Indice
Abreviaturas

Resumo

Ambito geral e objectivos do trabalho
PARTE | — COMPONENTE CIENTIFICA

Capitulo 1 - Introdugao

1.1 -0 alcool
1.1.1 — Metabolismo
1.1.2 — Farmacocinética
1.1.3 — Efeitos gerais no organismo

1.1.4 — O alcool como droga de abuso

1.2 — O alcool e a transmissdo nervosa
1.2.1 -0 impulso nervoso
1.2.2 — Transmissdo sindptica

1.2.3 — Efeitos do dlcool em receptores de neurotransmissores

1.3 — Fungoes afectadas pelo consumo de alcool
1.3.1 — Coordenag¢do motora
1.3.2 — Memobria e aprendizagem

1.3.3 — Compulsdo e sistema de recompensa

1.4 — AdaptacgGes do organismo aos efeitos do alcool: tolerancia

Capitulo 2 — Métodos

2.1 - Animais

2.2 — Teste de ingestdo voluntaria de etanol

2.3 —Teste da roda motora

2.4 — Teste de reconhecimento de dois objectos no campo aberto
2.5 — Teste de preferéncia condicionada de local

2.6 — Andlise estatistica

11

12
13
15
17
21

24
24
28
31

38
38
43
49

52

55

56
56
57
58
63
66




Capitulo 3 — Resultados 67

3.1 - Ingestao voluntaria de etanol 68
3.2 — Efeitos do consumo de etanol na coordenacdao motora 70
3.3 — Efeitos do consumo de etanol na memdria a curto e a longo prazo 70
3.4 — Compulsdo por etanol 74
Capitulo 4 — Discussao 77
4.1 — Ingestdo voluntaria de etanol 78
4.2 — Efeitos do consumo de etanol na coordenagao motora 79
4.3 — Efeitos do consumo de etanol na meméria a curto e a longo prazo 80
4.4 — Compulsdo por etanol 82
Capitulo 5 - Conclusao 85

PARTE Il - COMPONENTE PEDAGOGICA

Capitulo 6 — Importancia das actividades propostas no ensino das ciéncias ao 89
nivel do 32 ciclo do Ensino Basico e Ensino Secundario

Capitulo 7 — Aplicagao das actividades experimentais propostas nas 93
actividades escolares

7.1 - A vantagem de utilizar modelos animais 94

7.2 — Ambiente e acomodacdo dos animais 95

7.2.1 - As gaiolas 95

7.2.2 — 0 ambiente fisico 97

7.3 — Manuseamento dos animais 97
7.4 — Andlise e discussdo de resultados 100
Capitulo 8 — Protocolos Experimentais 101
Introducdo Geral 102
Protocolo Experimental 1 — Efeitos do etanol na coordenagdo motora 104

Protocolo Experimental 2 — Efeitos do etanol na memdria a curto e a longo prazo 109

Protocolo Experimental 3 — Viciacdo induzida pelo alcool 117

Bibliografia 125




ABREVIATURAS UTILIZADAS

BAC — Concentracdo de alcool no sangue (Blood alcohol concentration)
Cal — Caloria nutricional (1 Cal = 1.000 cal = 1kcal)

GABA — Acido gama-aminobutirico (Gamma-aminobutyric acid)
IR — indice de reconhecimento

ITI — Intervalo entre sessGes de teste (Intertrial intermission)
kcal — Quilocaloria

LTD — Depressdo de longa duragdo (Long-term depression)

LTP — Potenciac¢do de longa duracdo (Long-term potentiation)
min — Minutos

mMRNA — RNA (4cido ribonucleico) mensageiro

NAc — Nucleo Accumbens

NMDA — N-metil-D-aspartato

rpm — Rotagdes por minuto

seg — Segundos

SEM — Erro padrdo da média

SNC - Sistema Nervoso Central

VTA — Area Tegmental Ventral




Resumo

Pdgina 4



RESUMO

No presente trabalho estudou-se a possibilidade de utilizar técnicas simples para
ensinar as consequéncias do consumo de alcool em alguns aspectos do funcionamento do
sistema nervoso central dos mamiferos, bem como os mecanismos envolvidos. O trabalho
encontra-se estruturado em duas partes: Parte | — Componente Cientifica, e
Parte Il — Componente Pedagdgica.

Na primeira parte estabeleceram-se condi¢cdes experimentais para demonstrar os
efeitos do consumo de dlcool na coordenagdao motora, na memdria e o desenvolvimento de
compulsdo pelo alcool. Em experiéncias que demonstram o efeito do consumo voluntdrio de
etanol facultou-se aos animais o acesso simultaneo a solu¢des de etanol e solugdo-base de
sacarina e verificou-se que os animais, apesar do sabor aversivo, preferiram as solucdes de
etanol ao fim de algum tempo. Para avaliar o efeito do etanol na coordenag¢dao motora utilizou-
se o teste da roda motora, onde se verificou que o grupo de animais sujeito a um consumo
cronico de etanol manifestou sempre um desempenho inferior ao grupo de animais de
controlo. Estudou-se também a influéncia do etanol na memdria a curto e a longo prazo,
através do teste de reconhecimento de dois objectos no campo aberto. Os animais controlo
mostraram um valor de indice de reconhecimento do objecto superior ao dos animais sujeitos
a consumo crénico de etanol, quer no teste para a memdria a curto prazo, quer no teste para a
memdria a longo prazo. Realizou-se ainda um teste de preferéncia condicionada de local para
avaliar a capacidade de viciacdo do alcool. Verificou-se que os animais tinham tendéncia a
permanecer mais tempo no compartimento da gaiola em que tinham tido acesso ao alcool, em
comparagdo com o compartimento em que sé tinham a acesso a agua na fase de

condicionamento.




Resumo

Com base nestas experiéncias foram elaborados alguns protocolos para um conjunto
de actividades experimentais simples, que integram a Parte |l deste trabalho. Para cada uma
das actividades propostas é sugerida uma possivel forma de abordagem, bem como a sua
possibilidade de integracdo nos conteudos programaticos de algumas disciplinas do terceiro

ciclo do ensino basico e do ensino secundario.
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AMBITO GERAL E OBJECTIVOS DO TRABALHO

O consumo de 3lcool é um problema cada vez mais preocupante na nossa sociedade.
De facil acesso e com uma componente social muito forte, comeca-se a consumir este tipo de
bebidas cada vez mais cedo. Nas camadas mais jovens este consumo é feito muitas vezes de
forma marginal, sem regras e como uma forma de auto-promoc¢do entre os elementos do
grupo. Torna-se, por isso, cada vez mais importante sensibilizar a comunidade escolar para
esta problemadtica, sobretudo para os efeitos nocivos que o consumo de dlcool pode trazer ao
organismo. Além disso, o tema dos efeitos do alcool permite ensinar, num contexto
motivador, varios aspectos de transmissdao nervosa ao nivel da sinapse e os mecanismos de
controlo do movimento e da meméria.

As actividades experimentais propostas neste trabalho tém como finalidade constituir
um instrumento passivel de ser utilizado por professores de Ciéncias ou de Biologia, seja em
clubes especificos (inseridos, por exemplo em projectos de educagdo para a saude, clubes de
ciéncias, etc.), seja em contexto de sala de aula (em area projecto, por exemplo).

Para além do cardcter sensibilizador das actividades propostas, elas podem também
contribuir para a exploragdo de conteudos curriculares leccionados em contexto de sala de
aula de uma forma mais motivadora para os alunos. Pretende-se que estes possam
desenvolver competéncias no ambito do trabalho cientifico, manipulacdo de material de
laboratério, trabalho de grupo e raciocinio cientifico. Este &, alids, um dos pontos-chave dos
novos programas implementados no ensino bdsico e secunddrio. De acordo com as
orientacdes do Ministério da Educacdo, é importante desenvolver nos nossos jovens uma
literacia cientifica cada vez melhor sustentada. Quanto maiores forem os seus conhecimentos
cientificos, maior serd a sua preparacdo para tomar decisdes conscientes e fundamentadas no

gue respeita as implica¢Oes sociais da ciéncia.




Ambito geral e objectivos do trabalho.

Na primeira parte deste trabalho fornece-se informagao cientifica sobre o
funcionamento da célula nervosa, a transmissao nervosa e os mecanismos de ac¢cdo do etanol
para auxilio dos professores responsaveis pela posterior aplicacdo das actividades em meio
escolar. Procurou-se sempre propor materiais de facil obtencdo, pois nem todas as escolas
possuem capacidade para adquirir os aparelhos mais adequados a realizacdo de testes de
comportamento.

A segunda parte deste trabalho tem como finalidade apresentar uma série de
materiais auxiliares ligados mais directamente a aplicagdo em sala de aula das actividades
experimentais. Entre eles encontra-se um conjunto de protocolos que podem ser
fotocopiados e entregues aos alunos. Por isso mesmo, a numeragao das figuras é reiniciada
nesta sec¢do. Apresentam-se ainda sugestdes de abordagem dos assuntos e tépicos de
discussdo de resultados, bem como algumas indicac¢des relativas a cuidados a ter na realiza¢do

das experiéncias e na forma de manuseamento dos animais de laboratério.
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1.1 -0 alcool

O processo de producdo de bebidas alcodlicas é algo que data de tempos pré-
histéricos, tendo tido origem, provavelmente, na fermentacdo acidental de mel, cereais ou
sumos de frutas. O fabrico destas bebidas ja era, inclusivamente, bastante desenvolvido no
Antigo Egipto, embora tenham sido os Arabes, por volta de 800 d.C. quem aperfeigoou o
método de destilagdo para obter concentragbes de dlcool superiores. O préprio termo dlcool
tem origem na palavra arabe alkuhl ou al-koh’l (que significa “coisa subtil”). A utilizagdo deste
tipo de bebidas espalhou-se depois um pouco por todo o mundo e o seu sucesso ter-se-a
devido aos efeitos que provoca nos individuos, nomeadamente as sensa¢des de euforia
(inicial) e as suas propriedades como anseolitico e sedativo. E do senso comum que o alcool,
guando consumido com moderacdo, desinibe, induz relaxamento, melhoria de disposicdo e
aumenta o apetite. Além disso, actualmente as bebidas alcodlicas desempenham também um
papel social importante, uma vez que se encontram associadas a eventos de reunido de
pessoas, tais como bares, discotecas, banquetes, festas, etc. Por tudo isto, s6 muito
recentemente o alcoolismo foi reconhecido como um problema social e o alcool como uma
droga (que pode ser) de abuso.

