominados SA (sindrome de abstinéncia) (WHO, 1992;
Drake e Wallach, 1993). Alguns sintomas como tremores, inquietude e
hiperatividade sao tipicos. Entretanto, ha muitos outros sinais fisicos e psicoldgicos
(Tabakoff et al, 1977; Tabakoff e Hoffman, 1977).

O aparecimento da SA, concomitante a interrupc¢ao subita do tratamento com
uma droga de abuso, reflete a adaptagdo do organismo a presenga continuada da
droga de tal forma que sua retirada desencadeia disturbios fisiolégicos, sensoriais e,
principalmente afetivos acentuados, cujo sentido &€ geralmente oposto aos efeitos
farmacolégicos da droga (Koob e Le Moal, 2001; Koob, 2003). De fato, muitos

trabalhos demonstraram que um dos principais sintomas presentes durante a
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abstinéncia de diversos tipos de drogas de abuso € um alto nivel de ansiedade
(Koob e Le Moal, 1997; Koob e Nestler, 1997; Markou et al, 1998; Koob, 2000). Esse
tipo de ansiedade pode incluir uma gama de sintomas que oscilam desde sintomas
psicolégicos como agitagéo, apreenséo, alteragdes de humor (irritabilidade, disforia)
e insbnia, até outros eminentemente somaticos como palpitacbes, tremores,
espasmos musculares, disturbios gastrointestinais e outros como nauseas, vémitos,
taquicardia, hipertensdo arterial (Koob e Le Moal, 2006). Também ocorrem
complicagbes como alucinagoes, delirium tremens e convulsées. O delirium tremens
€ caracterizado por grande agitagao psicomotora e tremores, confusdao mental e
alucinacgdes visuais.

Em relagdo ao alcool, uma série de outros fatores como a vulnerabilidade
genética, o género e o padrdo de consumo de alcool, as caracteristicas individuais
biolégicas e psicologicas e os fatores sbécio-culturais também influenciam o
aparecimento e a evolugdo da sindrome de abstinéncia, assim como ocorre na
dependéncia (Johnson et al, 1998). Os sintomas e sinais variam também quanto a
intensidade e a gravidade, podendo aparecer apés uma redugao parcial ou total da
dose comumente utilizada, voluntaria ou ndo — como, por exemplo, em individuos

que séo hospitalizados para tratamento clinico ou cirurgico.

2.4. Recaida

Durante a dependéncia, o individuo é submetido a uma sensagdo de bem-
estar e redugdo da ansiedade apdés o consumo (Rossetti et al, 1992a). Quando
privado da droga, o individuo abstinente apresenta crises subjetivas de necessidade
da substancia e este comportamento se acentua pouco antes da dose subsequente,

aumentando no espaco entre 36 a 72 horas apds a ultima dose, ponto em que os
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sintomas de abstinéncia se tornam maximos — variando de acordo com a droga
utilizada. Apds isso, ha uma diminuicdo gradativa da crise, passando a sentir-se
fraco e deprimido.

Sem duvida, um dos problemas mais relevantes no tratamento da conduta
dependente é a recaida, o que tem levado ao desenvolvimento de técnicas de
prevencao no tratamento de abuso de drogas (Marlatt et al, 1988). A recaida resulta
no retorno ao uso da droga aos mesmos niveis antes da intervengao terapéutica ou
abstinéncia e, normalmente ocorre quando o individuo se expde a situagdes nas
quais tradicionalmente consumiu a droga (Marlatt et al, 1993). Assim poderia se
explicar, em parte, a alta taxa de recaidas. Por outro lado, existe a evidéncia de que
a extincdo é altamente especifica ao contexto com o qual o individuo conviveu
durante o consumo da droga. Entdo, os sujeitos que estdo sob tratamento da adigéo
(como desintoxicagcdo ou contracondicionamento) se limitam somente aqueles
eventos presentes no tratamento; as dicas contextuais ndo expostas terdo plena
capacidade de eliciar a resposta de tolerancia (sintomas de abstinéncia). Isto
explicaria, em parte, a alta taxa de recaidas.

Até seis meses apds a retirada da droga (privagdo aguda), o dependente
manifesta sindrome de abstinéncia importante em alta incidéncia de recaida, comum
em um ex-dependente (Tabakoff, 1983). Pacientes que permanecem abstémios por
mais de 6 meses, demonstram menor taxa de recaida, com variacdes dependendo
das caracteristicas genéticas e ambientais em que o individuo esta inserido
(Johnson et al, 1998). A gravidade da sindrome de abstinéncia também é
proporcional ao numero de doses diarias e do tipo de droga.

Os hipno-analgésicos ou narcéticos (morfina, heroina e derivados), assim

como o crack (carbonato de cocaina) produzem sinais de abstinéncia mais graves
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apo6s a sua retirada por serem de agao curta, proporcionando crise de abstinéncia
em poucas horas ap6s o consumo. O inicio da privagao ocorre apés 8 a 12 horas de
abstinéncia. O pico dos sintomas evolui apés 48 a 72 horas, tendo fim em 7 a 10

dias. Algumas vezes sao fatais, levando o dependente a morte (Diana et al, 1992).

3. ASPECTOS FARMACOLOGICOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL
3.1. Monoaminas e abstinéncia de alcool

Os sintomas e sinais da SA de alcool estao relacionados a alteracdo nos
niveis de liberagcdo de noradrenalina (NA) e dopamina (DA). A hiperestimulacao
adrenérgica, que pode ser intensa nesta condigdo, deve-se a uma reducédo da
atividade de adrenoreceptores inibitérios pré-sinapticos do subtipo oz, um fenbmeno
conhecido como down-regulation (Nutt et al, 1988).

A hiperatividade de receptores NMDA (N-Metil-D—Aspartato) também esta
relacionada ao aumento da liberagdo noradrenérgica no locus ceruleus de ratos,
observada apos a retirada do alcool (Diana et al, 1992; Engberg e Hajos, 1992;
Rossetti et al, 1992b). Alguns trabalhos demonstram que a liberagao de DA, durante
a SA de alcool, apresenta niveis inferiores aos observados no periodo anterior a
exposicado crbénica ao alcool, por cessacdo do disparo dopaminérgico na area
tegmental ventral (Diana et al, 1992; Rossetti et al, 1992b). Esses efeitos sao
responsaveis por um grande numero de reagoes fisioldgicas, tais como taquicardia
por ativacdo de receptores beta-adrenérgicos, hipertensao por ativagao de vias alfa-
adrenérgicas, aumento da forca de contragdo do musculo cardiaco por agao
adrenérgica inotropica positiva, nauseas e vOmitos devido a reducdo do

esvaziamento gastrico, piloerecdo, midriase, tremores pela facilitacdo da
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neurotransmissao muscular, aumento do consumo de oxigénio e aumento da

temperatura corporal em até 2°C (Major et al, 1984; DePetrillo e McDonough, 1999).

3.2. Aminoécidos excitatorios e abstinéncia de alcool

O etanol atua como um antagonista dos receptores NMDA (N-Metil-D-
Aspartato), um receptor do tipo excitatério do SNC (Carboni et al, 1990). O consumo
cronico de bebidas alcodlicas provoca um aumento da densidade desses receptores
(Rossetti e Carboni, 1995). Estudos em animais tém demonstrado que esse
aumento persiste por cerca de 36 horas apds a retirada do etanol, periodo que
coincide com o aparecimento das crises convulsivas, fendmeno neurotdxico
relacionado a hiperatividade glutamatérgica.

Na SA de etanol ha uma hipoatividade GABAérgica. Os receptores GABA,,
como se sabe, tém atividade inibitoria. A medida que deixam de exercer sua
atividade durante a SA de alcool, ha uma estimulagdo do SNC. Essa hipoatividade &
funcional, uma vez que, diferentemente do que ocorre com os receptores NMDA,
nao ha evidéncias de alteracdo no numero de receptores GABAa durante a
exposicao crénica ao alcool (Morrow et al, 1990; Devaud et al, 1997). Ha também
uma reducdo da densidade de RNAmM relacionada ao local de acdo dos

benzodiazepinicos e do etanol.

3.3. Abstinéncia de alcool e canais de calcio

Com a exposicao crénica ao etanol, ha uma alteragéo nos canais de calcio do
tipo L, um dos canais de calcio mais conhecidos. A agao do calcio nos terminais
nervosos é fundamental para a liberagdo dos neurotransmissores na fenda sinaptica.

Diversos estudos tém demonstrado que a administracdo crénica de etanol leva a
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uma reducédo na atividade dos canais de célcio do tipo L, reduzindo a atividade
elétrica dentro do neurbnio e, assim, reduzindo a agao de neurotransmissores
(Lovinger, 1997).

As alteragdes na neurotransmissao e os sintomas correspondentes a cada
neurotransmissor envolvido na SA de etanol estdo representados no esquema

abaixo.

T
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L, \, Hiperastimulagao J
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/ A [E
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Y neurstransmissores, contribuindo para os COmUIEDaE. /

sintomas de SAA. . -~

Bases bioldgicas dos sinais e sintomas da sindrome de abstinéncia de alcool.

4. MEDO E ANSIEDADE

A ansiedade pode ser entendida como um estado emocional resultante de
sentimentos de apreensao, incerteza e medo, frequentemente experimentados pela
espécie humana e por outros mamiferos (Darwin, 1872). Pelo menos no homem,
sabemos que estas respostas vém acompanhadas de uma experiéncia
extremamente desagradavel (Graeff, 1989). Quando um animal é confrontado com

uma ameaga a sua integridade fisica ou a prépria sobrevivéncia, seja esta

representada por um predador, um agressor da mesma espécie, uma pista
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ambiental (um estimulo que o advirta da ocorréncia de um dano iminente), ele
apresenta um conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas que
caracterizam a reacao de medo (Graeff, 1989).

Apesar do aspecto desagradavel da ansiedade, quando manifestada em
niveis adequados e normais, este estado envolve a ativacdo e a mobilizacido do
organismo, cumprindo um papel funcional na interacédo do individuo com o meio
ambiente, ajustando e até otimizando seus recursos frente a diversas exigéncias
ambientais. Neste contexto, a ansiedade é vista como um estado emocional de
importante significado adaptativo e evolutivo, vivenciado subjetivamente como nao
prazeroso ou ameacgador (Graeff et al, 1997; Brandao et al, 1999). A ansiedade é
também vista como um estado emocional desagradavel com as qualidades
subjetivas do medo, apreensdo, temor e sentimentos correlatos, mas necessario
para motivar um bom desempenho do organismo (Graeff et al, 1993). No entanto,
quando a ansiedade se torna excessiva e prejudica o desempenho do individuo,
passa a ser considerada patologica (Graeff, 1989).

As respostas comportamentais de medo sdao acompanhadas de intensas
alteragdes neurovegetativas e hormonais, diversas manifestacbes do estresse,
inseguranca e um conjunto de alteragcbes comportamentais e psicolégicas, como
sintomas de cunho psicolégico, tais como hipervigilancia, dificuldades de
concentragcdo, de conciliagdo do sono e sentimentos de apreensdo e angustia.
Podem aparecer, conjuntamente, algumas manifestagdes somaticas, tais como dor
precordial, dificuldade de respiragdo, tremor, aumento da sudorese, taquicardia,
hiperventilagdo, aumento da tensdo muscular, inquietude e alerta (Nutt, 1990).

Durante o congelamento, por exemplo, ocorrem tremores musculares,
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irregularidades dos movimentos respiratérios, bater de dentes, piloere¢gao, micgao,
defecacéao e exoftalmia (Nutt, 1990).

A ansiedade e o medo estdo intimamente relacionados. No ambito evolutivo,
ambos constituem reacdes naturais que ocorrem sempre diante de uma situacio
potencial de perigo para o organismo. De modo geral, a diferenciagao mais utilizada
entre estes dois tipos de emocgdes admite que a ansiedade nada mais € do que um
medo sem objeto, diferenciando-se deste pela auséncia de um estimulo externo
diretamente perceptivel (LeDoux, 1996). Em circunstancias onde o perigo € apenas
potencial, porém vago e persistente, ou os sinais de adverténcia que provocam o
medo ndo sdo conscientemente percebidos, tem-se a ansiedade. Frente a uma
ameacga ao seu bem-estar, a sua integridade fisica ou a propria sobrevivéncia, o
animal exibe um conjunto de respostas comportamentais e neuro-vegetativas que
caracterizam a reagdo de medo. Contudo, as alteragdes psicofisioldgicas que
compde a ansiedade sio similares as do medo, podendo-se admitir a identidade
basica dos mecanismos neurais que integram ambos os estados emocionais
(LeDoux, 1996).

O medo ou a ansiedade ocorrem também em situagdes de conflito, em que um
mesmo comportamento € simultaneamente recompensado e punido, ou em
situacdes novas ou desconhecidas, inibindo o comportamento exploratério motivado

pela curiosidade.

4.1. ReacOes de defesa
Apesar das variacbes existentes entre os padrbes de comportamento
defensivo, certas estratégias basicas sao empregadas pelas diferentes espécies. Em

um ambiente novo, potencialmente perigoso, ou quando pressente uma ameaga

13



Introducéo

porém nao avaliou ainda todas as consequéncias, o animal fica imével e quieto, com
a musculatura tensa, vigilante e de prontiddo para uma agao rapida e vigorosa. Esta
reacdo de defesa € o que chamamos de congelamento. Alternando com a
imobilidade, o animal pode ainda realizar uma exploragao cautelosa do ambiente,
fazendo uma avaliagao de risco. Uma vez definido o perigo, o animal recorre a fuga
da situagdo ameagadora ou, alternativamente, luta contra o agressor.

Por outro lado, a luta ou a fuga sao precedidas e acompanhadas de alteracdes
cardiovasculares e respiratérias que dao o suporte autondmico necessario ao
intenso desempenho muscular: aumento da freqléncia cardiaca, elevagcao da
pressdo sanguinea arterial e da ventilagdo pulmonar e aumento da irrigagédo dos
musculos esqueléticos - enquanto se diminui o fluxo sanglineo cuténeo e visceral
(Brandao et al, 1994, 1999, 2005).