Os alcoois, de um modo geral, sdo moléculas organicas que possuem um grupo
hidroxilo caracteristico (-OH) e podem apresentar-se sob diversas formas, sendo a sua
aplicacdo também muito diversa. Contudo, neste trabalho, ao referirmos o termo alcool
estaremos a designar o alcool etilico (figura 1), uma vez que é essa a forma presente nas

bebidas alcodlicas.
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Figura 1 — Modelo tridimensional de uma molécula de etanol. (Imagem retirada da internet).

1.1.1 — Metabolismo

Da totalidade do dlcool ingerido, nem todo é absorvido para a corrente sanguinea pois
no estébmago existe a enzima alcool desidrogenase que pode degradar 10-15% do &lcool
ingerido. Cerca de 5% do alcool absorvido para a corrente sanguinea é excretado inalterado
através dos pulmdes, sendo detectado na respiracdo. E neste facto que se baseia o teste de
alcoolemia realizado pela policia responsavel pela seguranca rodoviaria. Os restantes 95% do
alcool absorvido sdo, em dultima andlise, metabolizados em CO, e agua, e eliminados
posteriormente através da respiragdo, urina e outros processos de excre¢ao. O processo passa-
se maioritariamente no figado. Em média, um individuo adulto metaboliza 10ml de etanol por
hora, independentemente da concentracdo de dalcool no sangue (BAC) (Julien, 2005). Deste
modo, até ser totalmente degradado, o alcool ingerido mantém-se na circulagdo sanguinea e
ao chegar ao cérebro produz os seus efeitos nefastos. Por isso, os efeitos do dalcool sdo
descritos em funcdo da BAC em vez da quantidade ingerida. Quanto mais tempo passar na

circulacdo sanguinea, mais intensos serao os efeitos provocados pelo alcool no organismo.
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Embora no figado existam vdrias enzimas capazes de oxidar o dlcool, a sua degradacao
metabdlica é devida principalmente a actividade de duas enzimas: a alcool desidrogenase e a
acetaldeido desidrogenase. Numa primeira fase, a enzima dalcool desidrogenase converte o
alcool em acetaldeido, um composto muito reactivo e altamente téxico. Contudo, a sua
concentragdo no organismo é normalmente insignificante, uma vez que é rapidamente
transformado pela aldeido desidrogenase em acido acético. Este passa para a corrente
sanguinea e pode ser captado pelas células onde se combina com coenzima A dando origem a
acetil-coenzima A que entra posteriormente no ciclo do &cido citrico, onde é finalmente
oxidada, formando-se CO, (eliminado na respira¢do), H,0 (eliminada na urina) e energia (figura
2). Apesar do dlcool ndo ter qualquer valor nutritivo, cada grama de etanol metabolizado

fornece ao organismo cerca de 7 Cal (Feldman, 1997).

FIGADO

Etanol
CH;CH,0H

NAD* \75%

( Alcool desidrogenase
NADH
Acetaldeido
CH;CHO
NADt \75(/

( Aldeido desidrogcnase]

Ciclo de
o - Krebs
Acido Acético CO, +H,0
CH,COOH 7 :
ATP AMP

Figura 2 — Metabolismo do etanol. (Adaptado de Julien, 2005).
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O metabolismo do alcool tem uma particularidade que o distingue do que se passa
com outras drogas, uma vez que ocorre a uma taxa constante, independente da concentragdo
de etanol disponivel no sangue. No entanto, esta taxa pode variar de individuo para individuo
pois é condicionada por uma série de factores tais como: caracteristicas genéticas, de etnia ou
sexo dos individuos, ou adaptagdes fisioldgicas em individuos que desenvolvem tolerdncia ao

alcool, como se abordard na secgao seguinte mais em pormenor.

1.1.2 — Farmacocinética

O Adlcool, tal como qualquer outra droga, segue um caminho especifico dentro do
organismo humano. Qualquer droga, a partir do momento em que é introduzida no organismo
passa depois para a corrente sanguinea, através da qual chega ao SNC, onde desencadearad um
conjunto especifico de reac¢bes que se irdo depois reflectir numa resposta sintomatica no
organismo da alteracdo induzida pela droga (Meyer e Quenzer, 2005; Purves, 2008). E de
recordar que o tipo de efeitos que provoca estd dependente de uma série de factores, tais
como a concentragao ingerida e o tempo de consumo.

O dlcool etilico é consumido normalmente por via oral e absorvido através do tracto
gastrointestinal, sendo que 10% do volume ingerido é absorvido pelo estobmago e 90% pelo
intestino delgado quando o conteldo do estobmago é esvaziado para o duodeno. Como é uma
molécula de pequenas dimensbes, a passagem através das membranas celulares e dos
capilares é feita por difusdo simples do tracto gastrointestinal (onde se encontra em maior
concentracdo) para os capilares sanguineos (onde a sua concentracdo é menor). As suas
dimensdGes reduzidas permitem que as moléculas se difundam rapidamente por todo o corpo

através da corrente sanguinea até ao SNC (Meyer e Quenzer, 2005).
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Contudo, a sua taxa de absorcao e distribuicdo é afectada por uma série de factores,

nomeadamente:

= Quantidade de alcool ingerida
A taxa de absorcdo é mais rapida quando a bebida ingerida contém entre 15% a 30%
de dlcool, sendo que para concentragdes inferiores a 10% e superiores a 30% a absorcao é
mais lenta. Concentragdes mais elevadas inibem o peristaltismo gastrico e induzem espasmos
do piloro, demorando o esvaziamento do estébmago, pelo que atrasam também a absor¢do do

alcool.

= Propriedades especificas das bebidas
Dependendo das suas caracteristicas especificas, como por exemplo o seu conteudo
em etanol, algumas bebidas demoram mais tempo a ser absorvidas que outras. E o caso do

brandy e do whisky, cuja absor¢do é mais rapida que a cerveja.

= Conteldo do estomago
A presenca de alimento atrasa a difusdo do alcool (uma vez que o dlcool é obrigado a
acompanhar a comida através do piloro). Este efeito é mais pronunciado quando os alimentos
sdo mais ricos em hidratos de carbono e proteinas do que quando existe uma maior

guantidade de gorduras.

= Tamanho corporal / Género
Nos homens, para a mesma quantidade de dlcool ingerida, os efeitos do alcool sdo
menos pronunciados que nas mulheres, uma vez que os homens contém, a propor¢do, menor
quantidade de etanol no sangue. Isto acontece porque os homens tendem a ter um tamanho
corporal superior ao das mulheres, para além do facto de terem uma maior razdo
musculo/gordura. Assim, os homens possuem uma maior capacidade vascular, ndo sé pelo seu

tamanho, mas também porque a gordura ndo é vascularizada, o que faz com que o alcool
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ingerido se encontre mais diluido no sangue. Além disso, a enzima alcool desidrogenase
presente no tubo gdstrico das mulheres é cerca de 60% menos activa que nos homens. Deste
modo, o metabolismo do alcool é mais lento nas mulheres que nos homens, permanecendo o

alcool mais tempo na circulacdo sanguinea.

= Diferengas genéticas

Alguns individuos apresentam diferengas genéticas que influenciam o metabolismo do
etanol. Embora estas diferengas possam ser individuais, elas sdao notdrias sobretudo quando
sao proéprias de etnias especificas. Por exemplo, 10% dos individuos asiaticos apresentam
genes que codificam uma forma inactiva da enzima alcool desidrogenase, levando a uma
acumulagdo de acetaldeido no organismo. Estes niveis elevados provocam nduseas, vomito,
taquicardia, transpiracdo intensa, tonturas e confusdo. Ainda na populagdo asiatica, outros
40% codificam uma forma activa e outra inactiva da enzima, o que também reduz o

metabolismo do etanol.

= Medicagao
Alguns medicamentos dificultam o metabolismo do alcool. Por exemplo, o acido
acetilsalicilico inibe a actividade da dlcool desidrogenase, e outros medicamentos de proteccdo
gastrica também dificultam a degradacdo do dlcool, bem como a sua absorg¢do para a corrente

sanguinea.

1.1.3 - Efeitos gerais do alcool no organismo

De um modo geral, os sintomas provocados pelo consumo de dlcool sdo o reflexo dos
seus efeitos ao nivel do sistema nervoso. Tal como acontece com outros depressores do SNC,
em baixas dosagens, o alcool induz nos individuos um estado de relaxamento e reducdo da

ansiedade. Em ambientes calmos, o relaxamento pode traduzir-se em sonoléncia, embora em
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condicdes de maior estimulo social se verifique uma maior tendéncia para a realizacdo de
actividades gregarias, reduzida inibicao social, pelo que os individuos tendem a falar mais e de
forma mais descontraida e confiante, podendo mesmo vir a ser inconvenientes, pois a sua
auto-percepcdo é também alterada (Meyer e Quenzer, 2005).

Ao nivel do SNC, os efeitos do etanol também se fazem sentir na memaoria. Em doses
relativamente baixas, verifica-se um decréscimo da capacidade de memdria, pois estando o
individuo mais relaxado, também tem maiores dificuldades de concentragdao. Contudo, em
condigBes de grande stress, verifica-se o efeito contrario, podendo mesmo o desempenho vir a
ser superior, uma vez que as propriedades do etanol como depressor do SNC reduzem os
efeitos negativos da ansiedade caracteristica destas situagdes. Quando a BAC é muito elevada,
verifica-se uma amnésia dos acontecimentos ocorridos no periodo de intoxicagdo. Verifica-se
ainda, pelo facto da actividade do SNC estar deprimida, uma também reduzida capacidade de
coordenacdo motora, dificuldade em realizar tarefas que envolvam motricidade fina, e
demorado tempo de reac¢do, bem como dificuldade de raciocinio. A medida que a dose de
alcool ingerida aumenta, o mesmo acontece com o grau de sedagao do individuo, provocando
sono. Em concentragdes mais elevadas, o alcool suprime o periodo de sono REM (rapid eye
movement — movimento rdpido dos olhos) caracteristico dos periodos de sonho. Quando os
niveis de etanol em circulacdo atingem niveis muito elevados, o individuo pode perder a
consciéncia, entrar em coma e em Ultima andlise perder a vida, devido a inibicdo do sistema de
controlo da respiracdo ao nivel do SNC. A tabela | resume os efeitos descritos em fung¢ao do
aumento da BAC.

Fora do SNC, o consumo de alcool interfere com uma série de outros sistemas. No
sistema cardiovascular, por exemplo, o alcool induz dilatagdo dos vasos sanguineos periféricos,
o que faz com que quem bebe fique com aspecto corado. Em doses reduzidas, este efeito pode
ser benéfico, reduzindo a possibilidade de formacdo de coagulos. Contudo, quando o consumo

é elevado, o aumento da pressdo sanguinea é muito grande e aumenta o risco de AVC.
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Tabela | — Efeitos do etanol no comportamento consoante a concentragdo no sangue expressa em
percentagem (BAC, blood alcohol concentration) (Adaptado de Meyer e Quenzer, 2005).

BAC Efeitos no comportamento
0.02-0.03 Efeitos minimos. Ligeiro relaxamento, melhoria de humor.
0.05 — 0.06 Diminuicdo do estado de alerta; redugdo das inibicGes; ligeira dificuldade de
) ) discernimento.
0.08 = 0.10 Redugdo na capacidade de coordenagdo motora; maior lentidao nos reflexos;
) ’ aumento do tempo de reacg3o.
0.14 - 0.16 Perda significativa do controlo mental e motor; discurso atabalhoado; emogdes
) ’ exacerbadas; visdo turva; grande lentidao nos reflexos.
0.20  0.25 Atordoamento; incapacidade de andar sem ajuda; emogBes exacerbadas sem
’ ’ motivo significativo; confusdo mental; visdo dupla.
0.30 Consciente, mas em estado de letargia, sem percepg¢ao do ambiente circundante.
0.45 Coma; concentragao letal para 50% da populagao.

Ao nivel do tracto gastrointestinal, o alcool estimula a produgdo de saliva e suco

gastrico, o que com o consumo crénico resulta em inflamagdes no estdbmago e no esdfago.

Mas é sobretudo no figado que os efeitos do consumo prolongado de dlcool no tracto

gastrointestinal se fazem sentir. Um dos efeitos é o “figado gordo”, provocado por uma

acumulagdo de gorduras. Quando o etanol estad presente, é metabolizado em detrimento das

gorduras, que sdao armazenadas em vez de metabolizadas. Quando o consumo de alcool é

muito elevado, a acumulacdo de acetaldeido resultante do metabolismo do etanol leva a

morte de células do figado, causando a hepatite alcodlica. A medida que esta condicdo se

agrava, forma-se tecido cicatricial, caracteristico da cirrose alcodlica. Nesta situacdo, a medida

gue as cicatrizes se desenvolvem, a circulacdo sanguinea é interrompida nos tecidos lesados e

a reducdo do fornecimento de oxigénio acentua a morte celular. A medida que a cirrose
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avanca, a funcdo hepatica vai sendo progressivamente reduzida. A figura 3 mostra o aspecto

de um figado normal e de figados afectados pelo etanol.

Figura 3 — Danos provocados pelo consumo prolongado de alcool no figado.
Esquerda: figado normal, centro: figado “gordo”, direita: figado cirrético. (Extraido
de Meyer e Quenzer, 2005).

Com o consumo prolongado de etanol em grandes quantidades, ocorrem também
danos cerebrais. A morte neuronal pode ocorrer devido a um grande conjunto de factores, tais
como niveis muito elevados de acetaldeido, deficiéncia hepatica e uma alimentacdo
desequilibrada. Devido a ma nutricdo, com o tempo instala-se uma deficiéncia nos niveis de
alguns nutrientes, particularmente vitaminas. A vitamina Bl é fundamental para o
metabolismo cerebral da glicose. Niveis reduzidos desta vitamina levam a redug¢do da massa
encefalica do alcodlico (figura 4), bem como o comprometimento das func¢Ges cerebrais
exercidas pelas areas afectadas. Na sec¢do 1.3. serd discutida mais em pormenor a forma

como o alcool interfere no SNC.

Pdgina 20
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Alcodlico Controlo

(A)

(B)

Figura 4 — Danos cerebrais provocados pelo consumo de alcool. A — Imagens do
cérebro de um individuo alcodlico e de um individuo ndo alcodlico obtidas por
ressonancia magnética nuclear. O aumento do tamanho dos ventriculos no
individuo alcodlico indica reducdo da massa encefdlica. B — Vista exterior dos
encéfalos representados em A. No individuo alcodlico, os sulcos sdo maiores,
indicando perda significativa do volume de tecido. (Adaptado de Meyer e Quenzer,
2005).

1.1.4 - O dlcool como droga de abuso

Este é um assunto que nem sempre foi pacifico. Sendo uma bebida com um caracter
social, nem sempre foi visto como uma droga e sé recentemente foi assumido como um
problema grave com o qual a sociedade tem de lidar. Apesar do alcool ndo produzir efeitos
nocivos para a saude ou induzir viciacdo quando consumido em pequenas quantidades, o seu
consumo em excesso produz tolerancia, dependéncia fisica e compulsdo (viciagdo), tal como
qualquer outra droga de abuso. Os seus efeitos incluem altera¢des no sistema de recompensa
(responsaveis pela compulsdo), reducdo da capacidade de memoaria e de coordenacdo, ou até

mesmo sintomas fisioldgicos graves, que podem culminar na morte do individuo.
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As drogas podem produzir no organismo uma multiplicidade de efeitos. Como tal, a

sua classificacdo é muito complexa e, por isso mesmo, feita de acordo com a area de interesse

dos estudos. Deste modo, a classificacdo de uma droga pode ser feita de acordo com a sua

estrutura quimica, uso médico, estatuto legal, efeitos neurolégicos ou comportamentais ou

ainda consoante o seu potencial de abuso. Neste trabalho, optaremos por um sistema de

classificagdo baseado nos efeitos das drogas sobre o sistema nervoso central (Tabela Il). E de

referir, contudo, que os efeitos descritos sdo apenas gerais, pois dependem grandemente da

dosagem em que a droga é consumida. Além disso, algumas drogas produzem uma variedade

de efeitos, o que torna dificil a sua classificagao.

Tabela Il - Classificagdo das drogas (Adaptado de Meyer e Quenzer, 2005)

Categoria das drogas

Efeitos no SNC

Exemplos

Estimulantes do SNC

Aumentam a actividade eléctrica  cerebral,
aumentando os niveis de atencdo e alerta e
provocando uma sensagao de bem-estar no individuo.

Anfetaminas
Cocaina
Cafeina
Nicotina

Depressores do SNC

Reduzem a actividade do SNC, induzindo no individuo
uma sensacao de relaxamento, diminuicdo da
ansiedade e sonoléncia. Em maiores dosagens podem
provocar perda de coordenacdo, de consciéncia ou
mesmo coma.

Barbituricos
Alcool

Analgésicos

As suas propriedades sdo semelhantes as dos
depressores do SNC, embora o seu principal efeito
seja a reducdo da percepc¢do da dor. Em alguns casos,
como é o dos opidceos, para além do efeito
analgésico, também é induzido o relaxamento e sono,
ou mesmo sensacgao de euforia.

Morfina
Heroina
Codeina

Alucinogéneos

Os alucinogéneos tém como principal efeito a
alteracdo da percepcdo da realidade, induzindo ilusdes
visuais ou distorcbes da imagem corporal ou dos
objectos.

Mescalina
LSD

Psicoterapéuticos

Sdo farmacos psicoactivos usados clinicamente para
reduzir os sintomas de disturbios de comportamento,
como a esquizofrenia ou a depressao.

Prozac
Torazina
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O dlcool inclui-se na categoria de depressores do SNC, o que faz com que os seus
efeitos se manifestem em sintomas como desinibicdo, reducdo da resposta sensorial,
actividade fisica e funcdo cognitiva, sonoléncia, e a medida que a dosagem aumenta surge a
inconsciéncia, podendo mesmo culminar no coma ou morte do individuo. No caso especifico
do dlcool, ndo se pode determinar a partir de que momento especifico comeca a ter efeitos
nocivos para o organismo, pois varia de individuo para individuo, como ja foi falado.
Inclusivamente, ndo existem evidéncias de que baixas concentra¢des produzam efeitos
nocivos, podendo mesmo ter alguns efeitos benéficos em algumas pessoas (Meyer e Quenzer,
2005). Contudo, o consumo excessivo pode ter consequéncias muito graves nos individuos,
podendo mesmo vir a provocar a sua morte por intoxicagao severa.

A dependéncia fisica relativamente ao etanol é comprovada pelo aparecimento de
sintomas de abstinéncia (fisicos) quando o consumo é terminado. Alguns autores consideram
mesmo os sintomas de “ressaca” apds um consumo excessivo de alcool como uma evidéncia
dos sintomas de privagdo de alcool, enquanto outros os atribuem a presenca de acetaldeido e
outros compostos secundarios resultantes do processo fermentativo e destilatério em excesso
no organismo, como sinal de toxicidade (Meyer e Quenzer, 2005). Contudo, quando o
consumo de dlcool é interrompido, sobretudo apds um longo periodo de consumo excessivo e
continuado, os sintomas fisicos de abstinéncia tornam-se mais intensos e severos. Entre eles
incluem-se tremor, ansiedade intensa (com ataques de panico), elevada pressdo arterial
associada a um rdpido ritmo cardiaco, respiracdo acelerada, transpiracdo excessiva, disturbios
de sono, nduseas e vomitos, podendo mesmo alguns individuos, em casos mais extremos,
manifestar delirium tremens. Esta é uma designacdo atribuida a um conjunto caracteristico de
sintomas fisicos, nomeadamente: irritabilidade, dores de cabeca, agitacdo e confusdo. Podem
ainda ocorrer convulsdes, alucinagdes (normalmente assustadoras e convincentes para os
individuos, tipicamente associadas a animais repugnantes que rastejam pelo ou em direccdo

ao seu corpo), desorientacdo total e delirio. De todos estes efeitos, embora a maioria ocorra
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de uma forma tempordria (embora isso possa acontecer de uma forma repetida), alguns
fazem-se sentir de uma forma mais prolongada, podendo mesmo durar semanas, como é o
caso de sintomas como a pressdo sanguinea instavel, depressdo e/ou ansiedade, ou disturbios
do sono. Por tudo isto, e tendo em conta que alguns sintomas de priva¢cdo podem colocar em
risco a vida dos individuos, o processo de desintoxicacdo de um alcodlico pode ser muito
complicado, pelo que deve ser sempre feito com um intenso acompanhamento médico.

Os aspectos relativos a compulsao induzida pelo consumo de etanol serdo discutidos

posteriormente na secg¢ao 1.3.3.

1.2 - 0 alcool e a transmissao nervosa

O que torna o alcool tdo significativo em termos de efeitos nocivos é que, tal como
qualquer outra droga de abuso, interfere com o sistema nervoso. Dele depende a nossa
capacidade de percepgdo e reacgao ao mundo que nos rodeia assegurando-se deste modo a
nossa sobrevivéncia

O etanol interfere com a comunicagdo nervosa entre neurdnios, ao nivel da sinapse,
actuando sobre receptores de neurotransmissores especificos, nomeadamente GABA (acido

gama-aminobutirico) e glutamato.

1.2.1 - O impulso nervoso

Para se perceber melhor o efeito do etanol, é importante saber a forma como o
impulso nervoso é gerado e transmitido. Aquilo a que de um modo geral se chama impulso
nervoso resulta duma inversdo transitéria no potencial eléctrico de membrana dos neurdnios e
da sua propagacdo ao longo do axonio.