As alteracdes neurovegetativas que acompanham o medo e a ansiedade n&o
sdo importantes apenas do ponto de vista fisiologico e comportamental. Admite-se
que a inibicdo dessas respostas por drogas bloqueadoras autonémicas possa
atenuar a ansiedade. Este seria o principal mecanismo de agdo do propanolol e
outros bloqueadores beta-adrenoceptores, que podem aliviar estados de ansiedade
em individuos com manifestacbes neurovegetativas particularmente intensas (Audi
et al, 1991).

Muito do conhecimento a respeito dos substratos neuroanatébmicos da
ansiedade tem sido obtido através de observacdes experimentais, utilizando-se de
modelos animais desenvolvidos para tal propdsito (Graeff, 1990).

Uma crescente quantidade de evidéncias tem demonstrado que a ativagao de
algumas estruturas mesencefalicas, particularmente a substancia cinzenta

periaquedutal dorsal (SCPd), estrutura central do chamado sistema cerebral
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aversivo, produz comportamentos e respostas somaticas caracteristicas de estado
aversivo acentuado, similar ao ataque de panico (Brandao et al, 1999; Vianna et al,
2001b), e comumente observado em animais confrontados com um predador ou
com um perigo ambiental imediato (Graeff, 1990; Brandao et al, 1999; Graeff, 2004).
Enquanto os efeitos da abstinéncia de alcool sobre a ansiedade tem sido muito
investigados (Kliethermes, 2005), pouco tem sido feito no sentido de estudar a
participacdo dos substratos neurais da reacdo de defesa na SCPd durante esta

condicao.

4.2. Circuitos neurais do medo e da ansiedade

Diversos trabalhos, incluindo os experimentos classicos com estimulacao
elétrica de estruturas do sistema nervoso central, demonstraram que a amigdala no
prosencéfalo, o hipotalamo medial no diencéfalo, os coliculos superiores e inferiores
e a SCPd no mesencéfalo, constituem o principal substrato neural responsavel pela
elaboragdo das respostas a estimulos aversivos ou situagdes de perigo
(Hunsperger, 1956; Olds e Olds, 1963; Graeff, 1990). A estimulagdo elétrica ou
quimica dessas areas resulta numa série de alteragdbes neurovegetativas
semelhantes aquelas evocadas quando o animal, em seu habitat natural, é
confrontado com estimulos aversivos: hiperventilagcdo, aumento da frequéncia de
batimentos cardiacos, aumento da pressao arterial e aumento da irrigagdo muscular,
acompanhada de diminuigdo da irrigagao visceral e cutanea. Inseridas num contexto
de ansiedade, estas respostas relacionam-se a expressao de estados emocionais
aversivos e de certa forma preparam o animal para respostas comportamentais de
luta e fuga. Nesse sentido, Graeff (1981) propbs a existéncia de um sistema

anatomo-funcional, o qual denominou Sistema Encefalico Aversivo (SEA), formado

15



Introducéo

basicamente por essas estruturas, e que atuaria na geracdo e elaboragdo de
respostas a estimulos que produzem medo. Posteriormente, 0 mesmo autor sugeriu
que a substancia cinzenta periaquedutal (SCP) que circunda o terceiro ventriculo e o
aqueduto, por suas conexdes caracteristicas através do eixo rostro-caudal, parece
nao apenas coordenar a expressao desse estado emocional, mas também ser
responsavel por suas propriedades motivacionais ou aversivas (Graeff, 1994).

A substancia cinzenta periaquedutal € uma estrutura proeminente, possuindo
um tamanho relativo de cerca de 10% do mesencéfalo do encéfalo de mamiferos
como o homem, o gato e o rato. Sua localizagdo, entre o romboencéfalo e o
diencéfalo, Ihe proporciona uma posigao privilegiada para influenciar e participar dos
diversos sistemas ascendentes e descendentes. E uma das partes do encéfalo que
menos sofreu mudangas no curso evolutivo sugerindo que ela esteja envolvida em
importantes funcbes de protecdo ou regulagdo homeostatica que requerem essa
aparente estabilidade (Beitz, 1982; Carrive, 1993). Foi demonstrado que a
estimulacao elétrica do teto mesencefalico do homem produz o mesmo padrao de
respostas somaticas e afetivas observado em animais, suportando a idéia de que

esta estrutura participaria ativamente na expressao do medo (Nashold et al, 1969).

4.3. Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP)

Durante os ultimos trinta anos tem sido observado o desenvolvimento de duas
grandes linhas de pesquisa sobre as fun¢des da SCP, as quais, apesar de serem
conduzidas independentemente, acumulam resultados que pressupde uma total
inter-relacao entre elas. A primeira dessas linhas investiga o papel da SCP na

mediacdo dos processos nociceptivos e a outra estuda o envolvimento dessa
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estrutura na integragcédo das respostas comportamentais aos estimulos ameagadores
e/ou estressantes (Bandler et al, 1991; Behbehani, 1995).

Trabalhos utilizando a técnica da estimulagao elétrica cerebral mostram que a
estimulagao da SCPd é capaz de eliciar comportamento de defesa em ratos, gatos e
macacos (Delgado, 1955; Fernandez e Hunsperger, 1959; Schmitt e Karli, 1980).
Dados mais recentes sugerem que a estimulacdo elétrica da SCPd ndo apenas
elicia comportamento de defesa como também induz analgesia nos limiares elétricos
que induzem comportamentos aversivos de congelamento e fuga (Coimbra et al,
1992).

DeMolina e Hunsperger (1959) demonstraram que lesdes na SCPd provocam
um prejuizo crdénico nos padrbes das respostas evocadas por ameagas ambientais
ou por estimulagao elétrica no hipotalamo medial ou amigdala. Por outro lado, a
destruicdo do hipotalamo medial ou amigdala nao afeta a reacédo de defesa eliciada
pela estimulagdo elétrica da SCPd. Foi demonstrado que ratos descerebrados,
porém com o0 mesencéfalo intacto, continuam capazes de coordenar
comportamentos defensivos (Woods, 1964).

Trabalhos com paradigmas de aprendizagem mostram que a estimulagéo
elétrica da SCPd e regides do teto mesencefalico juntamente com o hipotalamo
medial levam animais a aprenderem uma tarefa para esquivar-se da estimulagao
elétrica nessas estruturas (Delgado et al, 1954; Delgado, 1955; Olds e Olds, 1962;
Olds, 1963). Outra importante fonte de dados sobre o papel funcional da porgéo
dorsal da SCP nas respostas defensivas é aquela oferecida pelos trabalhos de
Graeff e colaboradores (Schenberg e Graeff, 1978; Graeff, 1990; Nogueira e Graeff,
1991; Deakin e Graeff, 1991; Graeff, 1993) e Brandao e colaboradores (Cardoso et

al, 1994; Brandao et al, 1999; Brandéo et al, 2003). Diversos trabalhos de ambos os
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grupos tém demonstrado que a SCPd esta envolvida nas respostas tipicas de fuga
caracterizadas por corridas e saltos causados por estimulagao elétrica ou quimicas
diretamente dessa regido.

As respostas de defesa expressadas pelos diferentes organismos,
particularmente os mamiferos, estdo organizadas dentro de um padrédo hierarquico
especifico que varia desde estados de alerta e congelamento, até a fuga (Blanchard
e Blanchard, 1988). As respostas comportamentais eliciadas por estimulagao elétrica
da SCP (Brandao et al, 1982; Brandao et al, 1994; Brandao et al, 1999; Castilho e
Brandao, 2001) partilham muitas das caracteristicas observadas na reacao de
defesa induzida pela estimulacdo de outras estruturas pertencentes ao SEA, tais
como a amigdala, coliculo inferior, camadas profundas do coliculo superior, e
hipotalamo medial (Cardoso et al, 1994; Brandao et al, 1999; Nobre et al, 2002;
Nobre et al, 2003; Brandao et al, 2003; Oliveira et al, 2004; Brandao et al, 2005). Em
geral, essas respostas sdo acompanhadas também de alteracbes autondmicas,
mudancas na pressao arterial, freqiéncia de batimento cardiaco e respiracdo que
vao dar o suporte necessario ao organismo para uma possivel fuga ou confronto
direto em uma situagdo de ameaca (Schmitt et al, 1986; Le&do-Borges et al, 1988;
Brandao et al, 1999; Andreatini et al, 2001; Vianna et al, 2001a; Brandao et al,
2003).

A estimulacao elétrica da SCP tem sido proposta como um dos melhores
modelos de ataque do panico (Graeff, 1990; Lovick, 2001). De acordo com este
modelo, um aumento gradual na intensidade da corrente elétrica para estimular a
SCP produz alerta, congelamento e respostas tipo panico, como a corrida e o salto
(Schenberg et al, 2001). Ja como modelo animal de ansiedade, tem sido

amplamente utilizado a resposta de congelamento ao contexto previamente
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associado com choque elétrico nas patas. Lesdes na amigdala ou na SCP ventral
interrompem essa resposta condicionada, enquanto a estimulagdo dessas estruturas
induz comportamento de congelamento bem definido (Graeff, 1990; LeDoux, 2000).
Dessa forma, o condicionamento do medo contextual e a estimulacao elétrica
da SCP podem ser utilizados como modelos animais com o objetivo de investigar a
relagdo entre ansiedade e ataques de panico. Esta é uma questdo extremamente
interessante uma vez que estudos que empregam experimentos com humanos
apresentam resultados altamente conflitantes. Ha evidéncias sugerindo que a
ansiedade pode preceder e precipitar a ocorréncia do ataque do panico (Bouton et
al, 2001). Por exemplo, pacientes com esse transtorno relatam que a maioria dos
ataques do panico foi precedida e ocorreu sempre depois de alcancado um platé de

ansiedade (Basoglu, 1992).

4.4. Aspectos neuroanatémicos da SCP

As diversas projegbes ascendentes e descendentes que convergem na SCP
sugerem que essa estrutura esta interligada a um grande numero de redes
neuronais que coordenam estratégias distintas para enfrentar diferentes tipos de
ameacas, estimulos dolorosos e/ou estressantes. A SCP recebe aferéncias diretas
da medula espinhal e nucleo trigeminal, o que implica num papel funcional no
processo de estimulos somato-sensoriais, provavelmente de natureza nociceptiva
(Mantyh, 1982a; Mantyh, 1982b; Mantyh, 1982c). Também recebe aferéncias de
outras estruturas relacionadas do tronco cerebral, como as camadas profundas do
coliculo superior, 0 nucleo mediano da rafe e a formacao reticular ascendente (Beitz,
1982; Mantyh, 1982a; Mantyh, 1982b; Mantyh, 1982c). Por outro lado, a SCP

também esta conectada a uma série de estruturas prosencefalicas que estao
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relacionadas aos estados emocionais, como o cortex limbico, a amigdala, o nucleo
do leito da estria terminal e o hipotalamo (Graeff, 1990; Rizvi et al, 1991). Essas
conexdes sugerem que a SCP cumpre um papel de relé na expressao de estados
emocionais (Bandler e Carrive, 1988; Depaulis et al, 1992), sustentando uma
mediacao entre as fungdes de estruturas subcorticais e estruturas prosencefalicas.

O labirinto em cruz elevado, o sobressalto a um estimulo acustico intenso, o
procedimento de estimulagao elétrica da SCPd e a medida de vocalizagdes ultra-
sOnicas sdo os modelos animais de ansiedade mais usados neste laboratorio, tanto
para avaliar a agao ansiolitica de drogas, efeitos de manipulagdes da estrutura social
dos animais, como os efeitos de inativagao ou estimulacdo de estruturas do SNC

sobre o funcionamento dos circuitos neurais de medo.

5. MODELOS ANIMAIS UTILIZADOS NESTE ESTUDO
5.1. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O LCE foi validado farmacoldgica, fisiolégica e comportamentalmente como
modelo animal de ansiedade por Pellow e colaboradores (1985), quando
demonstraram que a exposicdo aos bragos abertos do labirinto produzia
comportamentos relacionados a ansiedade. Composto por dois bragos abertos
unidos perpendicularmente a dois bragcos fechados elevados a cinquenta
centimetros do piso, o LCE é um equipamento que pode ser utilizado para o estudo
da ansiedade, aprendizagem e memoria em ratos. Possui a vantagem do conflito ser
gerado entre a exploragdo de um novo ambiente e a esquiva de areas abertas, que
podem levar tanto ao impulso de exploragdo como ao impulso de medo gerando
assim, conflito de aproximacgao-evitacdo. Além disso, baseia-se na exploracao

natural do animal, sem a utilizacdo de estimulos aversivos ou dolorosos
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(Montgomery e Monkman, 1955) ou treinos prolongados. Os aspectos dos bragos
abertos que levam o animal a passar pela experiéncia da situagao de conflito sdo a

aversao inata do animal a lugares abertos e iluminados, a altura e a impossibilidade

do animal realizar a tigmotaxia (Treit et al, 1993).

(A) Fotografia do labirinto em cruz elevado, equipamento utilizado para avaliagdo dos indices de
ansiedade dos animais controle e abstinentes de alcool. (B) Exploragdo pelo animal em um dos
bragos abertos do equipamento.

5.2. Inibic&o pré-pulso

A apresentacdo de um estimulo sonoro de pequena intensidade, alguns
milisegundos antes de um estimulo acustico intenso, reduz a resposta de
sobressalto a ele associada. Esta condicdo conhecida como inibicdo pré-pulso tem
sido utilizada como modelo animal de atencao (Hoffman e Ison, 1980; Kock, 1999).
Como diversos disturbios mentais causam um prejuizo da atengdo — que séao
medidos por déficits na inibicao pré-pulso, este modelo tem sido util no estudo do
funcionamento dos processos sensoriais alterados em disturbios mentais como a

esquizofrenia e o abuso de drogas.
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Esquema representativo dos efeitos da apresentagdo de um pré-pulso (som de baixa intensidade)
sobre a resposta de sobressalto induzida por um estimulo acustico.