Quando o neurdnio estd em repouso, na auséncia de qualquer estimulo, o interior da
membrana apresenta excesso de cargas negativas e o exterior apresenta excesso de cargas

positivas (figura 5).
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Figura 5 — Potencial de repouso de um neurénio. Sem estar sujeito a nenhum tipo
de estimulo, o interior de um neurdnio apresenta uma carga negativa e o exterior
positiva. O seu potencial de repouso, que pode ser medido com microeléctrodos,
é de -70mV. (Adaptado de Campbel e Reece, 2008).

O potencial de repouso deve-se, principalmente, a diferenga de concentra¢do de ides
Na® e K dentro e fora da célula e & permeabilidade selectiva da membrana plasmatica a K*. O
fluido intersticial que rodeia os neurdnios apresenta elevadas concentracdes de Na* e CI', mas
baixa concentracdo de K* quando comparado com o meio intracelular. Existem ainda outras
moléculas carregadas negativamente que nao atravessam a membrana celular, a superficie
interna da membrana apresenta um excesso de cargas eléctrica negativas, enquanto que a
face externa apresenta um excesso de cargas eléctricas positivas. Devido aos gradientes de
concentracdo, o ido K' tem tendéncia para sair da célula, enquanto que o ido Na' tem
tendéncia a entrar. Contudo, como a permeabilidade da membrana ao iZo K é muito superior
a permeabilidade ao iZo Na“, a saida de K* é muito superior a entrada de Na*' o que gera o
potencial eléctrico negativo da célula. A bomba de Na/K é uma ATPase, que bombeia trés iGes
Na® para o exterior por cada dois ides K que transporta para o interior, evita a dissipacdo dos

gradientes idnicos e ajuda a manter o potencial eléctrico negativo da membrana (figura 6).
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Figura 6 — Manutengao do potencial de repouso de um neurénio. A diferenca de
permeabilidade da membrana aos ides K' e Na' contribui gera o potencial
negativo, juntamente com a bomba de Na/K, que ao mesmo tempo permite a
manutengdo dos gradientes idnicos entre o exterior e interior das células.
(Adaptado de Campbel e Reece, 2008).

Na membrana do axdnio existem também canais sensiveis ao potencial da membrana
permedveis a Na' ou a K'. Quando o neurdnio estd em repouso, estes canais encontram-se
fechados. Contudo, quando a célula é estimulada, a abertura de canais sensiveis aos estimulos
permite uma ligeira despolarizacdo da membrana que, se atingir um valor limiar, activa os
canais sensiveis a voltagem. Primeiro abrem os canais de Na®, e o rapido influxo destes ides
torna o interior da célula positivo (fase de despolarizacdo). Seguidamente estes canais
inactivam e abrem os canais de K*, permitindo a saida deste iZo da célula a favor do gradiente,
o que faz com que o interior da membrana volte a ficar negativo (fase de repolarizagdo). Como
o fecho dos canais de K* é lento, a saida destes ides faz com que o interior da célula fique mais
negativo do que no estado de repouso (fase de hiperpolarizacdo). Quando os canais de K*

fecham, a célula volta ao estado de repouso (figura 7).
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Figura 7 — Geracdo de um potencial de acgdo. Quando a célula é estimulada
abrem-se canais de Na' que permitem a despolarizacdo da membrana. Os canais de
K* abrem quando os canais de Na* inactivam, o que permite a repolarizacdo da
membrana. Quando estes canais voltam a fechar-se, atinge-se de novo o potencial

de repouso (Adaptado de Campbel e Reece, 2008).

O impulso nervoso deve-se a regeneracdo do potencial de ac¢do ao longo do axdnio do

neurdnio. A despolarizacdo da membrana num determinado local induz a abertura dos canais

idnicos que |hes estdo mais préximos. Devido ao fendmeno de hiperpolarizagdo que torna a

membrana refractaria, apenas abrem os canais que ainda ndo foram estimulados, o que

contribui para que o impulso nervoso se propague apenas num sentido (figura 8).
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Figura 8 — Propagacdo do potencial de ac¢do ao longo do neurdnio. A entrada de
ides Na' e consequente despolarizagdo estimula a abertura dos canais iénicos
adjacentes. O impulso s se regenera num sentido pois a hiperpolarizagao na zona
onde o impulso foi primeiramente gerado ndo permite que se atinja o potencial
limiar. (Adaptado de Fox, 2008).

1.2.2 - Transmissao Sindptica

Uma vez chegado ao terminal sindptico na extremidade do axdnio, o impulso nervoso
tem de ser transmitido ao neurdnio seguinte. A estrutura ao nivel da qual se d4 a transmissdo
do impulso nervoso entre neurdnios da-se o nome de sinapse. Existem dois tipos de sinapse: a
sinapse eléctrica e a sinapse quimica.

Numa sinapse eléctrica, as membranas dos neurdnios pré- e pés-sinaptico encontram-
-se separadas por um espaco de apenas dois nandmetros. Contudo existem estruturas
membranares: gap junctions (ou juncGes de hiato), proteinas transmembranares que formam
no seu conjunto estruturas hexagonais que constituem poros e permitem a comunicagdo
directa entre o citoplasma dos dois (figura 9A). Assim sendo, os i0es sddio passam
directamente de um neurdnio para outro, induzindo a despolarizagdo necessaria a

regenerac¢do do impulso nervoso (Fox, 2008). Esta passagem directa permite que o impulso
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viaje rapidamente, sem atrasos nem perda de intensidade, embora a sua direccao de
propagacdo possa ser em qualquer sentido (isto é, o estimulo de qualquer neurdnio pode
resultar na despolarizacdo do outro). As sinapses eléctricas possuem algumas limitagcdes na
integracdo, entre outras coisas, devido ao facto de ndo permitiram soma temporal dos
estimulos sinapticos, que é uma das formas de o sistema nervoso efectuar a integracdo da
informacdo nervosa (Sadava et al., 2010). Além disso, requerem uma elevada area de contacto
entre as células pré e pods sindptica, pelo que um neurdnio ndo pode estabelecer sinapses com
milhares de outros neurénios, como é caracteristico de um sistema nervoso complexo. Assim,

este tipo de sinapse, embora comum no sistema nervoso de alguns animais invertebrados, ndo

existe em abundancia no sistema nervoso dos animais vertebrados. Nestes ultimos, as sinapses
eléctricas apenas sincronizam a actividade de alguns neurénios responsdveis por movimentos
rapidos e repetitivos (permitem, por exemplo, em alguns peixes, movimentar as barbatanas
muito rapidamente para fugir a predadores), sendo as sinapses quimicas muito mais comuns
(Campbel e Reece, 2008).

As sinapses quimicas recebem esta designacao pelo facto de envolverem a intervengao
de mediadores quimicos especificos — os neurotransmissores. Neste tipo de sinapse, ndo existe
continuidade fisica entre os neurdnios adjacentes, que se encontram separados por um espaco
designado fenda sindptica (figura 9B).

As sinapses podem ser excitatdrias ou inibitdrias. Uma sinapse é excitatéria se a
ligacdo do neurotransmissor ao receptor na membrana pés-sindptica tem como consequéncia
a despolarizacdo do neurdnio seguinte. Sdo as pequenas despolarizacdes geradas pela
abertura dos canais dos receptores dos neurotransmissores que, por somagdo, levam a

membrana até ao potencial limiar, induzem a activacdo dos canais sensiveis a voltagem

existentes no axdnio, gerando o potencial de accdo e inicio do impulso nervoso.
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Figura 9 - Esquema representativo de uma sinapse eléctrica (A) e de uma sinapse
quimica (B). Numa sinapse eléctrica os ides sddio passam directamente através de
gap junctions para o neurdnio seguinte, enquanto que uma sinapse quimica
necessita da intervencdo de mediadores quimicos: os neurotransmissores.
(Adaptado de Purves, et al., 2008)

Contudo, alguns neurotransmissores tém efeitos opostos, provocando a abertura de
canais de ides K* ou CI, ou entdo induzindo o fecho de canais de Na*, o que tem como
resultado uma hiperpolarizacdo do neurdnio pds-sindptico, reduzindo as hipdteses de
regenerac¢do do potencial de accdo. Este tipo de sinapse é chamado inibitério. Contudo, ndo
sdo apenas os neurotransmissores que determinam o tipo de sinapse.

Dependendo do tipo de receptores ou do tipo de canais de cada neurdnio, um mesmo

neurotransmissor pode ter um papel excitatério em algumas sinapses e inibitorio noutras.
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Figura 10 — Funcionamento de uma sinapse quimica. (Adaptado de Purves,
et al., 2008).

1.2.3 - Efeitos do dlcool em receptores de neurotransmissores

O etanol presente nas bebidas alcodlicas pode apresentar no organismo uma acgao
ndo especifica e uma acgdo especifica. A accdo ndo especifica do etanol esta relacionada com
os efeitos nas membranas celulares, nomeadamente com a capacidade que o etanol possui de
alterar a fluidez da bicamada fosfolipidica, interagindo com proteinas membranares e com as
cabegas polares dos fosfolipidos que constituem as membranas. A ac¢do especifica refere-se a

accdo do etanol sobre canais idnicos especificos (sobretudo os envolvidos na transmissdo

Pdgina 31
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sindptica de alguns neurotransmissores), bem como a sua capacidade de interferir com a
funcdo de outros mensageiros secundarios (Meyer e Quenzer, 2005).

Alguns autores, como Diamond e Messing (1994) e Julien (1998), referem que a
hipdtese relacionada com a alteracdo da fluidez das membranas por parte do etanol para
explicar os seus efeitos tem vindo a ser substituida pelos novos conhecimentos relativos a
influéncia do etanol na transmissao sinaptica. Durante muito tempo, pensou-se que o alcool
actuava ao nivel do SNC através de uma acgdo disruptiva (ndo selectiva) sobre as membranas
dos neurdnios, que seria devida a natureza quimica da molécula de etanol (Davies, 2003;
Meyer e Quenzer, 2005). Esta ac¢do ndo especifica seria devida a capacidade que a molécula
de etanol tem de se deslocar através das membranas, alterando a fluidez da bicamada
fosfolipidica que as compde. Contudo, ha ja algum tempo que se cré que esta nao é a principal
forma de acg¢do do etanol. Segundo o autor, os estudos realizados tém vindo a salientar a
interaccdo da molécula de etanol com neurorreceptores especificos, canais iénicos regulados
pela ligacdo de neurotransmissores.

A acc¢do do etanol verifica-se sobretudo ao nivel dos receptores especificos para dois
neurotransmissores: GABA (acido gama-aminobutirico) e glutamato. O glutamato é o principal

neurotransmissor excitatério nos mamiferos, enquanto que o GABA é o principal

neurotransmissor com fungao inibitdria.

=  Glutamato
O termo glutamato é usado para designar a forma ionizada do 4acido glutamico. O
termo glutamato serd utilizado para designar este neurotransmissor ao longo de todo o
trabalho, uma vez que a sua forma mais comum no organismo é a forma ionizada. Este
neurotransmissor é sintetizado a partir da glutamina, presente na alimentacao, por intermédio

da enzima glutaminase (figura 11).
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Figura 11 — Sintese de glutamato. Por acgdo da enzima glutaminase, a glutamina é
transformada em glutamato. (adaptado de Meyer e Quenzer, 2005)

Uma vez produzido, o glutamato é armazenado em vesiculas especificas, para onde é
transportado por proteinas de membrana das vesiculas designadas pelas siglas VGLUT
(vesicular glutamate transporter — transportador vesicular de glutamato). Existem trés tipos
diferentes de transportadores, designados por VGLUT;, VGLUT, e VGLUT; e sdo usados
frequentemente como marcadores de neurdnios glutamatérgicos, pois apenas se encontram

neste tipo de células (figura 12).

Coliculos inferiores Talamo Cerebelo Hipocampo Cortex cerebral

Nucleos profundos do cerebelo

Figura 12 — Localizacao de VGLUT no encéfalo de ratos. Sec¢des horizontais do
cérebro de ratos mostram a localizagdo de mRNA para VGLUT2 (A) e VGLUT1 (B).
(adaptado de Meyer e Quenzer, 2005).

Uma vez libertado na fenda sindptica, o glutamato liga-se a receptores especificos na
membrana pds-sindptica (dos quais falaremos mais em pormenor a seguir) e é posteriormente
removido por intermédio de outras proteinas transportadoras especificas, as EAAT (excitatory

amino acid transporter — transportador de aminodacidos excitatorios), que actuam do mesmo
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modo com o aspartato (outro aminoacido excitatério). Existem também trés tipos destas
proteinas, EAAT1, EAAT2 e EAAT3, sendo que os dois primeiros desempenham um papel mais
importante na remog¢ao do glutamato da fenda sindptica. Os EAAT1 e EAAT2 encontram-se nas
membranas de astrécitos préximos da fenda sinaptica, sendo eles que incorporam o
glutamato, transformando-o em glutamina por accao da enzima glutamina-sintetase.

A glutamina é de novo transportada para fora dos astrdcitos e recaptada pelos
neurdnios, onde pode ser de novo convertida em glutamato, reiniciando-se o ciclo (figura 13).
Esta remogdao do neurotransmissor da fenda sindptica é extremamente importante, pois a

presencga de glutamato em excesso na fenda sindptica pode provocar lesdo ou morte neuronal.
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Figura 13 — Esquema representativo do ciclo do glutamato. Apds a sua libertacao
na fenda sindptica, o glutamato é recaptado para o interior da célula pré-sinaptica
e armazenado em vesiculas especificas ou transportado para as células da glia,
onde é convertido em glutamina, que pode ser reutilizada para a producdo de
glutamato quando necessario. (adaptado de Meyer e Quenzer, 2005)
Os receptores de glutamato podem ser subdivididos em duas grandes categorias:
ionotrépicos (os que sdo canais idnicos) e metabotrépicos (que activam sistemas intracelulares

de mensageiros secundarios). Neste trabalho serdo abordados apenas os receptores

ionotrépicos, pois é sobre eles que o etanol actua (Kandel, Schwartz e Jessell , 1998). Os
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receptores ionotrdopicos sao canais idnicos que permitem a passagem de catibes,
nomeadamente Na‘, K" e em alguns casos Ca’’, em pequenas quantidades, induzindo a
despolarizacdo da célula nervosa e eventual desencadeamento de um potencial de accdo (dai
gue o glutamato seja considerado um neurotransmissor excitatério). Foram identificados
varios tipos destes receptores, de acordo com o tipo de agonista que os activa. Assim,
podemos referir os receptores NMDA, AMPA e cainato, activados respectivamente por
N-metil-D-aspartato  (NMDA), a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isxazole-propionato (AMPA) e
acido cainico (cainato) (Purves, 2008).

De todos estes tipos de receptores, daremos especial aten¢do aos receptores de
NMDA, uma vez que é sobre estes que se verificam os principais efeitos do etanol ao nivel do
SNC (Nelson e Gruol, 2005). Estes receptores encontram-se largamente distribuidos quer no
cérebro, quer na medula espinal, assumindo densidades maiores no hipocampo e cortex
cerebral (figura 14). O etanol actua sobre os receptores de NMDA, inibindo a passagem de

catides e dificultando assim o estabelecimento de um potencial de ac¢ao.
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Figura 14 - Distribuicdo de varias subunidades dos receptores NMDA do
glutamato no cérebro de murganhos. As designagdes NR1, NR2A, NR2B e NR2C
correspondem a subunidade mapeada. A - amigdala; H - hipocampo; Cb - cerebelo;
CP - nucleo caudado e putamen; Cx - cdrtex; Hy - hipotdlamo; IC - coliculos
inferiores; OB - bolbo olfactivo; S - nucleos septados; T - ndcleos do talamo.
(Imagem extraida da internet)




Componente Cientifica - Introdugdo

= GABA

O GABA (acido gama-aminobutirico) €, em conjunto com a glicina, o neurotransmissor
utilizado pela maioria das sinapses inibitérias. Neste trabalho iremos focar-nos apenas no
GABA. Este neurotransmissor é sintetizado a partir do glutamato numa reaccao catalisada pela
enzima glutamato descarboxilase (GAD), que converte L-glutamato em GABA e CO,. Uma vez
produzido, o GABA é armazenado em vesiculas. Uma vez libertado na fenda sinaptica, este
neurotransmissor liga-se a receptores especificos na membrana pds-sindptica e é
posteriormente removido por intermédio de proteinas transportadoras vesiculares de
aminoacidos inibitdrios (vesicular inhibitory aminoacid transporter - VIATT) com elevada
afinidade quer para o GABA, quer para a glicina, sendo novamente armazenado em vesiculas.
Este neurotransmissor pode ainda ser convertido em succinato, que ird ser utilizado no ciclo

do 4cido tricarboxilico que medeia a sintese de ATP na mitocdndria (figura 15).

Célula da glia

Terminal 3
pré-sindptico Degradagao

de GABA

Glutamato
COO™

'\IH s— CH—CH—CH;:—CO0"

Descarboxilase do dcido glutawico
+ piridoxal fosfyto
GABA

+
H;N — CH,— CH,—CH,— COO~

Transportador
vesicular de

/ ‘ GABA
Célula

Receptores L
de GABA pos-sinaptica

Figura 15 — Esquema representativo do ciclo do GABA. Apds a sua libertagdo na
fenda sindptica, o GABA é recaptado para o interior da célula pré-sinaptica através
de transportadores com elevada afinidade e é armazenado de novo em vesiculas
ou convertido em succinato que sera depois utilizado em processos envolvidos na
sintese de ATP. (adaptado de Meyer e Quenzer, 2005).
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Uma vez libertado na sinapse, o GABA interage com o seu receptor que é formado por
varias subunidades — receptor GABA,, aumentando o influxo de ides ClI" para o interior da
membrana pds sindptica e induzido uma hiperpolarizacdo da membrana. Assim, a dificuldade
de estabelecimento de um potencial de ac¢do serd maior, de onde resulta o efeito inibitdrio do
GABA. Para além do local de ligacdo para o GABA, o complexo receptor GABA, apresenta ainda
outros locais de ligagdo, aos quais se podem ligar outros agonistas do GABA, tais como as
benzodiazepinas ou os barbitdricos. O dlcool funciona como modulador deste
neurotransmissor, potenciando a sua acgdo através do aumento do tempo de abertura do
canal de CI'.

Os receptores para o GABA encontram-se em estruturas como o cortex frontal,
hipocampo e cerebelo (figura 16), o que comprometera fungdes como a memoria ou formacgdo

de novas aprendizagens e coordenag¢dao motora.

Bolbo Cértex frontal ~ Hipocampo Cere,belo
A Olfactivo

Medula

Ilhas de Callej Palido Ventral

Figura 16 — Localizacdo dos receptores GABA, no encéfalo de ratos. A localizagdo
foi obtida através de técnicas de imunocitoquimica (A) e autoradiografia (B)
(adaptado de Feldman, et al., 1997).
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1.3 - Fungoes afectadas pelo consumo de alcool

1.3.1 - Coordenagdao motora

O corpo humano é capaz de uma grande diversidade de movimentos que podem, eles
proprios, ser dotados de um grau de complexidade muito grande. Mesmo um movimento
simples exige a contrac¢ao ordenada e com determinada intensidade de um grande numero
de musculos. Por isso mesmo, a fun¢do dos centros nervosos de controlo do movimento
envolve muito mais que a simples estimulagdo da contraccdo individual dos musculos. E
necessario coordenar no tempo a contrac¢do dos varios grupos musculares envolvidos, a
intensidade da sua contracgdo, e a distribuicdo da massa corporal para determinar os ajustes
da postura necessarios a realizagdo do movimento pretendido sem perda de equilibrio. Para
isso é preciso também integrar toda a informacgado respeitante as propriedades especificas de
cada musculo, osso ou tenddo para que o movimento possa ser gerado convenientemente
(Kandel, Schwartz e Jessel, 1998). A contraccdo muscular é um tipo de resposta que o
organismo pode gerar em funcdo de um determinado estimulo sensorial. Os érgaos sensoriais
recebem um estimulo e a informacdo é conduzida através dos nervos do sistema nervoso
periférico até ao SNC. Este faz a integra¢do de toda a informacdo recebida, e em fungdo disso
gera uma resposta somatica/motora.

Neste trabalho daremos particular atencdo ao controlo do movimento do tipo
voluntario para que depois se possa entender melhor os efeitos do etanol na coordenacdo
motora. As estruturas do encéfalo envolvidas na iniciacdo e controlo do movimento voluntario

encontram-se representadas na figura 17.
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Figura 17 — Esquema geral do mecanismo de controlo do movimento voluntario e
estruturas do encéfalo envolvidas: cértex cerebral (V1 — cértex visual primario,
PF — cortex pré-frontal, dPM — cértex pré-motor dorsal, M1 — cortex pré-motor,
SMA — area motora suplementar, S1 — cortex somatosensorial, 5 — drea 5 do cortex
parietal, 7 — drea do coértex parietal posterior, BG — ganglios da base, RN — nucleo
rubro), cerebelo (C), tronco cerebral (RF — formacgdo reticular, VN — nucleos
vestibulares) e espinal medula, de onde partem neurdnios motores (seta vermelha)
e neuronios que conduzem o feed-back sensorial dos musculos, pele e articulagdes
até ao encéfalo e cerebelo (seta azul). (Adaptado de Scott, 2004).