O reflexo de sobressalto (RS) é uma rapida contracdo da musculatura
esquelética a um estimulo sensorial subito e intenso (Davis, 1993). Em humanos, a
“‘via de sobressalto” consiste em uma propulsdo da cabega para frente e de uma
reacao de flexao descendente, estendendo-se pelo tronco e joelhos (Grillon, 2002).

A amplitude e a laténcia do RS pode ser mensurada registrando-se o reflexo do
piscar dos olhos (Grillon, 2002). Em animais, o sobressalto € mensurado através do
reflexo do corpo. Acompanhando a atividade motora caracterizada pelo sobressalto,
ha uma supressao do comportamento em curso e um aumento da frequéncia
cardiaca (Koch, 1999). A duracdo do RS & um periodo curto, aproximadamente
200ms, antes que movimentos evasivos possam ocorrer (Frankland e Yeomans,

1995).
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N/

Esquema representativo da resposta de sobressalto induzida. A apresentagéo de um estimulo sonoro
de alta intensidade produz, 30 ms apds, uma resposta de sobressalto. Adaptado de Kock (1999).

Constituindo-se na preparagéo para a resposta de luta ou fuga do animal, o RS
sugere uma funcdo adaptativa de protegcdo contra injurias provenientes de um
predador. Ao promover a contragdo de todos os musculos do corpo, especialmente
os dorsais do pescogo, se reduz a exposi¢cao dessa area bastante vulneravel e alvo
frequentemente preferencial de predadores, e também a danos em potencial
resultante de um ataque pelas costas. O RS constitui-se, portanto, em uma resposta
protetora difusa, encontrada em todas as espécies de mamiferos estudadas (Koch,
1999).

A amplitude da resposta de sobressalto pode ser modulada por diversas
variaveis como intervalo entre estimulos (Davis, 1970), diferencas genéticas (Glowa

e Hansen, 1994), variabilidade entre sujeitos (Plappert et al, 1993), ambiente
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acustico, como ruidos de fundo (Hoffman e Fleshler, 1963), iluminagcdo (Walker e
Davis, 1997) e por drogas (Davis et al, 1980). A inibicao pré-pulso serve, portanto,
como uma ferramenta comportamental importante para a investigacdo de
mecanismos de plasticidade sensério-motora. Também, os resultados obtidos em
estudos com animais tém sido generalizados para humanos, o que implica que
mecanismos neurais subjacentes a inibigdo pré-pulso, e suas formas de plasticidade
em ratos podem auxiliar na compreensdo da integragdo sensoério-motora em
humanos (Koch, 1999).

Animais que tém preferéncia ao alcool respondem mais ao sobressalto sozinho
e ao sobressalto potencializado pelo medo condicionado (McKinzie et al, 2000).
Ratos adictos exibem reagdo de medo excessivo em modelos de medo
condicionado (Rorick et al, 2003). Quando expostos a varias experiéncias de
abstinéncias, uma quantidade moderada de alcool leva a sensibilizacdo de

comportamentos relacionados a ansiedade (Overstreet, 2002).

5.3. Vocalizag¢@es ultra-sénicas (VUS)

E sabido que a deteccdo e a emissdo de sinais na freqiiéncia de ultra-som
podem estar associada a sinalizagcdo de situacdes ameacadoras ou a producio de
estados aversivos (Sales e Pye, 1974; Oswalt e Meier, 1975; Amsel et al, 1977;
Hofer e Shair, 1978; Lyons e Banks, 1982; Takahashi et al, 1983; Cuomo et al, 1988;
Kaltwasser, 1991; Blanchard et al, 1991; Brudzynski e Ociepa, 1992) assim como a
situagdes de recompensa social e encontros sexuais (Oswalt e Meier, 1975; Conely
e Bell, 1978; Hofer e Shair, 1978; Anisko et al, 1978; Hennessy et al, 1980).

O registro de VUS tem sido considerado uma medida segura da resposta de

medo, eliciada por estimulos aversivos em animais de laboratério (Blanchard et al,
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1991; Blanchard et al, 1993; Vivian et al, 1994; Brudzynski e Barnabi, 1996; Beckett
et al, 1996; Commissaris et al, 1998; Commissaris et al, 2000).

Diante disso, diversos experimentos tém demonstrado que experiéncias
aversivas evocam predominantemente vocalizagbes com freqléncia de
aproximadamente 22 kHz (Tonoue et al, 1986; Cuomo et al, 1988; Blanchard et al,
1991). Ratos adultos emitem VUS na faixa de frequéncia de 22 kHz diante de
situagdes estressantes ou potencialmente perigosas como, por exemplo, diante de
um predador (Cuomo et al, 1988; Kaltwasser, 1991; Blanchard et al, 1991;
Brudzynski e Ociepa, 1992; Blanchard et al, 1993). Diversos outros experimentos
demonstraram o vinculo existente entre VUS e estados aversivos. Ansel e
colaboradores (1977) mostraram que a emissao de ultra-sons por ratos recém-
nascidos, como resultado de auséncia de recompensa em experimentos de
aprendizagem e extingdo, pode ser um indicativo de estado aversivo. Takahashi e
colaboradores (1983) analisaram a emissao de ultra-som por ratos residentes
durante encontros agressivos. Outros experimentos demonstraram que as VUS
podem ser inibidas pela administracdo de benzodiazepinicos e opidides (Insel et al,
1986; Cuomo et al, 1988; Kaltwasser, 1991; Vivian et al, 1994; Goodwin et al, 1994;
Jourdan et al, 1998).

Animais que apresentam preferéncia ao alcool respondem mais ao
sobressalto sozinho e ao sobressalto potencializado pelo medo condicionado
(McKinzie et al, 2000). Ratos adictos exibem reacao de medo excessivo em modelos
de medo condicionado (Rorick et al, 2003). E, quando expostos a varias
experiéncias de abstinéncias, uma quantidade moderada de alcool leva a
sensibilizacdo de comportamentos relacionados a ansiedade (Overstreet et al,

2002).
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Os relatos acima demonstram que a abstinéncia de alcool facilita a ocorréncia
de respostas emocionais negativas exageradas, principalmente medo e ansiedade.
Nesse sentido € sabido que boa parte dos estados emocionais alterados presentes
durante a abstinéncia de uma droga de abuso € comumente observada em animais
expostos a situagdes de perigo, ou a partir da estimulagao elétrica ou quimica de
estruturas do tronco cerebral pertencentes ao sistema encefélico aversivo, tais como
a amigdala, o hipotalamo medial, os coliculos superiores e inferiores, e a SCP
(Brandao et al, 1999), o que sugere a implicacado de mecanismos neurobioldgicos
analogos, tanto na ansiedade promovida pela abstinéncia de alcool quanto naquela

induzida por estimulos que produzem medo.
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Obijetivos

2.1. Objetivo Geral

2.1.1. Investigar se a SCPd esta vinculada ao medo induzido pela suspenséo da

ingestao crbénica de alcool.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Verificar os efeitos da abstinéncia de alcool no labirinto em cruz elevado, um

modelo animal de ansiedade.

2.2.2. Verificar os efeitos da abstinéncia de alcool sobre os processos atencionais

através do modelo animal de atencdo conhecido como inibicdo pré-pulso.

2.2.3. Verificar os efeitos da abstinéncia de alcool sobre os limiares de
congelamento e fuga determinados pelo procedimento de estimulagéo elétrica da

SCPd e sobre as vocalizagdes ultra-sbnicas induzidas por esta estimulagao.

26



MATERIAIS E METODOS



Materiais e Métodos

3. Metodologia Geral
Animais

Ratos Wistar machos, ingénuos, pesando entre 180-190 g, provenientes do
biotério central da USP/RP foram alojados, inicialmente, em grupos de 04 em caixas
de acrilico (40 x 33 x 18 cm) forradas com raspas de madeira (maravalha) trocadas a
cada trés dias. Os animais foram mantidos em um biotério setorial com temperatura
controlada (23°C + 1°C) e ciclo de iluminagao de 12 x 12 h (inicio as 7 horas). Antes
do inicio do tratamento, os animais permaneceram trés dias no biotério para
habituacdo as condi¢cdes de alojamento, recebendo agua e ragdo comercial, e mais
dois dias nos quais foi oferecida apenas uma dieta liquida a base de Sustagem M
(Mead-Johnson, Brasil) com vitaminas e sais minerais (1,3 Kcal/ml) como unica fonte
de alimentacdo. Apds esses cinco dias, os animais que mantiveram ou diminuiram
de peso — em relagdo ao dia da chegada ao biotério, foram descartados dos
experimentos. Os ratos tiveram livre acesso a agua durante todo o periodo
experimental. Os protocolos experimentais foram utilizados de acordo com as
normas para animais experimentais da SBNeC (Sociedade Brasileira de

Neurociéncias e Comportamento).

Procedimento para indu¢édo da dependéncia de alcool

O tratamento selecionado para induzir a dependéncia ao alcool foi o método
semi-voluntario de dieta liquida. Apés o periodo de habituagdo as condi¢cdes do
biotério e adaptacdo a dieta liquida, iniciou-se o tratamento para inducdo de
dependéncia ao alcool. Os animais foram divididos em dois grupos experimentais:

Grupo 1 (Controle) e Grupo 2 (Abstinente), nos quais os animais recebiam dieta
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liquida sem alcool e com alcool, respectivamente. Estes grupos foram divididos em
dois subgrupos: 12 e 48 horas, nas quais os tratamentos eram interrompidos apos

estes periodos.

Os animais do grupo controle receberam uma dieta contendo 68,44 g de
Sustagem M sabor chocolate diluida em um volume de 240 ml de agua/dia (4
animais por caixa) durante 21 dias. Apos esse periodo, recebiam as dietas liquidas
sem alcool por mais dois dias (23 dias). Os animais do grupo experimental também
receberam, por 21 dias, a mesma quantidade de Sustagem M diluida em um mesmo
volume, sendo adicionado a esta mistura diferentes concentragées de alcool
(CH3CH,0H). Nos dois primeiros dias do tratamento, a concentragcéo de alcool foi de
6%. ApoOs esse periodo e até o término dos experimentos (3° ao 21° dia), a
concentracao foi de 8% de alcool. Apds esse periodo, houve a suspensao do alcool

na dieta e os animais recebiam as dietas liquidas sem alcool por dois dias (23 dias).

Experimento |

EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE OS INDICES DE ANSIEDADE

DE RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

3.1.1. Aparatos

Foi utilizado o labirinto em cruz elevado (LCE) que consiste de dois bragos
abertos (50x10 cm) unidos perpendicularmente a dois bragos fechados (50x10x40
cm) todo confeccionado em madeira, com o teto aberto, elevado a 50 cm do piso

(Pellow et al, 1985).
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O registro dos comportamentos no LCE foi feito dentro de uma sala
refrigerada com ruido de fundo constante (50 dB) através de uma cémera
(Everfocus, USA) ligada a um monitor e um video-cassete, externos a sala
experimental, o que possibilitou a gravacdo dos comportamentos para posterior

analise.

3.1.2. Procedimentos

O animal foi colocado no centro do labirinto, com a cabega voltada para um
dos bracos fechados, segundo os grupos e condi¢cdes descritas no delineamento
experimental abaixo. O teste consistiu em uma uUnica sessao de 5 minutos. Apds
cada sessao o animal era retirado do labirinto e levado ao biotério, e o aparelho

limpo com alcool 20% e seco com um papel absorvente.

3.1.3. Medidas comportamentais

O desempenho dos animais no teste do LCE foi avaliado a partir do registro
das medidas tradicionalmente utilizadas neste teste: a freqiéncia de entradas nos
bragos abertos e bragos fechados, o tempo total e porcentagem de tempo de

permanéncia nos bracos abertos.

As categorias comportamentais: numero de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos, porcentagem de entradas e tempo nos bragos
abertos foram validadas comportamental e farmacologicamente para ratos (Pellow et
al,,1985) e camundongos (Lister, 1987; Rodgers and Cole, 1993) e sao utilizadas

como indicadores de ansiedade.
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As medidas comportamentais no teste do LCE foram definidas
operacionalmente de acordo com trabalhos anteriores desse laboratério (Cruz et al,

1994; Anseloni e Brandao, 1997):

Entradas nos bracos fechados: Considerado como todas as vezes que o animal

entrou, com as quatro patas, em um dos bragos fechados do labirinto, e reflete a

atividade locomotora geral do animal.

Porcentagem de entradas nos bracos abertos: obtido através da relacdo entre o

numero de entradas nos bragos abertos pelo numero total de entradas (abertos +

fechados) x 100;

Porcentagem de tempo de permanéncia nos bracos abertos: obtido através da

relacdo entre o tempo gasto nos bragos abertos pelo tempo total despendido no

teste (abertos + fechados).

3.1.4. Andlise Estatistica

Os dados obtidos no LCE foram analisados utilizando teste t de Student, 12
ou 48 horas apods a interrup¢ao do tratamento crénico com alcool, para cada variavel

em estudo. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE OS INDICES DE ANSIEDADE DE RATOS SUBMETIDOS AO TESTE DO

Grupos Habituacgéo

1° ao 3° dia 4° e 5° dia
Controle

1° ao 3° dia 4° e 5° dia

1° ao 3° dia 4° e 5° dia

Experimental
1° ao 3° dia 4° e 5° dia

f f

Chegada ao Introdugéo da
biotério dieta liquida

Dep = dependéncia
Abst = abstinéncia
n total = 48 animais

EXPERMENTO | — DELINEAMENTO

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

1°e 2° dia
Sustagem M
Sustagem M
Sustagem M + Alcool 6%

Sustagem M + Alcool 6%

f

Inicio do
tratamento

Tratamento
3° ao 21°dia
Sustagem M
Sustagem M
Sustagem M + Alcool 8%

Sustagem M + Alcool 8%

Testes
12 hs 48 hs
Dep 1 *
* Dep 2
Dep 1 *
* Dep 2

f

Fim do
tratamento
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Expermento Il

EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE A AMPLITUDE DA RESPOSTA

DE SOBRESSALTO E INIBICAO PRE-PULSO

3.2.1. Aparatos

A resposta de sobressalto foi registrada através de um estabilimetro sensivel
a pressao (PHM 250-60, Med Associates). Firmemente fixada ao estabilimetro
estava uma gaiola de contensdo com dimensdes internas de 16,5 x 9,5 x 7,6 cm,
suspensa em uma armagao de PVC de 25 x 13,5 x 9,0 cm (ENV-262A, Med
Associates) na qual os animais permaneceram durante todo o tempo do teste. Essas
gaiolas foram colocadas separadamente em duas caixas idénticas (64 x 60 x 40 cm),
com revestimento interno de espuma com finalidade de isolamento acustico (ENV-

018S, Med Associates).