Um movimento voluntdrio, para que se inicie, tera de ser preparado e planeado em
areas motoras do encéfalo, e s6 depois é enviada a ordem para os musculos que os levard a
contrair. As areas responsaveis pelo planeamento do movimento sdo o cértex pré-motor e a
area motora suplementar. Estas zonas estdo em estreita ligagdo com areas sensoriais do
encéfalo, tais como as areas 5 e 7 do cortex parietal. Sdo as areas sensoriais que fornecem a
informacdo do ambiente que nos rodeia nos ddo a percepc¢do do espaco, dos objectos e do

proprio corpo incluindo o estado dos musculos e das articulagGes. Dai que seja praticamente
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impossivel dissociar o planeamento motor da informacdo sensorial, pois é em funcdo desta
gue o movimento é planeado e se realiza (Nichols, 2001).

Embora o seu contributo especifico ainda seja alvo de discussdo, sabe-se que os
ganglios da base sdo importantes para o inicio adequado do movimento, tal como
demonstram os disturbios no seu funcionamento nos doentes de Parkinson ou com doenca de
Huntington. Os ganglios da base, sdo um conjunto de estruturas (globo pdlido, putamen e
nucleo caudado) estreitamente relacionadas entre si do ponto de vista funcional. Estas
estruturas recebem informagdo do cértex motor suplementar e do cértex sensorial e integram-
na, gerando a informagdo necessaria para que o movimento se inicie de forma correcta com
vista a atingir um determinado fim. Esta informacao é enviada para o cértex motor.

Ja ao nivel do cértex cerebral, existem outras areas envolvidas no controlo do
movimento voluntario, nomeadamente o cértex pré-motor e a area motor suplementar, cuja
localizacdo é adjacente ao cdrtex motor primario. As dreas pré-motoras estdo envolvidas na
seleccdo dos movimentos a realizar e no controlo temporal desses mesmos movimentos,
enquanto que a area motora suplementar parece estar relacionada com a organiza¢do de
movimentos complexos.

O cértex motor primdrio é constituido por neurdnios que controlam grupos
musculares especificos, o que resulta numa organizacdo somatotdpica das areas motoras do
cortex cerebral. Foi em 1901 que Charles Sherrington realizou uma série de experiéncias com a
estimulacdo directa das vdrias zonas do cdrtex motor primario, tendo demonstrado que
consoante a zona estimulada se induzia a contrac¢do de grupos musculares especificos. Daqui
tera resultado uma representacdo do cértex motor em funcdo da zona do corpo que é
controlada (Figura 18). Assim, o cortex motor primdario é responsavel pela estimulagdo de
grupos particulares de musculos, consoante a informacgdo que recebe dos centros de controlo

do movimento.




Componente Cientifica - Introdugdo

= (2
Se S 3 > §
22 T = L
2 = 08 n
QOO (o] o

,oe%
Op
Ob’a,; (o
O/h:%a
Carg il Flgur'a 18 - Represenfa.;ao' somatotqplca
Re do cortex motor. As varias areas do cortex
Labiog motor sdo responsdveis por grupos

particulares de musculos. E de notar que
as partes do corpo mais representativas
sdo as que envolvem movimentos mais

Cortex motor complexos, como a destreza manual ou os
musculos envolvidos na vocalizagao, como
os labios, lingua e mandibula. (Adaptado
de Purves, 2008).

Mandibyiq
Lingua

Engolir

As dreas de controlo do coértex motor influenciam também directamente o tronco
cerebral, que por sua vez também faz integracao de informacdo sensorial. As suas func¢des
estdo relacionadas principalmente com o controlo da postura, embora também tenha
importancia na coordenagdao dos movimentos finos dos dedos e das maos (Kandel, Schwartz e
Jessel, 1998).

Outra estrutura importante no controlo do movimento é o cerebelo. Se os ganglios
basais controlam o inicio do movimento, o cerebelo controla o movimento durante a sua
execugdo, efectuando correcgdes constantes para que o movimento seja adequado. Esta
estrutura é, em termos evolutivos, uma das mais antigas no sistema nervoso dos vertebrados,
e tal como o coértex cerebral, divide-se em dois hemisférios bilaterais simétricos que
apresentam uma série de sulcos superficiais, o que permite uma maior drea em menor
volume. O cerebelo recebe informacdo de feed-back sensorial, compara-a com a informacao
do movimento pretendido emitida pelos centros de comando do movimento no cortex

cerebral, e em func¢do disso actua sobre os centros motores do cértex cerebral de forma a
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efectuar as correccBes necessarias para que o movimento seja realizado com sucesso (Purves,
2008). Todas as vias de entrada e saida de informacdo quer dos ganglios basais, quer do
cerebelo, passam pelo talamo. E ele que faz a ligacdo fisica entre o cortex cerebral e os centros
de controlo referidos.

E na medula espinal que os neurdnios superiores (provenientes do cértex motor e
tronco cerebral) estabelecem sinapses com interneurdnios ou directamente com os neurénios
motores inferiores, cujos corpos celulares se encontram inseridos na matéria cinzenta da
medula e que vao estabelecer sinapses directamente com os musculos efectores, ao nivel das
jungBes neuromusculares,. A medula espinal é uma estrutura muito importante na execuc¢do
dos movimentos, uma vez que contém os neurdnios que inervam todos os musculos do corpo
abaixo da cabeca. E de referir que os neurdnios que partem da medula espinal também tém
fungdes importantes na geragao de movimentos reflexos, independentes de controlo de niveis
superiores. Parte desses reflexos sdo muito importantes na manuteng¢ao do tonus muscular, de
modo a que o corpo possa manter a postura e a que a contrac¢do muscular seja adequada a
execucdo do movimento pretendido (Thompson 2004). O esquema da figura 19 resume o que
foi dito sobre o controlo e gera¢gdo do movimento.

Os circuitos neuronais envolvidos no controlo do movimento usam varios
neurotransmissores, entre eles o glutamato e o GABA O glutamato é o principal
neurotransmissor excitatdrio usado pelos centros superiores de controlo do movimento no
cortex motor, nos ganglios da base e no cerebelo. O GABA é também muito importante nos
circuitos dos ganglios da base e na transmissao da informacao para o cortex motor. Além disso
toda a saida de informacdo do cerebelo para o cértex é mediada por neurdnios GABAérgicos
(Nestler, Hyman e Malenka, 2001; Thompson 2004). Como o alcool interfere com os
receptores destes neurotransmissores, também o movimento serd afectado, uma vez que a
integracdo e a transmissdo da informacgdo para planear, iniciar e corrigir o movimento estdo

comprometidas.
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Figura 19 — Esquema geral do inicio e controlo do movimento voluntario. Os
ganglios basais sdo responsdveis pela preparagao e iniciagdo do movimento,
enquanto que o cerebelo determina as correcgdes necessdrias para que o
movimento seja executado de forma correcta com base no feedback que recebe
dos orgdos sensoriais. O tronco cerebral controla a postura, juntamente com os
neurdnios da medula espinal, responsaveis por manter o tonus muscular
necessario. Os nervos eferentes da medula espinal transmitem a informagdo
resultante até aos musculos por forma a correcta execu¢do do movimento
pretendido.

1.3.2 - Memdria e aprendizagem

Talvez uma das capacidades mais importantes do cérebro é a de reter e usar
informacdo recebida, isto é, a capacidade de memorizacdo. Este termo ndo deve ser
confundido com outro que lhe esta estreitamente relacionado: a aprendizagem. Assim,
entende-se por aprendizagem o processo pelo qual o organismo adquire informagdo ou
capacidades e por memodria o processo pelo qual o organismo armazena e mobiliza essa
mesma informacdo ou executa determinada habilidade (Thompson, 2004; Purves, 2008).

A memodria é um processo muito complexo, e envolve mecanismos muito diversos.
Como tal, ele é categorizado tanto em termos temporais (tempo de duracdo da informacdo
apods a sua aquisicdo) como em termos qualitativos (consoante os processos envolvidos ou tipo

de informacdo mobilizada). Em termos temporais podemos distinguir entdo, de acordo com




Componente Cientifica - Introdugdo

Purves (2008) e Thompson (2004): memoéria imediata (sensorial), memadria de curto prazo e
memdria a longo prazo. Entende-se por memdria imediata uma capacidade de armazenar
informacdo durante alguns segundos. E ela que nos da a sensacdo do presente. No entanto,
embora o cérebro seja capaz de armazenar deste modo uma grande quantidade de
informacdo (visual, verbal, sonora, ...), ela dura muito pouco tempo. Parte dessa informacdo é
esquecida, e a que perdura transforma-se entdo numa memdria a curto prazo, em que o
tempo de permanéncia da informag¢do pode durar até alguns minutos. A repeticao, evocagao
ou exercicio da informagdo ou capacidade adquirida serd o mecanismo que determinard a
permanéncia da informagdo na memoaria (neste caso a longo prazo) num periodo de tempo
gue pode ir de muitas horas a varios anos. Contudo, conforme se encontra referido em Aaron
(2003), embora o exercicio e repeticdo tenham um papel fundamental na transferéncia da
informagdo para a memdria a longo prazo, existem outros factores que influenciam
grandemente o processo, tais como a profundidade de processamento da informacao,
compreensdo da mesma, atencdo, motivacdo e concentracdo. No entanto, é ainda de referir
gue existe uma pequena parte da informacao sensorial adquirida (de cardacter visual) que,

segundo Thompson (2004) passa directamente para a memaria a longo prazo (Figura 20).

Alguma informagao visual

Informacgao T T T T T T T T Tt T TS T T T T T e e e m e e :
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Figura 20 — Modelo geral de armazenamento de informa¢ao na memoéria. A
aquisicdo de informacdo da-se ao nivel da memdria imediata, sendo transferida
para a memaria a curto prazo. No entanto, a informacdo adquirida s6 permanece
na memoria se for repetida ou exercitada. Caso contrario perde-se e é esquecida.

(Adaptado de Aaron, 2003 e de Thompson, 2004).
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Pode ser feito um outro tipo de divisdo da memoria, dividindo-a em duas categorias
principais: declarativa e ndo declarativa (Thompson, 2004; Purves, 2008) (Figura 21). Entende-
se por memboria declarativa o processo que nos permite recordar factos ou acontecimentos,
isto é, informa¢do que recordamos de forma consciente. A memdria nao declarativa esta
associada a capacidades, sejam elas motoras ou cognitivas, mas que ndo recordamos de forma

consciente; simplesmente executamos.