A resposta de sobressalto do animal gerou uma pressao na plataforma, que
foi captada por sensores, amplificada (PHM250-60; Med Associates), convertida de
sinal analdgico para sinal digital e analisada por um software especifico (Startle
Reflex 4,1v; Med Associates) que armazenou e representou graficamente os dados
(apresentacao dos estimulos, tipo, duracao e intensidade da resposta) através de
uma interface (Dig 729, Med Associates). A resposta de sobressalto foi medida
durante os primeiros 200 ms apds a apresentacdo do estimulo de sobressalto. O
estimulo de sobressalto acustico foi um ruido branco de intensidade de 100 dB,
duracédo de 50 ms e rise-decay de 5 ms, sendo liberado dentro das caixas de
isolamento acustico por um alto-falante localizado a 10 cm de distancia da gaiola de

contengao. O ruido de fundo foi apresentado pelo mesmo alto-falante, que gerou um
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ruido branco de 55 dB. Uma lampada vermelha (6 W), instalada em cada caixa,
permitiu a observagdo dos animais por meio de uma camera de video instalada no
seu interior. As plataformas foram calibradas sempre no inicio de cada experimento,

para garantir igual nivel de sensibilidade entre elas.

3.2.2. Procedimentos

Um quadro geral com o delineamento experimental desse estudo esta

apresentado na Tabela 2 na pagina 35.

Linha de base: A sessao experimental consistiu inicialmente na habituacdo do

animal a condicao experimental por um periodo de 5 minutos, sendo logo em
seguida iniciado, o teste. Todos os animais foram submetidos, durante a sesséao
experimental, a 10 estimulos sonoros (100 dB, 50 ms), com intervalo variavel (30 a
90 s) sendo registrada entdo a amplitude de 10 respostas de sobressalto, que no fim

da sessao foram promediadas. Esta sessado durou aproximadamente 10 minutos.

InibicAo pré-pulso: Durante a sessdo de PPI, trés condicdes experimentais foram

apresentadas: Som (100 dB), pré-pulso (50 dB) e pré-pulso + som (com 30 ms de
intervalo entre eles). Foram apresentadas 60 tentativas aleatérias (20 som, 20 pré-
pulso, 20 pré-pulso + som), com intervalo randémico de 30 a 90 segundos entre

elas.

3.2.5. Andlise estatistica

Os dados obtidos nas sessdes de sobressalto e PPl foram analisados
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utilizando ANOVA de dois fatores (fator 1: controle x tratado; fator 2: pulso x pré-
pulso + pulso) dentro de cada condigdo experimental (abstinéncia 12 ou 48 h). Em
caso de significancia estatistica, todas as analises foram seguidas pelo teste post-
hoc de Tukey. O PPI foi expresso como porcentagem da inibicdo da resposta de
sobressalto. O nivel dessa inibicdo é dado pela férmula: (100 — [amplitude do
sobressalto nas tentativas pré-pulso + pulso / amplitude do sobressalto nas
tentativas s6 pulso] x 100). Foi utilizado o teste t de Student para avaliagdo da
significAncia estatistica. Em ambos os casos, para critérios de significancia foi

considerado p<0,05.
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EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE A AMPLITUDE DA RESPOSTA DE SOBRESSALTO E INIBICAO PRE-

Grupos Habituagao
5
Controle
5
5

Experimental

Dep= dependéncia

pP = pré-pulso

LB = linha de base

n total = 53 animais

EXPERMENTO Il - DELINEAMENTO

LB

10 estimulos

(100 dB, 50 ms)

PULSO

Som /pP/pP +som

60 estimulos
20 som (100 dB)
20 pP (80 dB)

20 pP + som

f

Intervalo de 30 ms

Teste

48 h

Dep 2

Dep 2

!

Abstinéncia
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Experimento Il

EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE OS LIMIARES DE
CONGELAMENTO E FUGA DETERMINADAS PELA ESTIMULACAO ELETRICA

DA SCPd E SOBRE AS VOCALIZACOES ULTRA-SONICAS

3.3.1. Cirurgia

Cada animal foi anestesiado com tribromo ethanol (Sigma-Aldrich, EUA), por
injecdo i.p. na concentragdo de 250 mg/Kg, volume de 1 mil/kg, e levado
posteriormente a um aparelho estereotaxico digital (Insight, Brasil) onde teve o
cranio fixado pelo rochedo temporal e incisivos superiores. Apds tricotomia, uma
injecao subcutanea de 0,2 ml de lidocaina a 2% (Harvey, Brasil) foi aplicada na area
de incisdo. Logo apds, o tecido subcutaneo e o periésteo foram removidos (por
raspagem, com auxilio de pinga e algodao). Ja com a superficie craniana exposta e
ajustada em posicao horizontal, entre bregma e lambda, trés orificios foram feitos
nos 0ssos parietais através de uma broca elétrica (Foredom, EUA) para fixagdo da
protese ao cranio do animal. Em seguida, tomando-se o bregma como referéncia, foi
feito um orificio para implante de um eletrodo bipolar (7mm x 150um), isolados em
toda a sua extensdo — com exceg¢do da seccao transversal, e direcionados a parte
dorsal da substancia cinzenta periaquedutal (SCPd), segundo as coordenadas do
Atlas de Paxinos e Watson (1997): antero-posterior = -7,0 mm; médio lateral = +0,6
mm; dorso-ventral = -5,0 mm. Posteriormente, foi feito mais dois orificios onde foram
colocados dois parafusos de acgo inoxidavel. Parafusos e cranio foram revestidos
com acrilico dental (JET, Brasil) para fixacao do eletrodo. Ao término da cirurgia

cada animal recebeu, por via intramuscular, uma inje¢ao de pentabidtico 60.000UlI.
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3.3.2. Aparatos

Estimulacéo elétrica: Para monitorar e analisar as respostas de congelamento e fuga

induzida pela estimulagao elétrica da SCPd foi utilizada uma caixa experimental (30
x 18 x 25 cm) com piso e paredes de barras de aco inoxidavel, pintadas com verniz
isolante para evitar a ressonancia induzida pelas altas freqtiéncias, espacadas 12
mm entre si, situada dentro de uma camara de isolamento acustico (60 x 40 x 45 cm)
cuja ventilacao oferecia um ruido constante de 30 dB. A iluminagao foi fornecida por
uma lampada vermelha, 15 W, localizada no topo da caixa de isolamento. Para o
procedimento de estimulagcéo elétrica foram utilizados um estimulador de corrente
continua, um osciloscopio (Philips, EUA), swievel e cabos para estimulagao (Plastics
One, EUA). As respostas de congelamento e fuga foram monitoradas através de um
sistema de video-cAmera, localizada na parede traseira da caixa de

condicionamento, 12 cm acima do piso inferior.

Vocalizacao ultra-sénica (VUS): As vocalizagdes ultra-sdnicas (20 - 26 kHz) foram

medidas por 4 detectores Mini-3 Bat (Ultra Sound Advice, UK). Apds passar por um
filtro de audio (Noldus Inc. EUA) o sinal foi enviado a um computador, digitalizado e
registrado pelo software Ultravox (Noldus Inc. EUA). As VUS foram registradas
durante 5 minutos, imediatamente apds o surgimento da resposta comportamental

de congelamento e fuga, para cada animal em estudo.
3.3.3. Limiares aversivos

O limiar de congelamento foi estabelecido como sendo a mais baixa
intensidade de corrente capaz de produzir a resposta de congelamento — aqui

definido como imobilidade total do animal (exceto as vibrissas), acompanhada de
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pelo menos duas das seguintes respostas: retragdo das orelhas, arqueamento do
dorso, piloeregao, exoftalmia, micgéo, defecagao. O limiar de fuga foi estabelecido
como a mais baixa intensidade de corrente necessaria para produzir corridas e

saltos.

3.3.4. Procedimentos

Cinco dias antes do fim do tratamento (16° dia) foram realizadas as cirurgias
para implante dos eletrodos na substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd) dos
animais. Cada animal foi testado individualmente, sendo colocado na caixa

experimental, para habituacdo, 5 minutos antes do teste.

O pré-teste (limiar basal) foi realizado aos 21 dias de tratamento (ultimo dia de
dependéncia) e o teste, 48 horas apds a suspensdo da administracdo de etanol
(periodo de abstinéncia). Apdés esse tempo, foi iniciado o procedimento de
estimulagao cerebral, através de um estimulador de onda senoidal. A corrente de
estimulacao foi monitorada, através de uma queda de tensdo em cima de um resistor
de 1KQ, com um osciloscopio (Philips, EUA). Os estimulos elétricos (AC, 60 Hz, 15
seg) foram apresentados a intervalos variaveis (30 a 90 seg) com a intensidade de
corrente aumentando gradualmente a passos de 5 pA. Animais que apresentaram
limiares acima de 200 pA foram descartados do experimento. Cada animal de cada

grupo foi testado no periodo de dependéncia e no periodo de abstinéncia.

3.3.5. Histologia

Ao término dos experimentos, os animais foram anestesiados com uretana,
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perfundidos intraventricularmente com salina 0,9%, seguido de solugdo de
paraformoldeido 4%. Apds decapitagdo, os cérebros foram removidos e submersos
em solugcdo de sacarose 30% por dois dias. Os cérebros foram congelados e
fatiados em um micrétomo, em cortes seriais de 60 um, com o objetivo de verificar o
local exato da insergao do eletrodo e consequente estimulacao elétrica, de acordo
com o Atlas Paxinos e Watson (1997). Os animais que tiveram eletrodos

implantados fora da SCPd foram descartados do experimento.

3.3.6. Analise estatistica

Os limiares de congelamento e fuga obtidos durante as sessbes de
estimulacao elétrica foram analisados utilizando o teste t de Student comparando os
grupos controle e tratado. Os indices de vocalizagao ultra-sbénica foram analisados
com a ANOVA de dois fatores sendo: fator 1 = grupos (controle e tratado), e fator 2 =
freqUéncias. Em caso de significancia estatistica, todas as analises foram seguidas

pelo teste post-hoc de Tukey, com p<0,05.
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EXPERIMENTO Ill - DELINEAMENTO

EFEITOS DA ABSTINENCIA DE ALCOOL SOBRE OS LIMIARES DE ESTIMULACAO ELETRICA E VUS INDUZIDOS PELA
ESTIMULACAO ELETRICA DA SCPD

Grupos Habituagao
5
Controle
5

Experimental

CG = congelamento
FG = fuga

VUS = vocalizagdes ultra-sbnicas

Pré-Teste
VUS FG
kHz pA
kHz pA

Tempo
VUS CG
kHz 48 h A
kHz 48 h pA
Abstinéncia

Estimulo: Corrente continua, 60 Hz, com duragao de 10 segundos, a passos de 5 pA.
Intervalo médio entre estimulagdes: 60 segundos.

n total = 20 animais

Teste
FG VUS
A kHz
pA kHz
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Resultados

4.1. Experimento |

Neste experimento procuramos avaliar a extensao dos efeitos aversivos
decorrentes da suspensio do tratamento crénico com alcool em ratos submetidos ao
teste do LCE. Estes efeitos aversivos ja sdo evidentes 12 horas apos a retirada do
alcool da dieta. O teste t de Student mostrou uma diminuigdo estatisticamente
significativa na frequéncia de entrada (t2 = 8,52, p<0,05), no tempo de permanéncia
nos bragos abertos (t22 = 6,57, p<0,05) e na porcentagem de tempo no labirinto (t22
= 6,17, p<0,05) dos animais abstinentes de alcool por 12 horas, quando comparados
ao controle. De forma similar, ocorreu uma diminui¢ao significativa na frequéncia de
entradas (ty2 = 5,98, p<0,05) (Fig.1), no tempo de permanéncia nos bragos abertos
do labirinto (t2 = 4,65, p<0,05) e na porcentagem de tempo (t2 = 6,81, p<0,05), 48
horas apds a suspensao do tratamento (Fig. 2). O teste também mostrou que nao
houve alteracbes significativas no niumero de entradas nos bragos fechados dos
animais abstinentes, quando comparado ao grupo controle, tanto 12 horas (tx; =

0,98, p>0,05) quanto 48 horas (t22 = 0,96, p>0,05) apds a suspensao do tratamento.
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FREQUENCIA

Resultados

y Y
) T% *Z T% *%

Fig.1 — Efeitos da suspensdo do tratamento crénico com alcool (ETOH) sobre a frequéncia de
entradas nos bragos abertos e fechados do LCE (Média £ EPM). Os animais foram testados 12 ou 48
horas apds o término do tratamento. n=12 para cada grupo. * significa p<0,05 em relagdo ao grupo

controle, dentro de cada condigdo (12 ou 48 horas).

42



Resultados

TEMPO DE PERMANENCIA NOS BA

60 -

40 ~ *

TEMPO (s)
w
o

T .
20 - ? /%
U7 7
Controle ETOH Controle ETOH
12 h 48 h
40 ~
g 30 -
I T A
o
% 10 - % é

Controle ETOH Controle ETOH

12h 48 h

Fig.2 — Efeitos da suspensao do tratamento crénico com alcool (ETOH) sobre o tempo e porcentagem
de tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE (Média + EPM). Os animais foram testados 12
ou 48 horas apo6s o término do tratamento. n=12 para cada grupo. * significa p<0,05 em relagéo ao
grupo controle, dentro de cada condi¢ao (12 ou 48 horas).