MEMORIA HUMANA

Declarativa Nao Declarativa
(consciente) (Geralmente ndo é consciente)
Aconteci Capacidades Respostas Capacidades
Factos mentos motoras emocionais cognitivas

Figura 21 — Esquema representativo dos varios aspectos qualitativos da meméria
humana. A memaria declarativa estd relacionada com o que recordamos (factos e
eventos) de uma forma consciente. A memodria ndo declarativa estd mais
relacionada com capacidades e respostas do nosso organismo que foram sendo
adquiridas ao longo de uma aprendizagem inconsciente. (Adaptado de
Purves, 2008).

Existem diferentes regides cerebrais envolvidas na formacdo de diferentes tipos de
memdrias. No que respeita 3 memadria a curto prazo, uma das estruturas mais relevantes é o
cortex pré-frontal. Esta estrutura estd de algum modo envolvida na aquisicdo deste tipo de
memdrias, bem como na sua repeticdao por forma a passarem para a memoaria a longo prazo,
sendo que lesGes nesta area do cérebro induzem problemas no processo de formacdo de
novas memarias, mais até que na perda de informacdo em si (Thompson, 2004).

Uma das estruturas mais importantes na transferéncia da informacdo/capacidade
adquirida para a memdria a longo prazo é o hipocampo (Aaron, 2003; Thompson, 2004,

Purves, 2008). O processo de formacdo de novas memdrias, 0o seu armazenamento na
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memoria a longo prazo, envolve alteracées ao nivel das sinapses sendo que os principais
mecanismos funcionais propostos sdo a Potenciacdo de longa duracdo (LTP — Long Term
Potentiation) e Depressdo de longa duragdo (LTD — Long Term Depression).

O mecanismo de LTD consiste na diminuicdo da resposta a um potencial de accdo
numa célula pds-sindptica e é induzido por uma estimulagdo mais reduzida. O mecanismo de
LTP, pelo contrario, é uma alteragdo sindptica que consiste num aumento da resposta a um
potencial de acgdo numa célula pds-sinaptica. E aceite que a formagdo de memérias depende
da capacidade que as sinapses quimicas tém de alterar a sua “for¢a”, ou seja, depende da
capacidade de plasticidade sindptica dos neurdnios envolvidos. Sendo que a LTP é um dos
mecanismos que permite plasticidade sindptica, entdo sera de admitir que assume um papel
importante na formacdo de uma nova memdria ou numa nova aprendizagem (Thompson,
2004).

Para que o mecanismo de LTP se estabeleca, é necessario que a célula pré-sinaptica
estimule com séries repetidas de breves potenciais de acgdo a célula pds-sindptica que
provocam uma forte despolarizacdo. Ao conjunto destes estimulos chama-se estimulo
tetdnico. Uma vez estabelecido este mecanismo, qualquer potencial de acc¢do gerado
posteriormente terd na célula pds-sindaptica um efeito muito maior do que tinha antes. Ou
seja, a resposta é potenciada. Este é um processo que se pode manter estabelecido por
periodos de tempo que podem ir de varias horas até semanas, dependendo do numero e
frequéncia dos potenciais de ac¢do que o geram (Campbell e Reece, 2008). O mecanismo de
LTP ocorre sobretudo em sinapses que utilizem os receptores de NMDA de glutamato. A
figura 22 mostra o que acontece numa célula antes e depois da LTP. Quando pequenos
estimulos semelhantes aos que constituem o estimulo tetdnico, mas aplicados a baixa
frequéncia, a chegada do potencial de ac¢do a célula pré-sinaptica induz a libertacdo de uma
pequena quantidade de glutamato. Este, uma vez na fenda sinaptica, vai ligar-se aos seus

receptores AMPA e NMDA. S6 os primeiros abrem, permitindo a entrada de Na' e
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consequente despolarizacdo da membrana pés-sindptica, mas esta despolarizacdo nao é
suficiente para que haja a saida do iFo Mg?* que bloqueia o receptor NMDA (Meyer e Quenzer,
2005). Contudo, numa estimulagdo tetanica, isto é, quando estes estimulos de elevada
frequéncia (por exemplo, 100 estimulos por segundo), a quantidade de glutamato libertada é
muito superior, permitindo com a sua ligagdo ao receptor AMPA a expulsdo do ido Mg** dos
receptores de NMDA e consequente abertura do canal. Através deste canal entram na célula
iBes Ca’* que activam uma cascata de reac¢des enzimaticas, tendo como resultado a
fosforilagao dos receptores de AMPA, tornando-os mais sensiveis ao glutamato e a inserg¢ao de
mais receptores AMPA na membrana pds-sindptica (figura 23). Por outro lado, alguns
investigadores sugerem que a entrada de Ca’* poderad ainda induzir a produgdo de um
mensageiro quimico na membrana pds-sinaptica. Este mensageiro actua na membrana pré-
sindptica induzindo altera¢des que poderdo levar a libertagdo de maiores quantidades de
glutamato. E este conjunto de eventos que torna a célula pds-sinaptica mais sensivel (Nestler,

Hyman e Malenka 2001; Meyer e Quenzer, 2005).

Durante o potencial de repouso Durante a despolarizacao pos-sinaptica

Terminal
©20) pré-sinaptico
©a®

()

Terminal

ré-sinaptico
© ®® p p
00 o,

©)
[}
[

~ Receptor

@ Ca?t £\ -
[ / Terminal
pos-sinaptico
LTP despolarizado

Figura 22 — Mecanismos subjacentes a LTP. Durante um estimulo normal, os

receptores de NMDA permanecem fechados, bloqueados por Mg2+. Contudo,
, , . N . e~ 2+ . .

quando o estimulo é de maior frequéncia, o ido Mg~ é libertado do receptor

NMDA, que se torna assim permedvel 3 passagem de Ca’’, potenciando a

despolarizacdo da célula pds-sindptica. (Adaptado de Meyer e Quenzer, 2005).
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Figura 23 — Alteragdes na célula pds-sinaptica que permitem o estabelecimento
da LTP. A libertagdo de maiores quantidades de glutamato permite a entrada de
ca” para a célula, que tem como consequéncias finais a activacdo de uma cascata
de proteinas que torna a célula mais sensivel ao glutamato e a produgdao de
mensageiros que actuam ao nivel da célula pré-sindptica. (Adaptado de Meyer e
Quenzer, 2005).

E sobretudo ao nivel do hipocampo que este processo tem lugar. Assim sendo, esta é
uma estrutura cerebral com um papel muito importante na formagdo de meméorias a longo
prazo. Mas para além desta estrutura, existem outras estruturas importantes na formacdo de
memdrias, tais como o cértex motor, para as aprendizagens que envolvam capacidades
motoras, a amigdala (sistema limbico) e o cerebelo para aprendizagens baseadas em
associacGes bdsicas relacionadas, respectivamente, com respostas emocionais ou da
musculatura esquelética. Em algumas destas estruturas existem receptores para os
neurotransmissores com os quais o etanol interfere, nomeadamente os receptores NMDA de
glutamato, nomeadamente no hipocampo, amigdala e cértex pré-fontal, sendo que a

transmissdo sinaptica relacionada com os neurotransmissores referidos ao nivel destas
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estruturas estard comprometida devido a accdo inibitéria do etanol sobre os referidos

receptores, bem como o processo de formacdo de novas meméorias.

1.3.3 - Compulsao e sistema de recompensa

Varios modelos foram propostos para a viciacdo. Um dos motivos que pode levar a
procura compulsiva por uma determinada substancia é a tentativa de alivio dos sintomas de
privacdo induzidos pelo ndo consumo. Os sintomas de privagdo constituem assim um reforco
negativo que leva os individuos a procurar o consumo. Contudo, embora este seja um factor
importante, ndao explica os casos em que os individuos continuam a procurar a droga, mesmo
depois de os sintomas de privacdo serem tratados (por exemplo, em programas de
desintoxicagdo).

O alcool é uma das substancias que maior potencial de viciagdo tem nos seus
consumidores. De um ponto de vista comportamental, a viciacdo pode ser definida como a
procura compulsiva e descontrolada de determinada substédncia, apesar do reconhecimento
dos efeitos nocivos e consequéncias sociais adversas que o seu consumo pode induzir.
Algumas defini¢des antigas associavam a viciacdo a dependéncia. Contudo, este critério para a
definicdo perde consisténcia no caso de drogas que induzem viciagdo mas cujos sintomas de
privacdo estdo relacionados apenas com aspectos emocionais e motivacionais, sem que surjam
sintomas fisicos proeminentes de privacdo. E o caso da cocaina e das anfetaminas, cuja
privacdo estd associada com sintomas depressivos, o que motivara a procura compulsiva da
droga (Meyer e Quenzer, 2005).

Existem varios factores que podem contribuir para o desenvolvimento de um
comportamento viciado. O inicio do consumo de uma determinada droga pode ser
determinado por factores de ordem social, psicoldgica, genética ou mesmo ambiental, que ndo
sdo do ambito deste trabalho. Contudo, uma vez no organismo, a droga induz a vicia¢do

actuando directamente ao nivel do cérebro.
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As drogas podem actuar como um estimulo positivo, na medida em que por um lado
os individuos os associam a determinado contexto social que lhes é agraddvel, por outro ha as
sensacOes agradaveis que o seu consumo pode induzir. Em grande parte, as sensacoes
agradaveis sdo decorrentes de efeitos das drogas de abuso nos mecanismos cerebrais de
recompensa. Existem circuitos cerebrais que tém como finalidade reforcar comportamentos
fundamentais a sobrevivéncia humana (e dos mamiferos em geral), tais como comer, beber ou
relagbes sexuais (reprodugdo). Sempre que estes tipos de comportamentos sdo executados, o
individuo tem uma sensagdo associada de prazer que funciona como um reforgo positivo a
repeticdo do comportamento (Roberts e Koobs, 1997; Nestler, Hyman e Malenka, 2001;
Meyer e Quenzer, 2005). Este “sistema de recompensa” envolve o sistema mesolimbico
dopaminérgico constituido por neurdnios que projectam da area tegmental ventral (VTA) para

o nucleo acumbens (NAc) e para regies do cortex frontal (figura 24).

Figura 24 - Sistema mesolimbico dopaminérgico. As setas indicam as projeccbes
dopaminérgicas que partem da drea tegmental ventral (VTA) até ao nucleo
acumbens (NAc) e para o cértex cerebral, hipocampo, amigdala, tdlamo e outros
componentes do sistema limbico. (Extraido de Meyer e Quenzer, 2005).