43



Resultados

4.2. Experimento |l

Nesse experimento analisamos os efeitos decorrentes da suspensdao do
tratamento crénico com alcool sobre o desempenho de ratos no teste de inibicdo
pré-pulso. A ANOVA de dois fatores (two-way) com medidas repetidas (tratamento x
condi¢do) demonstrou que, 12 horas apds a suspensao do tratamento crénico com
alcool, nao foi verificada qualquer alteragdo na amplitude média de sobressalto (F1 29
= 1,21, p>0,05). A apresentagao de um estimulo sonoro de baixa intensidade (pré-
pulso) imediatamente antes do estimulo que gera a resposta de sobressalto foi
efetiva em reduzir a amplitude dessa resposta em ambos os grupos, controle e
abstinente (F1 29 = 20,35, p<0,05), ndo havendo, no entanto, qualquer interagédo entre
os fatores (F129 = 0,86, p>0,05). Este padrdo de respostas se repetiu nos grupos
testados 48 horas apds o término do tratamento (Fig. 3). A ANOVA de dois fatores
com medidas repetidas mostrou que a resposta de sobressalto a um som intenso se
mantém preservada (F129 = 0,22, p>0,05) e que a apresentagao do pré-pulso reduz a
amplitude dessa resposta em ambos grupos (F;29=35,51, p<0,05). N&do houve
interacdo entre os dois fatores (Fi29 = 0,48, p>0,05). O teste t de Student nado
mostrou qualquer efeito do tratamento sobre a porcentagem de inibicao pré-pulso
(PPI) tanto na condigédo 12 (ty2 = -1,33; p>0,05) quanto na de 48 horas (tx; = -1,61;

p>0,05).
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Fig.3 — Efeitos da suspensdo do tratamento crénico com alcool (ETOH) sobre a amplitude da
resposta de sobressalto, pré-pulso e porcentagem de inibicdo da resposta de sobressalto, pela
apresentacao de um som de baixa intensidade (PPI), induzidos por um estimulo sonoro (Média +
EPM). Os animais foram testados 12 ou 48 horas apds o término do tratamento. n=12 para o grupo
controle e n=22 para o grupo ETOH. # significa p<0,05 em relagédo ao som.
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4.3. Experimento Il

Este experimento foi idealizado para avaliar a influéncia da abstinéncia de
alcool sobre os limiares aversivos e vocalizagdo ultra-sénica induzidos pela
estimulacao elétrica da parte dorsal da SCP. O teste t de Student mostrou que a
abstinéncia do tratamento crénico com alcool levou a uma diminui¢ao significativa no
limiar de congelamento (t1s = 3,79, p<0,05) e no limiar de fuga (t1s = 3,70, p<0,05)
dos animais, 48 horas apds a interrupgao (Figuras 5). Com referéncia ao numero e
duracéao das vocalizagdes ultra-sbnicas induzidas pela estimulagao elétrica da SCPd
nos limiares de congelamento, a ANOVA (two-way) com medidas repetidas (2
tratamentos x 4 frequéncias) mostrou que a abstinéncia de alcool praticamente
aboliu essa respostas diminuindo significativamente o numero de vocalizagdes
ocorridas durante a resposta de congelamento (F1,15 = 32,06, p<0,05) e fuga (F1,15 =
14,18, p<0,05) 12 ou 48 horas (congelamento: Fq15 = 11,56, p<0,05; fuga: Fq 15 =
6,22, p<0,05) apods a suspensao do tratamento. A analise post-hoc com o teste de
Newman-Keuls mostrou que a frequéncia de 22 kHz foi praticamente abolida nos
animais submetidos a 12 horas de abstinéncia (Figura 6). Da mesma forma, a
interrupgao do tratamento também afetou a duragao (tempo) das vocalizagbes apds
a estimulagao elétrica da SCPd nos mesmos limiares, com diminui¢ao significativa
das VUS ocorridas durante a resposta de congelamento (F115=14,41, p<0,05) e fuga
(F1,15=12,97, p<0,05) 12 ou 48 horas (congelamento = F415=14,95, p<0,05; fuga =
F115=4,42, p<0,05) apds o término do tratamento. A analise post-hoc de Newman-
Keuls demonstrou que o tratamento diminuiu significativamente o tempo de duragao

das VUS na faixa de 22 kHz (Figura 7).
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Fig.5 — Efeitos da suspensdo do tratamento crénico com alcool (ETOH) sobre os limiares de
congelamento e fuga apds estimulagao elétrica na SCPd (Média + EPM). Os animais foram testados
48 horas apds o término do tratamento. n=10 para cada grupo. * significa p<0,05 em relagdo ao
grupo controle.
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Fig.6 — Efeitos da suspensdo do tratamento crénico com alcool (ETOH) sobre o numero de VUS
induzidas pela estimulacdo elétrica da SCPd (Média £ EPM). Os animais foram testados 48 horas

apos o término do tratamento. n=10 para o grupo controle e n=10 para o grupo ETOH. * significa
p<0,05 em relag&o ao grupo controle.
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Fig.7 — Efeitos da suspensao do tratamento crénico com alcool sobre a duragdo de VUS induzidas
pela estimulagéo elétrica da SCPd (Média £+ EPM). Os animais foram testados 12 (acima) e 48 horas
(abaixo) apods o término do tratamento. ANOVA (two-way) com medidas repetidas, seguida pelo teste
post-hoc de Student-Newman-Keuls. n=8 para o grupo controle e n=9 para o grupo ETOH. * significa
p<0,05 em relag&o ao grupo controle.
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Bregma -7.30 mm

Fig. 8 - (A) Fotomicrografia mostrando um sitio representativo da localizagdo dos eletrodos bipolares
na parte dorsal da substancia cinzenta peiraquedutal dorsal. Barra representa 500 pm. (B)
Localizagdo dos pontos de estimulagdo dos eletrodos bipolares implantados na parte dorsal da
substancia cinzenta periaquedutal dorsal. Circulos abertos representam os pontos de estimulagao nos
animais do grupo controle. Circulos fechados representam os pontos de estimulagdo nos animais
abstinentes de alcool. dPAG = substancia cinzenta periaquedutal dorsal.
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Discussao

Uma série de estudos comportamentais tem demonstrado que a abstinéncia
de diversos tipos de drogas de abuso tais como alcool, benzodiazepinicos,
psicoestimulantes e opidides provoca o aparecimento de disforia, irritabilidade e
ansiedade, acompanhadas de alteragbes sensoriais e autonémicas (Markou et al,
1998; Koob e Le Moal, 2001). Em animais, a retirada provoca efeitos ansiogénicos
no LCE e aversdo condicionada por lugar (Schulteis et al, 1995; Schulteis et al,
1998). Dessa forma, a abstinéncia produz um estado aversivo que pode facilitar ou
potencializar a ocorréncia de respostas de medo e ansiedade a diversos tipos de
estimulos que sinalizam perigo.

O LCE foi primeiramente validado como um modelo animal de ansiedade e
tem sido um dos testes mais utilizados para avaliar efeitos ansioliticos ou
ansiogénicos de drogas ou outras variaveis (Pellow e File, 1986; Anseloni et al,
1995; Anseloni e Brandao, 1997). O uso do LCE neste estudo é baseado no fato da
ansiedade ser considerada um dos principais sintomas da sindrome de abstinéncia
ao etanol (Devaud et al, 1997; Wilson et al, 1998). De fato, ratos que tiveram o uso
crénico de alcool descontinuado por 12 ou 48 horas demonstraram alto nivel de
ansiedade quando testados no LCE. Estes animais permaneceram mais tempo nos
bracos fechados e entraram menos vezes nos bragos abertos do LCE, quando
comparados ao controle, o que caracteriza um tipico perfil ansiogénico. Com estes
resultados validamos novo procedimento de suspensio do uso crbnico do alcool por
21 dias como um modelo de abstinéncia a essa droga.

A reducédo do tempo de permanéncia nos bragos abertos ndo pode ser
atribuida a alteragdes inespecificas na atividade motora, causadas pelo tratamento,
uma vez que a frequiéncia de entradas nos bracgos fechados nos animais abstinentes

nao apresentou diferenga estatisticamente significativa quando comprado com os
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animais controle. Os resultados obtidos corroboram outros relatos ja publicados que
mostram um aumento na frequéncia dos comportamentos defensivos apds a
interrupcao da administracéo cronica de alcool (File, 1994; Rasmussen et al, 2001).
Os efeitos promovidos pela abstinéncia de alcool observados no teste do LCE
seguem um padréo oposto ao produzido pelo tratamento crénico com alcool, que
apresenta um perfil ansiolitico (Kliethermes, 2005, Martijena et al, 2001).

Em nosso trabalho investigamos também os efeitos da abstinéncia de alcool
sobre a atividade motora e atencional de ratos, utilizando os modelos de resposta de
sobressalto e inibicdo pré-pulso, respectivamente. Nossos resultados mostram que a
interrupcao do tratamento crénico com alcool ndo produz, por si s6, qualquer déficit
motor ou atencional nos animais abstinentes, j& que a resposta de sobressalto e a
inibicdo pré-pulso néo se alteraram nos animais abstinentes em comparagao com o
grupo controle. Em conjunto, esses dados indicam que ratos abstinentes de alcool
nao apresentam prejuizo na reatividade motora a um estimulo acustico intenso e
nem alteracdes na sua capacidade de processar estimulos sensoriais em condicoes
que requerem um bom funcionamento de mecanismos atencionais.

Como esperado, e de acordo com varios estudos ja publicados, os resultados
obtidos mostram que o aumento gradual na estimulacéo elétrica da SCPd promove o
aparecimento das respostas de congelamento e fuga (Brandéao et al, 1994; Brandao
et al, 1999). A natureza aversiva dessa estimulagdo tem sido determinada em
paradigmas de esquiva em que ratos aprendem rapidamente a desligar essa
estimulagcao (Brandao et al, 1982). Além disso, injegbes sistémicas ou locais de
agonistas GABAérgicos ou benzodiazepinicos na SCPd reduzem as consequéncias
aversivas dessa estimulagao (Brandao et al, 1982; Brandao et al, 1994; Brandao et

al, 2005). A expressao desses comportamentos defensivos ndo pode ser atribuida a
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estimulagao elétrica de estruturas vizinhas a SCPd, uma vez que comportamentos
caracteristicos da ativacdo do coliculo superior, como rotagées, nao foram
observados neste estudo (Brandao et al, 1994; Brandao et al, 1999).

No presente estudo houve uma redugdo significativa nos limiares de
congelamento e fuga, determinados pela estimulagao elétrica da SCPd, em animais
testados 48 horas apds interrupgao da administracao crénica de alcool. Baseado nas
evidéncias obtidas no experimento anterior com o uso do LCE de que o
procedimento usado para provocar abstinéncia de alcool neste estudo é
ansiogénico, os resultados neste experimento com estimulagao elétrica da SCPd
sugerem que a interrupgédo do uso do alcool leva a um estado aversivo decorrente
da ativagao dessa estrutura. Dessa forma, apds a interrup¢ao da ingestéo crénica de
alcool, a intensidade da corrente elétrica necessaria para eliciar respostas de
congelamento e fuga foi menor nos ratos abstinentes que aquela necessaria para
eliciar a mesma resposta nos animais do grupo controle. Esses resultados estio
relacionados a sensibilizacdo da SCPd a estimulacao elétrica.

Com relagédo aos efeitos da abstinéncia de alcool sobre os indices de
vocalizagao ultra-sénica, nossos resultados mostraram uma redugao significativa na
emissao dessas vocalizagdes, consequiente a estimulagéo elétrica da SCPd, na faixa
de frequéncia de 22 kHz que normalmente estd aumentada quando ratos séao
expostos direta ou indiretamente a estimulos que produzem medo, como a presenca
de um predador ou pistas contextuais que sinalizam perigo iminente. Nossos
resultados corroboram a hipétese que prediz que altos niveis de aversdao promovem
o acionamento de mecanismos neurais diferentes daqueles ativados por estimulos
que eliciam baixos niveis de medo (Nobre e Brandao, 2004; Nunes Mamede Rosa et

al, 2005). Nesse sentido, sabemos que a exposicdo a estimulos moderados de
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medo, como um estimulo condicionado previamente associado com choque nas
patas (aplicado em baixa intensidade de corrente), promove um aumento na
emissao de vocalizagdes ultra-sOnicas na faixa de frequéncia de 22 kHz (Brudzynski
e Chiu, 1995; Nobre et al, 2003). Em ratos ingénuos expostos a pistas ambientais
que sinalizam perigo, as respostas de vocalizagdo aumentam na medida em que
aumenta a intensidade do estimulo (Wohr et al, 2005). Altos niveis de vocalizagbes
ultra-sbnica, durante a expressdo da resposta de congelamento, também sao
obtidos com a utilizagdo de choques nas patas. De forma inversa, a inibicao da
neurotransmissao GABAérgica no coliculo inferior (estrutura pertencente ao sistema
encefalico aversivo e principal relé das vias vias auditivas ascendentes) através da
microinjegdo do inibidor da sintese de GAD semicarbazida, conhecida por seus
efeitos altamente aversivos, promove uma inibicdo acentuada das vocalizagdes
ultra-sbnicas em ratos Wistar (Nobre et al, 2003) da mesma forma como o faz a
abstinéncia de alcool, neste estudo. Por outro lado, um trabalho recente deste
laboratério mostrou que uma funcédo nao-linear pode ocorrer se ratos com uma
experiéncia anterior de estresse sdo novamente submetidos a estimulagédo aversiva,
ou seja, apoés um determinado nivel de estimulagdo aversiva, o numero e a duragao
de vocalizagdes ultra-sbnicas comecga a diminuir (Nunes Mamede Rosa et al, 2005;
Tomazini et al, 2006). Estes achados sugerem que a exposi¢cdo anterior a uma
situacdo de estresse pode, numa exposi¢cao posterior, levar a ativacido dos
substratos neurais da aversdo na SCPd. Como a exposicdo a estimulos que
promovem medo intenso, como um ataque predatério iminente ou a estimulagao
prolongada do teto mesencefalico induzem uma redugdo nas vocalizagbes ultra-
sbnicas na faixa de 22 kHz, tem sido sugerido que este padrao de resposta pode

resultar da ativagdo dos substratos neurais do medo nesta regido mesencefalica
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(Nobre e Brandao, 2004; Brandao et al, 2005). Dessa forma, parece que as
respostas defensivas a estimulos aversivos seguem uma fungdo nao-monotonica,
dependendo entdo do tipo ou da intensidade da estimulacéo aversiva.

De forma geral, nossos resultados confirmam a teoria que prediz que as
respostas defensivas sdo hierarquicamente organizadas, assim como distintas
respostas defensivas dentro de uma mesma reacao de defesa podem ser eliciadas
por estimulos aversivos de diferentes intensidades (Blanchard e Blanchard 1969).
Por exemplo, o comportamento de alerta resulta da apresentacdo de estimulos
distais enquanto que a resposta de congelamento é o resultado da apresentagcao de
estimulos proximais ou de média intensidade. Nesse sentido, enquanto os estimulos
condicionados supostamente ativam estruturas prosencefalicas, como hipocampo e
amigdala, a exposigdo a um estressor incontrolavel, como um ataque predatério
iminente, por exemplo, parece ativar estruturas mesencefalicas como a SCPd
(Graeff, 2004; Brandao et al, 2005). A abstinéncia de drogas de abuso, em nosso
caso o alcool, que apresenta a caracteristica de um estressor incontrolavel, pode se
enquadrar na ultima categoria de estimulagcédo aversiva. De fato, o baixo indice de
vocalizagdes ultra-sbnicas e o aumento na reatividade a estimulagdo da SCPd,
foram os principais efeitos comportamentais derivados da interrupgcao da ingestao
cronica de alcool.

Além de induzir uma reatividade emocional exagerada, a abstinéncia a
maioria das drogas de abuso induz um déficit na expressdo da resposta de fuga
(Lacerra et al, 1999). Além disso, a exposi¢ao a experiéncias aversivas inescapaveis
vai resultar, posteriormente, na expressao de respostas emocionais exageradas,
principalmente medo e ansiedade (Martijena et al, 1997; Zurita et al, 2000;

Rodriguez Manzanares et al, 2005). A ativagao dos circuitos neurais da aversao na
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SCPd parece entao estar subjacente a expressdo dos comportamentos defensivos
observados em animais com experiéncia prévia de estresse (Santos et al, 2005).
Portanto, os resultados obtidos no presente estudo nos levam a especular se a
interrupcdo abrupta ao acesso ao estimulo reforcador — como a abstinéncia de
alcool, ou outra droga — promove a expressao de respostas defensivas similares
aquelas induzidas pela estimulacao elétrica da SCPd.

A ingestdo crbnica de alcool causa danos irreversiveis a integridade
microestrutural de varias areas cerebrais, oscilando desde alteracbes na
diferenciagao neuronial, a inibicdo de fatores neurotréficos cerebrais que modulam a
comunicagao intracelular e morte celular (O'Neill et al, 2001; Li et al, 2004).
Entretanto, nossos resultados ndo podem ser atribuidos a possiveis lesées na SCPd
induzidas pelo tratamento cronico com alcool, ja que lesbes nessa area
frequentemente causam aumento nos limiares aversivos determinados pela
estimulacao elétrica da SCPd, o que nao ocorreu no presente estudo.

De forma geral, os presentes resultados mostram que a abstinéncia de alcool
promove um estado aversivo decorrente da ativagcao dos substratos neurais do medo
incondicionado na SCPd. Entretanto, nenhuma alteragao significativa foi observada
na resposta de sobressalto ou inibicdo pré-pulso nos animais testados, indicando
que as alteragbes emocionais observadas foram determinadas por um incremento
da atividade da SCPd destes animais aos estimulos aversivos da abstinéncia de
alcool, sem qualquer comprometimento motor ou atencional. O mesmo tipo de
interacao (estimulagao da SCPd e interrupg¢ao do uso crénico de alcool) foi eficaz em
reduzir as respostas de vocalizagao ultra-sbnica que acompanham as respostas de
congelamento e fuga. Esses achados sao indicativos de que a abstinéncia ao alcool

sensibiliza os substratos neurais do medo na SCPd. A redugdo tanto no numero
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quanto na duragdo das vocalizagbes ultra-sbnicas obtidas no presente estudo é
usualmente observada em animais expostos a estressores incontrolaveis, como um
ataque iminente por um predador. A similaridade entre respostas dos neurdnios da
SCPd a estimulagdo que produz medo intenso e os efeitos da abstinéncia de alcool

sugere que ambas condigdes compartilham o mesmo substrato neurobioldgico.
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Conclusdes

1. A abstinéncia de alcool em ratos submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado
promove efeitos ansiogénicos significativos. Estes resultados validam o nosso

procedimento com o uso crénico de alcool como um modelo animal de dependéncia.

2. A interrupgdo abrupta no consumo de alcool potencializa os efeitos

comportamentais induzidos pela estimulacao elétrica da SCPd.

3. A abstinéncia de alcool apds tratamento crénico também promove uma redugéao

nas VUS, a exemplo do que ocorre com a estimulagao prolongada da SCPd.

4. A SCPd pode estar vinculada ao medo induzido pela retirada de alcool ou seja, o
estado aversivo da sindrome de abstinéncia de alcool pode ser decorrente da

ativacao dos substratos neurais do medo na SCPd.

5. Os efeitos aversivos da abstinéncia de alcool ndo podem ser atribuidos a uma
alteracdo sensorial ou motora, uma vez que 0s animais nessa condigdo n&o
apresentaram qualquer alteracao no reflexo de sobressalto a um som intenso ou na

inibicdo pré-pulso.
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Resumo

Ainda nao estao claros quais sdo os substratos neurais ativados pelos efeitos
aversivos da abstinéncia de alcool. Um candidato na promogao desses efeitos € a
substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd), uma estrutura do sistema cerebral
aversivo. O principal objetivo deste trabalho foi examinar o papel da SCPd como um
possivel local dos efeitos aversivos decorrentes da suspensao abrupta de alcool.
Com essa finalidade, ratos foram submetidos a um procedimento de auto-
administracao oral de alcool, em que o0s animais recebiam solugdao de etanol na
concentracao de 8% em uma dieta liquida a base de Sustagem M por um periodo de
21 dias, seguido da suspensao abrupta do tratamento nos dois dias subsequentes.
Os animais controle recebiam a mesma dieta liquida com exceg¢ao do etanol na
solugao, pelo mesmo periodo de tempo. Os efeitos da abstinéncia de alcool foram
avaliados no labirinto em cruz elevado (Experimento 1), no modelo de inibigao pré-
pulso (Experimento Il) e no modelo de estimulagao elétrica da SCPd nos limiares de
congelamento e fuga (Experimento Ill). Nesse ultimo experimento, os ratos tinham
um eletrodo implantado na SCPd e o numero e duracdo das vocalizagdes ultra-
sbnicas foram também registrados apds a estimulacgao elétrica na SCPd nos limiares
aversivos. Os dados obtidos mostraram que a abstinéncia de alcool eliciou efeitos
ansiogénicos significativos, evidenciados pela redugdo do numero de entradas e
tempo gasto nos bragos abertos do LCE. O reflexo de sobressalto e a inibigéo pré-
pulso permaneceram inalteradas nos animais abstinentes. A interrupcdo do
tratamento crénico com alcool promoveu redugédo dos limiares de congelamento e
fuga e do numero e duragdo de vocalizagbes ultra-sbnicas. Em conjunto, esses
efeitos podem ser interpretados como parte de um intenso estado de medo eliciado
pela ativacdo da SCPd. Esses resultados sdo indicativos de que a abstinéncia de
alcool sensibiliza os substratos neurais do medo nessa importante estrutura do

sistema cerebral aversivo.
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Abstract

The neural substrate underlying the aversive effects induced by ethanol
abstinence is still unclear. One candidate for such effects is the dorsal periaqueductal
gray (dPAG), a core structure of the brain aversion system. The main aim of this
study is to examine the role of the dPAG as a possible locus of the aversive effects
following abrupt alcohol withdrawal. To this end, rats were subjected to an oral
ethanol self-administration procedure, in which animals were offered 6-8% (v/v)
ethanol solution for a period of 21 days followed by an abrupt discontinuation of the
treatment on the two subsequent days. Control animals received control dietary fluid
for similar periods of time. The effects of ethanol withdrawal were examined in the
elevated plus-maze (EPM) (Exp. I), on the prepulse inhibition of startle to loud
sounds (Exp. Il) and on the freezing and escape responses induced by electrical
stimulation of the dPAG (Exp. Ill). In Experiment Ill, rats were implanted with an
electrode aimed at the dPAG and the number and duration of ultrasonic vocalizations
(USVs) were also recorded in the rats that received dPAG stimulation at freezing and
escape thresholds. Data obtained showed that ethanol withdrawal elicited significant
"anxiety-like" behaviors, as revealed by the decrease in the number of entries into
and time spent onto the open arms of the EPM. Startle reflex and prepulse inhibition
remained unchanged in withdrawn animals. In addition, discontinuation from the
chronic ethanol regimen caused a reduction in the stimulation thresholds for freezing
and escape and in the number and duration of USVs. Together, these effects have
been interpreted in the frame of a high fear state elicited by activation of the dPAG.
These findings are indicative that ethanol withdrawal sensitizes the substrates of fear

at the level of this midbrain structure.
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Abstract

The neural substrate underlying the aversive effects induced by ethanol abstinence 15 still unclear. One candidate for such effects 15 the dorsal
periagueductal gray (dPAG), a core stucture of the brain aversion system. The main aim of this study is to examine the role of the dPAG as a
possible locus of the aversive effects following abrupt alcohol withdrawal. To this end, rats were subjected to an oral ethanol self-admnistration
procedure, in which animals were offered 6-8% (v/v) ethanol solution for a period of 21 days followed by an abrupt discontinuation of the
treatment on the two subsequent days. Control animals received control dietary fluid for similar periods of time. The effects of ethanol
withdrawal were examined in the elevated plus-maze (EPM) (Exp. 1), on the prepulse inhibition of startle to loud soamds (Exp. 1I) and on the
freezing and escape responses mduced by electrical stimulation of the dPAG (Exp. IIT). In Expermment 111, rats were mplanted with an electrode
amed at the dPAG and the mumber and duration of ultrasonic vocalzations (USVs) were also recorded m the rats that recerved dPAG stimulation
at freezing and escape thresholds. Data obtained showed that ethanol withdrawal elicited significant *anxiety-like™ behaviors, as revealed by the
decrease in the number of entries into and time spent onto the open arms of the EPM. Startle reflex and prepulse mhibition remained unchanged
in withdrawn animals. In addition, discontinuation from the chronic ethanol regimen caused a reduction in the stimulation thresholds for freezing
and escape and i the number and duration of USVs. Together, these effects have been mterpreted in the frame of a high fear state elicited by
activation of the dPAG. These findings are indicative that ethanol withdrawal sensitizes the substrates of fear at the level of this midbrain
structure.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Ethanol withdrawal, Freezing; Escape; Ultmsonic vocalizations; Startle, dorsal periaqueductal gray

Introduction

It 1s well established that chronic ethanol administration
leads to tolerance and dependence (Koob and Bloom, 1988;
Rossetti et al., 1992). Similar to other drugs of abuse,
dependence to ethanol has been mainly demonstrated through
the expression of a withdrawal syndrome (Schulteis et al.,
1995). Abrupt cessation from chronic ethanol administration
induces a withdrawal syndrome charactenzed, among other
symptoms, by tremors, agitation, general rigidity, spontaneous
seizures, increased sensitivity to audiogenic as well ashandling-
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induced seizures and weight loss (Pohorechy and Brick, 1990).
In addition to the peculiar somatic signs of withdrawal, the
intermption from persistent intake with most drugs of abuse,
including ethanol, can promote disturbances in affective states
and emotionality, in particular, high levels of “anxiety”
(Markou et al., 1998; Koob and Le Moal, 2006). For instance,
an elevation of intracranial self-stimulation threshold — an
index of negative emotional state — has been reported
following withdrawal from ethanol, nicotine and opiates and
psychostimulants such as cocaine and amphetamine (Epping-
Jordan et al., 1998; Tyrer, 1988, Pontied et al, [995).
Moreover, exaggerated emotional reactions have also been
observed in abstinent ethanol animals when exposed to a mild
stress that did not induce behavioml disturbances in control
animals (Valdez et al, 2003). In addition, alcohol-preferring
animals are more responsive to both startle-alone and
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potentiated startle stimuli following fear conditioning (McKin-
zie et al, 2000) and high-alecohol-drnking rmts exhibited an
excessive fear reaction in standard fear conditioning tasks
(Rorick et al., 2003). Finally, exposure to multiple withdrawals
from moderate amounts of ethanol induces sensitization of
anxiety-like behavior (Overstreet et al., 2002). All these
findings support the contention that prior experience with
ethanol withdrawal facilitates the occurrence of exaggerated
negative emotional responses, mainly fear and “anxiety”, to
environmentl challenges.

A growing amount of evidence has demonstrated that the
activation of some mesencephalic structures, particularly the
dorsal periaqueductal gray (dPAG), a central structure of the
so-called brain aversion system, produces several behavioral
and somatic responses characteristic of high fear states that
resemble panic attacks (Brandido et al., 1999; Vianna et al.,
20011), similar to those observed in animals confronted by
predators or by dangerous environmental cues (Graeff, 1990,
2004; Brandio et al, 1999). Similar behavioral and somatic
changes have also been reported durng alcohol withdrawal
(Johnston et al,, 1991; Thevos et al., 1991). In this context,
drugs that alleviate anxiety in clinical patients or laboratory
animals submitted to stress also reduce the anxiety induced by
ethanol withdrawal (Saitz and O Malley, 1997). However, in
spite of several studies that report, among other clinical
disturbances, high anxiety in ethanol-withdrawn patients as one
of the main causes of relapse, relative few studies have
examined the neural substrates of the defensive behavior
related to the fear/anxiety symptoms following abstinence from
chronic ethanol intake.

Freezing, escape, autonomic responses and reduction in the
emissions of ultrasonic vocalizations (UUSVs) are part of the
defensive repertoire expressed by animals electrically stimu-
lated at the dPAG. Changes in the sensory gating have also
been reported following this stimulation (see Branddo et al,
2005 for a review). The aversive state generated and
elaborated in the dPAG is a multifaceted process with sensory,
behavioral and autonomic components, and the electrical
stimulation of this structure has been used as a model of panic
attack (Graeff, 1990, 2004; Brandio et al., 1999, 2005). While
the effects of ethanol withdrawal in anxiety have been well
investigated (see Kliethermes, 2005 for a review), no study
has been conducted on the possibility of activation of the
sensory gating of the neural substrates of the defense reaction
of the dPAG during this condition. Based on this evidence, the
present study was designed to evaluate whether the dPAG
could be implicated in the fear state induced by withdrawal
from chronic ethanol intake. Thus, in the first part of the
present study, general levels of anxiety and sensory processing
activity in ethanol-withdrawn animals were assessed by the
elevated plus-maze test (EPM) and prepulse inhibition
procedure, respectively. In the second part of the study,
other groups of rmats abstinent from chronic ethanol were
evaluated in their reactivity to electrical stimulation of the
dPAG at the freezing and escape thresholds and their ability to
emit USVs contingent to this dPAG electrical stimulation
procedure.

Materials and methods
Animals

Male Wistar rats, weighing 180 g in the average, from the
animal house of the Campus of Ribeirio Preto of the University
of Sio Paulo were used. After arrival in the sectorial animal
house of the laboratory, these animals were housed in plastic
cages under 12:12 dark/light cycle (lights on at 07:00 h) at
20 £ 1°C and given free access to water throughout the
experiment. The experiments reported in this article were
performed in compliance with the recommendations of SBNeC
(Brazilian Society of Neuroscience and Behavior), which are
based on the US National Institutes of Health Guide for Care
and Use of Laboraiory Animals.

Chronic ethanol iniake

The treatment selected to promote chronic ethanol intake
was a forced procedure of fluid dietary intake via drinking an
alcoho! containing liquid diet. The animals were housed in
groups of four by cages (40 = 33 = |8 c¢m) throughout the
experiment. While water was daily available to the animals
during the whole period of the experiment, they had free
access to food only during the 3 days before the beginning of
the treatment. After that, in the two subsequent days, two
bottles (120 ml each) containing only a dietary base composed
by Sustagen M (chocolate flavor, Mead Johnson) were
available to the animals. Sustagen is a ready-to-feed liquid
formula providing protein, carbohydrate and fat plus vitamins
and mineral salts corresponding to an amount of 1.1 kcal/ml
(17.11 g of Sustagen M/60 ml of water by rat/day) and was the
only source of food daily available to the animals (Bond and
Di Giusto, 1976; Stegink et al., 1983). From this point on, the
animals were randomly assigned to two experimental groups:
(1) control and (2) ethanol withdrawal. For the control group,
the dietary base without alcohol (control regimen) was
available for the whole period of the test while the animals
of the ethanol withdrawal group were subjected to the ethanol
intake procedure for a period of 21 days followed by an abmpt
discontinuation of the treatment on the two subsequent days.
Then, for this experimental group, the diet was added with
different concentrations of ethanol (CHyCH,OH). In the first 2
days of treatment, ethanol concentration was 6% (v/v). After
that period until the end of the treatment (3rd to 2 1st day), the
ethano!l concentration (v/v) was increased to 8%. On days 22
and 23, both groups (control and ethanol withdrawal groups)
received the same dietary base without ethanol. The
interruption of this chronic schedule of drug intake has been
reported to induce clear signs of ethanol withdrawal (Martijena
et al., 2001 ). Control animals received the same dietary base
without ethanol. Regardless of the experimental group, the
animals consumed the whole diet available every day. Water
was available to both experimental groups throughout the
experiment. The body weights of the control and ethanol
withdrawal groups on the day 21 of the regimen were
246.58 £ 312 and 244.33 £ 5.46, respectively. The choice of
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the 48 h interval was based on pilot experiments conducted at
this labormtory.

Experiment I

Ethanol withdrawal in rais submitted to the elevated plus-maze
test

Experimental apparatus.  The elevated plus-maze was made
of wood and had two open arms (50 = 10 cm), perpendicular to
two enclosed arms of the same size, with 50-cm-high walls. The
apparatus was elevated 50 cm from the floor (Pellow et al.,
1985; Pellow and File, 1986). To avoid falls, a 3-mm wooden
rim surrounded the open anms. The apparatus was located inside
of a room with a constant noise (50 dB). The behavior of the
animals was recorded by a video camera (Everfocus, USA)
positioned above the maze allowing the discrimination of all
behaviors, with the signal relayed to a monitor in another room
via a closed-circuit TV camera. Luminosity at the level of the
open ams of the plus-maze was 20 Ix. The maze was cleaned
thoroughly after each test using damp and dry cloths.

Experimental procedure.  Animals were randomly assigned to
control or ethanol withdrawal groups (i = 12 for each group).
Experimental sessions were conducted between 12:00 and
I8:00 h, 48 h after the period of deprivation of ethanol intake.
Rats were placed individually in the center of the plus-maze
facing an enclosed arm and allowed 5 min of free exploration of
the maze. An observer trained in measuring ethological plus-
maze parameters subsequently scored the videotapes. The
behavioral categonies were scored using ethological analysis
software (Observer) developed by Noldus (Netherlands). This
software allowed measurement of the number of entries in both
arms and the time spent in different parts of the maze. Using
separate location and behavioral keys, this software allows the
real-time scoring of videotapes by direct keyboard entry to a
PC. This software only records the next behavior after a “stop™
key 1s pressed, thus allowing for the recording of duration and
frequency of any behavior. An ann entry or exit being defined
as all four paws into or out of an arm, respectively. These data
were used to caleulate percentage of open amm entries and
percentage of time spent in open arms. A thorough description
of the use of the EPM test in this laboratory is found elsewhere
(Anseloni and Branddo, 1997; Anseloni et al., [1995).

Statistical analysis.  The data obtained in the EPM test
performed on day 23 (48 h after the ethanol withdrawal) were
analyzed using two-tailed Student’s ¢ test, for each variable in
study. A value of P < 0.05 was considered significant.

Experiment IT
Eihanol withdrawal on startle response and prepulse inhibition
Startle apparatus.  Two separate stabilimeter devices were

used simultaneously to record the amplitude of the startle
response (ASR) and prepulse inhibition of the control (n = 16)

or the ethanol withdrawal group (n = 15). Animals were placed
in a stabilimeter, which consisted of a wire-mesh cage
(16,5 = 51 = 7.6 ecm) suspended within a PVC frame
(25 = 9 » 9 ¢m), which was aftached to the response platform
with 4 thumbnail screws. The stabilimeter and platform were
located inside a ventilated plywood sound-attenuating chamber
(64 = 60 = 40 cm). The floor of the stabilimeter consisted of six
stainless steel bars 3.0 mm in diameter spaced 1.5 mm apart.
The startle reaction of the rats generated a pressure on the
response platform, and analog signals were amplified, digitized
and analyzed by a software (Startle reflex, version 4,10, Med
Associates Inc., St. Albans, VT, USA), which also controlled all
parameters of the session (intensity of the acoustic stimulus,
inter-stimulus interval [ISI], etc.). The startle amplitude was
recorded within a time window of 100 ms after the onset of the
startle stimulus. A loudspeaker located 10 cm behind the wire-
mesh cage was used to deliver both the acoustic startle stimuli
and a continuous background noise (white noise, 55 dB).
Calibration procedures were conducted before the experiments
to ensure equivalent sensitivities of the response platforms over
the test period. Animal behavior was recorded by a video
camera (Everfocus, San Marino, CA, USA) located behind the
stabilimeter, allowing the discrimination of all possible
behaviors, with the signal being relayed to a monitor in another
room via a closed circuit. A red light bulb (6.0 W) was located
on the floor of the isolation chamber to provide illumination for
the camera.

Procedure.  Most of the experimental conditions of this study
were described previously (Silva et al., 2004). The acoustic
startle test session for measuring the startle and the prepulse
inhibition (PPI) consisted of three parts. The first was a 5-min
period of acclimatization to the startle test chamber. No acoustic
startle stimuli were presented during this period. The second
part consisted of ten presentations of an acoustic startle stimulus
(100 dB, 50 ms bursts of white noise having a rise—decay time
of'3 ms) with an inter-stimulus interval of 30 5. The purpose was
to determine the baseline startle response and to allow within-
session habituation to the startle stimulus. The third parr tested
the PPl modulation of the acoustic startle. It consisted of 60
trials divided into three different categories (20 trals each), Le.,
pulse alone (strtle stimulus, 100 dB of white noise, 50 ms),
prepulse alone (80 dB of pure tone, 3.000 Hz frequency, 20 ms)
and prepulse + pulse (with a 30-ms interval between them),
presented in random order with an inter-stimulus interval of
30 5. The testing session lasted 50 min. The startle response
amplitudes obtained from this experiment were stored on a hard
disk and subsequently transferred to tables in a spreadsheet
program for the off-line analysis.

Statistical analysis.  The results from startle and PPI tests are
all reported as mean + SEM. Startle response amplitudes were
averaged for each animal across the entire session and used as
the data for statistical analysis. A two-way ANOVA with
repeated measures was conducted on the startle responses to the
pulse (loud noise) and to the prepulse (weak sound) + pulse. The
factor treatment refers to the alcohol and control regimens, and
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the factor condition refers to pulse alone and prepulse + pulse.
This analysis was followed by the Newman—Keuls fest.

The results of the prepulse inhibition are reported as %PPI
(100 = mean startle magnitude on “prepulse + pulse™ stimulus
divided by the mean startle magnitude on “pulse”™ alone) and
significant group differences assessed by the ¢ test of Student. A
probability level of P < (.05 was considered to be significant.

Experiment [

Ethanol withdrawal on the reactivity of the dPAG stimulation
and USTs

Surgery.  Afier the arrival, animals were randomly assigned to
two groups, named control or ethanol withdrawal (n = 10 in
each group). After 3 days of habituation, the animals were
adapted, on two subsequent days, to the dietary scheme. After
that, ethanol and control regimens started. Surgeries were
performed on day 16 5 days before the end of treatment. Longer
post-surgery periods use to cause problems such as loose
protesis, infections, etc. The animals were anesthetized with
tribromoethanol (250 mg/kg, ip) and fixed in a stereotaxic frame
(David Kopf, USA). A bipolar electrode was implanted in the
dPAG. The upper incisor bar was set at 2.5 mm below the
interaural ling in such a way that the skull was honzontal
between bregma and lambda. The electrode was introduced
vertically using the following coordinates {Paxinos and Watson,
1997) with the bregma serving as the reference for each plane:
postero-anteror, —7.5 mm; medio-lateral, 0.6 mm; and dorse-
ventral, 5.0 mm. The electrode was fixed to the skull by means
of acrylic resin and three stainless steel screws.

Apparatus

Brain stimulation. The experimental setting where brain
stimulation was delivered consisted of a box 25 = 20 x
20 cm, with walls made of Plexiglas. The floor was made of
stainless steel bars with 5 mm diameter 1.5 cm far from each
other. This box was placed inside a sound attenuation chamber
made of plywood, illuminated from within by an ordinary 5 W
lamp, and with a 78 dB permanent background noise, delivered
by a fan. The behavior of the animals was recorded by a video
camera positioned next to the experimental box and monitored
via a closed circuit TV camera. The box was cleaned with a 5%
ammonium solution immediately before each animal was
placed inside it. The brain was stimulated electrically by
means of a sine wave stimulator (Del Velchio, Brazil). The
stimulation current was monitored by measuring the voltage
drop across a | K resistor with an oscilloscope (Philips, USA).

Procedure.  Independent groups of animals were used for
evaluating the effects of ethanol withdrawal on freezing and
escape thresholds. The animals were assigned to two groups
(n = 10 in each group): (a) control; (b) ethanol. The animals
were handled for 5 min and then placed in the experimental box,
where they were left undistutbed for a 5-min period of
habituation. After that, the brain electrical stimulation procedure

started. Brain stimuli (AC, 60 Hz, 15 s) were presented at
random intervals (30 to 120 s) with the current intensity
increasing by steps of 5 pA for measurements of the current
thresholds for freezing and escape behaviors. Freezing
threshold was defined as the lowest intensity producing a
complete immobility except the movements for respiration. The
escape threshold was defined as the lowest current intensity that
produced running or jumping in two successive ascending
series of electrical stimulation. Immediately afier the determi-
nation of the freezing or escape thresholds, the ultrasenic
vocalization was registered during 5 min. Animals with an
escape threshold above 200 pA (peak-to peak) were discarded
from the experiment.

Ultrasonic vocalizations.  For recording and analysis of
ultrasound vocalizations (USV), four ultrasonic microphones
(Ultrasound Advice, UK, 20160 kHz) were mounted in the
chamber (one in each lateral and two in the rear walls) and
connected to bat detectors (Noldus Instruments, Netherlands).
Signals from the broadband output of the bat detectors were
plugged to andio filters (0.1-20 kHz) and then fed into a
computer. Response frequencies and duration in seconds were
analyzed by a sonograph (Ultravox signal analysis work station,
MNoldus Instruments, Netherlands). In addition to the ultrasound
monitoring system, all experiments were monitored live by a
trained investigator through the closed circuit TV camera
described above in the section Apparatus.

Hisiology.  Upon completion of the expenments, the animals
were deeply anesthetized with urethane and perfused intracar-
dially with saline 0.9% followed by formalin solution (10%)
and, 3 later, immersed in a sucrose solution (30%). Seven days
later, the brains were frozen. Serial 60-pm brain sections were
cut using a microtome in order to localize the positions of the
electrode tips according to the rat brmin atlas (Paxinos and
Watson, [997).

Statistical analysis.  Data are reported as mean + SEM. The
freezing and escape behaviors scored following treatments were
subjected independently to Stdent’s ¢ test. USVs were
analyzed by two-way ANOVA with repeated measures. The
factor group refers to aleohol and control regimens, and the
factor condition refers to the recorded USV frequencies. Student
Newman—Keuls post hoc comparisons were carried out
whenever significant overall F values were obtained. A value
of P < (.05 was considered significant.

Results
Experiment [

The first experiment was delineated to evaluate the influence
of ethanol withdrawal on the “anxiety” level of rats tested in the
EPM. Our results showed that the discontinuation of a chronic
ethanol intake leads to increased open arm avoidance in this
animal model of anxiety. Fig. | shows that these animals
showed a significant reduction in both the frequency of entries
(f2z = 2.45; P < 0.05) and in the percentage of time (i3 = 2.24;
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Fig. 1. Mean (+SEM) of the number of entries into the open and closed arms (left) and percentage of time spent onto the open arms in relation to the total time of test in
control and in mts under 48 b of aleohol withdrawal (right). *P < 0.05 in relation to control group, Student’s ¢ test.

P < 0.05) spent on open arms. Student’s ¢ test also showed no
significant difference in the number of entries in the closed anms
between control and abstinent animals ({22 = 0.98; P = 0,05).

Experiment IT

The magnitude of the startle reflex in the two groups of rats is
depicted in Fig. 2. Two-way ANOVA with repeated measures
revealed that there were no significant effects of treatments
(Fy29 = 023, P> 0.05) but there were significant effects of
condition (Fy 59 = 35,51, P < 0.05). There was no interaction
between treatments and condition (F 5o = 048, P = 0.05). Post
hoc comparisons indicated a significant decrease in the startle
reflex in the prepulse £+ pulse condition in both groups of
animals. Student’s ¢ test showed no statistical difference
between groups in the %PPI (20 = —1.61; P> 0.03).

Experiment [IT

Aversive thresholds

A representative site of dPAG stimulations as well as the
location of the tips of the electrodes inside the dorsal part of the
PAG is shown in Fig. 3. Five animals were discarded because of
problems with the electrode. In the control group, as the intensity
of the current applied to the dPAG was increased, the animals
suddenly stopped, became immobile and often urinated and
defecated. With higher intensities, freezing behavior was
followed by vigorous running and jumping. As shown in Fig.
4, animals submitted to ethanol withdrawal showed a decrease in

the stimulation current for producing freezing and escape
compared to the group under continuous intake of control
dietary solution during the experiment. Student’s ¢ test
performed on these data showed a statistical decrease in freezing
(15 =3.79; P<0.05) and escape (f ;5= 3.70; P < 0.05) thresholds
in the ethanol withdrawal group as compared to control rats.

Ultrasound vocalization

Figs. 5A and B show the mean number and duration of
UUSVs emitted at the frequencies of 18, 20, 22 and 24 kHz soon
after dPAG electrical stimulation at the freezing threshold
following discontinuation of chronic ethanol intake. The
number and duration of USVs at 18 to 24 kHz recorded after
dPAG stimulation at the freezing threshold were subjected to a
two-way analysis of variance (treatments vs. frequencies) with
repeated measures (frequencies). This analysis showed signif-
icant effects of treatments on the emission (Fy <4 = 22.05 and
10.29, for number and duration, respectively; P < (.05 in both
cases) and frequencies (F; 54 = 0.80 and 8.06, for number and
duration, respectively; P < 0.05) of USVs elicited during
freezing. There was significant interaction between treatments
vs. frequencies (Fygq = 318 and 434, for number and
duration, respectively; P < 0.05 in both cases). Post hoc
comparisons revealed that ethanol withdrawal decreased the
number and duration of USVs at the frequencies of 20 and
22 klz.

Figs. 5C and D show the mean number and duration of USVs
emitted at the frequencies of 18, 20, 22 and 24 kHz soon after
dPAG electrical stimulation at the escape threshold following
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Fig. 2. Effects of the abrupt discontinuation of ethanol intake on the startle reflex o loud noise (A) and prepulse inhibition of the startle (B). The tests wene performed
48 h after the withdrawal of the ethanol intake for 21 days. Values represent mean + SEM. *P < 0L.05, two-way ANOVA fllowed by Newman-Keuls test.

pP = prepulse.
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Fig, 3. (A) Representative photomicrograph ofa site of dPAG stimulation. Scale
barrepresents 500 pm, (B) Location of the tips of the electrodes implanted into
the dPAG. The figures in millimeters above the diagrams indicate the
coondinates of the Paxinos and Watson (1997) atlas,

discontinuation of chronie ethanol intake. The number and
duration of USVs at I8 to 24 kHz recorded after dPAG
stimulation at the escape threshold were subjected to a similar
statistical analysis. There were significant effects of reatments
on the emission (Fy g = 1059 and [0.54, for number and
duration, respectively; P < (.05 in both cases) and frequencies
(F3,5¢=12.38 and 15.34, for number and duration, respectively;
P < 0.05) of USVs elicited during escape. There was significant
interaction between treatments vs. frequencies (F; ¢4 = 4.81 and
5.04, for number and duration, respectively; P < 0,05 in both
cases). Post hoc comparisons revealed that ethancl withdrawal

decreased the number and duration of USVs at the frequencies
of 20 and 22 kHz.

Discussion

The EPM was first validated as a test of anxiety-related
behaviors for rats, and it is frequently considered as a “primer”
test for measunng these types of behavior (Pellow and File,
1986; Anseloni and Branddo, 1997; Anseloni et al., 1995). The
use of the EPM test for evaluating the aversive state of the
animals is based on the fact that anxiety is considered to be one
of the main symptoms of the ethanol withdrawal syndrome
(Devaud et al, 1999; Wilson et al., 1998). In this work, rats
submitted to a peried of deprivation of chronic ethanol intake
display anxiety-like behaviors when tested in the EPM. In fact,
animals under ethanol deprivation staved more time inside the
close arms and entered fewer times in the open arms of the
EPM, when compared to controls, displaying a typical
“anxiogenic-like”™ profile for this test. In this way, ethanol
withdrawal induces an “anxiety state”™ in the EPM determined
48 h after the cessation of ethanol intake. The decrease in the
time spent in the open arms cannot be attnbuted to unspecific
changes in motor activity induced by this condition since the
frequency of entries into the closed anns was not statistically
different in control and ethanol-deprived animals. The present
results confirm previous reports on chronic ethanol treatment
showing increased anxiety-like behaviors after the abrupt
interruption from chronic ethanol administration (File, 1994;
Rasmussen et al, 2001). In general, ethanol withdrawal
decreases most or all of the individual behaviors recorded in
this task, indicating the occurrence of an anxiogenic-like effect
of withdrwal in rodents (see Kliethermes, 2005 for a review).
This effect is opposite to the anxiolytic-like effects of the
ethanol (Martijena et al, 2001). The proaversive effects
produced by ethanol withdrawal as evaluated by the EPM test
are a non-reinforeed, unconditioned response and could well be
due to the stimulation of the dPAG, as will be discussed below.

Asto the attention mechanisms of the animals under ethanol
withdrawal, there was no attentional deficit as the prepulse
inhibition is not altered in animals deprived of ethanol when
compared with controls. Thus, taken together, it seems that ras
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Fig. 4. Effects of the abrupt discontinuation of ethanol intake on the aversive
thresholds (freezing and escape) determined by the procedure of the electrical
stimulation of the dPAG. The tests were pedformed 48 hafter the discontinuation
of the ethanol intake during a period of 21 davs, Values represent mean + SEM.
=P < 0,03 in relation o control group, Student’s ¢ test.
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abstinent of ethanol display normal behavioral response to loud
sounds and prepulse inhibition stimulus.

As expected and in accordance with several studies (Branddo
et al., 1994, 1999), the present results show that freezing and
escape behaviors are obtained with gradual increases in the
intensity of electrical stimulation of the dPAG. The fear nature
of this stimulation has been previously demonstrated in this
laboratory since rats submitted to avoidance paradigms avoid
and quickly learn to switch-off such stimulation (Branddo et al.,
1982). Moreover, systemic or local injections of GABA
agonists or benzodiazepines into dPAG promptly reduce the
aversive consequences of its electrical stimulation (Branddo et
al., 1982, 1994, 2005). These defensive behaviors cannot be
attributed to stimulation of neighboring structures of the dPAG
because no turning behavior characteristic of the activation of
the superior colliculus was observed in the present study (see
Branddo et al, 1994, 1999 for reviews).

The present study showed a decrease in the stimulation
thresholds for freezing and escape determined by the dPAG
procedure in animals tested 48 h following interruption from
chronic ethanol administration. As the animals submitted to the
dPAG stimulation procedure were submitted to the ethanol
intake procedure as those exposed to the EPM test, we infer that
they were more anxious than the control animals. Thus, 48
h after the intermiption of ethanol intake, the intensity of the
electric current to elicit freezing and escape responses is lower
than in control animals. These results are related to the aversive
effects caused by the ethanol withdrawal, as assessed by the
EPM test.

The results obtained in the present work showing areduction
in the emission of USVs following electrical stimulation of the

dPAG give further support of the hypothesis that high levels of
aversion trigger behavioral mechanisms different from those
triggered by lower levels of fear (Nobre and Brandao, 2004;
Mamede-Rosa et al., 2005). It is widely known that moderate
fear such as conditioned stimuli previously associated to
footshocks applied at low intensity causes an increase in the
emission of USVs (Brudzynski and Chiu, 1995; Nobre et al.,
2003). In rats exposed for the first time to threatening
situations, USV rates increase from moderate to rather
substantial stimuli (Wohr et al., 2005). On the contrary, we
have recently reported that a non-monotonic function may
ensue when rats with past stressful experience are submitted to
such threatening conditions (Mamede-Rosa et al, 2005;
Tomazini et al., in press). We have suggested that repeated
stressful experiences may lead to activation of neural substrates
of aversion in the dPAG level. As intense fear conditions such
as imminent attack by predators or electrical stimulation of the
dorsal midbrain also lead to freezing and reduction of USVs at
22kHz, ithas been suggested that this pattern of responses may
be the result of the activation of the neural substrates of fear at
this mesencephalic level (Nobre and Brandio, 2004; Branddo et
al., 2005). Thus, it appears that the defensive responses to
aversive stimuli follow a non-monotonic function depending on
the type or intensity of the state of “anxiety” generated by
stress.

The present findings can be considered in the theory stated
elsewhere that defensive behaviors are hierarchically organized
and different behaviors within this class are provoked by
aversive stimuli of different intensiges (Blanchard and Blan-
chard, 1969, 1972). For example, arousal is the result of mild or
distant threatening stimuli whereas freezing behavior is the
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outcome of stronger or nearer stimuli. While conditioned
stimuli are supposed to activate prosencephalic structures such
as the hippocampus and amygdala, exposure to an uncontrol-
lable stressor such as an imminent predator attack appears to
activate midbrain structures such as the dPAG (Graeff, 2004;
Brandio et al., 2005). The latter condition seems to fit with the
results obtained in the present experiment. Indeed, low
magnitude in USVs and increased reactivity to dPAG
stimulation were the main features of the behavioral effects
derived from ethanol discontinuation.

Besides inducing exaggerated emotional reactivity, with-
drawal to most drugs of abuse facilitated the onset of escape
deficit (Lacema et al., 1999). In addition, inescapable aversive
experiences resulted later in exaggerated emotional responses,
principally fear and “anxiety” (Martijena et al., 1997; Zurita et
al., 2000; Rodriguez Manzanares et al., 2005). Animals with
past stressful experiences and resubmitted to threatening
conditions are supposed to activate the neural circuits of
aversion in the dPAG (Santos et al., 2005). Therefore, such
similarities could lead to speculate as a hypothesis that the
abrupt interruption in the access to reinforcing stimuli — such as
ethanol and other drugs of abuse — induces behavioral effects
and defensive responses similar to those observed following
stimulation of the dPAG.

Chronic ethanol intake causes damage to the microstructural
integrity of several brain areas, ranging from aberration in
neuronal differentiation to cell loss, and inhibits brain-derived
neurotrophic factor-mediated intracellular signaling (O™Neil et
al.,2001; Liet al,, 2004 ). However, the present results cannot be
attributed to lesions of the dPAG which have been shown to
increase the aversive thresholds and not to decrease them as
occurred in the present study (Brandio et al., 1999).

In summary, the present results demonstrated that ethanol
withdrawal courses with high levels of “anxiety”, suggesting
that this aversive state could function as unconditioned stressor
following discontinuation of chronic ethanol intake. However,
there is no alteration in the startle response or prepulse
inhibition in these rats, indicating a selective change in the
reactivity of these animals to the aversive stimuli of the EPM
without motor or attentional disturbances. On the other hand,
rats under ethano! withdrawal and submitted to the electrical
stimulation of the dPAG procedure showed an increase in its
reactivity to the electrical stimulation along with a reduction in
the USVs elicited during freezing or escape responses. These
findings are indicative that ethanol withdrawal sensitizes the
substrates of fear at the level of the dPAG. This reduction in
USVs is usually observed during intense uncontrollable stressor
such as high fear levels or the imminent attack by the predator.
The fact that the abnommal reactivity of the dPAG appears to
underlie both high fear states and ethanol withdrawal suggests
that both conditions are part of the same neurobiclogical
process generated by activation of the neural substrates of fear at
the dPAG level.
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