A activacdo deste sistema, e a libertacdo de dopamina no nucleo accumbens (NAc) é
um factor comum a todas as drogas de abuso e tem um papel muito importante no

desenvolvimento da viciacdo. De acordo com estudos recentes, o alcool actua em vdrios locais
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deste sistema e induz a libertacdo de dopamina no NAc, em quantidades superiores a
libertacdo induzida pelos estimulos naturais do sistema de recompensa. O etanol actua em
neurdénios GABAérgicos existentes no NAc que projectam para a VTA onde exercem um
retrocontrolo negativo sobre a libertacdo de dopamina. Quando os niveis de dopamina no NAc
sdao muito elevados, os neurénios GABAérgcos sao activados e a libertacdo de GABA inibe os
neurdnios dopaminérgcios da VTA. Na presenga de etanol, a actividade dos neurdnios
GABAérgicos é reduzida, pelo que o controlo negativo sobre a VTA ndo se efectua, libertando-

se assim maiores quantidades de dopamina (Spanangel, 2009) (figura 25).

] Area
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Accumbens Ventral

Interneurdnio
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Figura 25 — Ac¢do do etanol no mecanismo de controlo de libertagdo de
dopamina pelos neurénios GABAérgicos. A inibicdo destes neurdnios pelo etanol
reduz a libertacdo de GABA na VTA e aumenta assim a libertacdo de dopamina
(desinibicdo dos neurdnios dopaminérgcios). (Adaptado de Spanangel, 2009).

O etanol interfere também com outros mecanismos de controlo da libertacdo de
dopamina, nomeadamente actuando sobre receptores de glutamato. Existem neurdnios
glutamatérgicos provenientes do cértex pré-frontal, amigdala, hipocampo que estabelecem
sinapses no NAc, e regulam a libertacio de dopamina. No entanto, ainda ndo se sabe

exactamente como o etanol afecta a libertacdo de dopamina mediada pelos receptores de

glutamato.
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Existem outros receptores sobre os quais o etanol actua e que podem levar a activacao
da libertacdo de dopamina, nomeadamente receptores de acetilcolina na VTA. Sabe-se que
antagonistas destes receptores inibem a libertacdo de dopamina induzida pelo etanol, o que
demonstra que a potenciacdo da actividade dos receptores nicotinicos pelo etanol contribui
para o aumento da libertagdo de etanol (Spanagel, 2009) o que estara também relacionado
com a associagdao entre o alcoolismo e o tabagismo. Sabe-se também que o etanol leva a
libertagdo de opidides enddégenos e de serotonina, neurotransmissores que serdo, a par com a
dopamina, responsaveis pela sensacdo de prazer e/ou euforia provocados pelo consumo de
alcool (Spanangel, 2009).

Embora o sistema mesolimbico dopaminérgico seja importante no estabelecimento
inicial do comportamento compulsivo, ele ndo é responsavel pela sua manuteng¢do, o que
sugere o envolvimento doutros sistemas. Sabe-se que o desenvolvimento da compulsdo por
drogas, incluindo o etanol, envolve fenémenos de plasticidade sindptica desencadeados pela
dopamina em conjunto com o glutamato. Em neurdnios que recebem simultaneamente
sinapses dopaminérgicas e glutamatérgicas, hd aumento da expressdo e trafego para a
membrana de determinados subtipos de receptores AMPA do glutamato que aumentam a
forca da transmissdo sinaptica, num processo semelhante ao da formacdo de memodria,
descrito anteriormente (seccdo 1.3.2). Deste modo, o processo de viciagdo em drogas é visto
actualmente como um processo de aprendizagem/memoria associado aos estimulos de

recompensa.

1.4 - Adaptagdes do organismo aos efeitos do alcool: tolerancia.
Apds algum tempo de consumo crénico, o organismo desenvolve tolerdncia
relativamente ao etanol, isto é, é necessario ingerir maiores quantidades de etanol para se

obter os mesmos efeitos que os obtidos com a dose consumida inicialmente. Existem trés
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tipos de tolerdncia ao etanol,: tolerancia metabdlica, neuronal e comportamental (Meyer e
Quenzer, 2005).

A tolerancia metabdlica ocorre quando a quantidade de etanol disponivel nos tecidos
é reduzida devido a um aumento da sua taxa metabdlica. O consumo crénico de etanol leva ao
aumento da produgao de enzimas ao nivel do figado, nomeadamente da alcool desidrogenase
e de enzimas microssomais da familia do citocromo P450. Estas Ultimas sdo enzimas
encontram-se no reticulo endoplasmatico liso das células do figado e apresentam uma
especificidade alargada, podendo metabolizar um elevado leque de compostos incluindo
hormonas, fadrmacos e agentes tdxicos. Deste modo, aumenta a taxa metabdlica do etanol,
diminuindo a sua quantidade em circulacdo (figura 26) e por conseguinte os seus efeitos no

organismo.
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Figura 26 — Concentra¢do de alcool no sangue medida apds a administragdo de
uma dose-teste antes e depois de um periodo de 7 dias de consumo crénico. A
linha azul representa a BAC antes de 7 dias de consumo crénico, a linha vermelha
representa a BAC depois do consumo croénico. A tolerancia desenvolvida verifica-se
pela diminuicdo mais rapida dos niveis de alcool no sangue quando comparado
com o periodo pré-consumo cronico. (Adaptado de Meyer e Quenzer, 2005).
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A tolerdncia neuronal ocorre quando ha uma alteragdo no funcionamento dos
neurdnios no sentido de compensar a presenca continuada do alcool. Verifica-se um aumento
no numero de receptores NMDA de glutamato, como resposta a sua actividade reduzida pela
presenca de etanol. Ao mesmo tempo, ocorre uma alteracdo ao nivel dos receptores de GABA,
gue se tornam menos sensiveis a presenga deste neurotransmissor, ou seja verifica-se uma
reducao do influxo de iGes CI" mediado pelo GABA. Este ultimo mecanismo compensa a
potenciagdo inicial do efeito do GABA mediada pela presenga de etanol.

A tolerancia comportamental ocorre quando o individuo aprende a ajustar o seu

comportamento de modo a conseguir compensar os efeitos fisicos provocados pelo alcool.

Este tipo de adaptagGes contribuem no seu conjunto para compensar o efeito
depressor que o dlcool tem no SNC, e sdo responsaveis pela hiperexcitabilidade do organismo
guando o consumo de alcool é interrompido. Embora facilite ao organismo tolerar a presenca
do etanol, contribui para o estabelecimento dos efeitos aversivos que surgem quando se
verifica a privagdo ou abstinéncia, contribuindo grandemente para que se estabeleca a

dependéncia fisica.
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CAPiTULO 2 METODOS
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2.1 - Animais

Foram usados murganhos (Mus musculus) da estirpe CD1, machos, com trés a quatro
meses de idade, com pesos entre os 23 e 30g. Os animais (fornecidos pela Charles River
Laboratories, Spain) foram alojados em gaiolas aos pares, com acesso livre a comida e agua. Os
animais foram mantidos no Biotério da Universidade de Coimbra em condi¢Ges controladas de
temperatura e luminosidade, com um ciclo diario de 12h de luz / 12h de escuro.

Para permitir a identificagdo dos animais alojados na mesma gaiola, foi pintada a
cauda a um deles com marcador de tinta permanente nao alergénica. Depois de mudados das
gaiolas originais para as gaiolas de teste, foi dado um periodo minimo de 4 dias para
adaptacdo as novas gaiolas antes da realizagdo dos testes. As experiéncias foram realizadas
numa sala escura, localizada numa zona silenciosa do edificio, na presenca de uma luz
vermelha. A sala de experimentacdo foi ligeiramente aquecida com antecedéncia, e os animais

foram transportados para a mesma no minimo 3h antes da realizagao dos testes.

2.2 —Teste de ingestao voluntdria de etanol

Para testar se os murganhos ingeriam voluntariamente etanol e qual a concentragdo
preferida, usaram-se 10 murganhos machos, colocados aos pares em 5 gaiolas. Em cada uma
foram colocados a disposi¢cdo dos animais 300g de racdo e um ou dois biberées com 250ml de
bebida (agua acidificada, solugdo de sacarina a 0,066% ou solugdo de etanol), consoante o
protocolo.

Durante o periodo de adaptacdo foi colocado nas gaiolas apenas um biberdo com 4gua
acidificada (pH = 5.5). Quatro dias depois foram iniciados os testes, colocando-se a disposi¢do
dos animais dois biberdes, um com agua acidificada, o outro com uma solugdo de sacarina a
0,066% feita em agua acidificada. A partir do décimo dia, o biberdo com agua foi substituido

por um biberdo com uma solugdo de etanol a 3%. Ao vigésimo quarto dia, a solugdo de etanol
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foi substituida por outra de concentragdo superior (6%), e ao trigésimo oitavo dia essa solugdo
foi ainda substituida por uma solucao de etanol a 10%. Todas estas solu¢des foram feitas em
agua acidada e com sacarina a 0,066%, para mascarar o sabor desagraddvel do etanol. Durante
o tempo total do teste (50 dias), foram efectuadas medi¢des do peso dos animais, da

guantidade de alimento consumida e volume de bebida ingerido de quatro em quatro dias.

2.3 - Teste da roda motora

Para testar a coordenagdo motora foi usada uma roda motora (Letica, modelo LI 8200).
O aparelho consiste num cilindro com 3cm de didametro, estriado paralelamente ao eixo de
rotacdo, onde encaixam divisdrias também circulares, sendo controlado por um motor que
permite controlar a velocidade em rpm (figura 27). Embora a roda tenha capacidade para cinco
murganhos, apenas foram testados dois animais de cada vez, com duas divisérias de intervalo
entre si, para facilitar a observagao e controlo dos animais. Os murganhos foram colocados na
roda de costas voltadas para o experimentador. A rotacgdo inicial da roda era de 4rpm,
aumentando de forma constante ao longo de 300seg até atingir a velocidade de 40rpm. Ao
cair, os animais activavam uma alavanca que terminava a contagem do tempo correspondente
aquela divisdéria. No caso do murganho ndo cair, era retirado ao fim de 300seg. Os ensaios
foram espacados entre si cerca de 2min. Cada sessdo de testes consistiu em quatro ensaios.
Entre cada ensaio, o local da roda utilizado era limpo com um pouco papel humedecido em
agua.

No dia anterior ao inicio de consumo de etanol cada animal foi sujeito a trés sessdes
de treino, espagadas entre si 3h, para adaptacdo a roda. Na fase de testes os animais foram
separados em dois grupos: um grupo controlo, que tinha como bebida agua acidificada, e o
grupo de teste que tinha a disposi¢cdao para beber uma solugdo de etanol a 10%, como ja foi

descrito anteriormente. Fizeram-se quatro sessdes de testes, com quatro dias de intervalo.
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Figura 27 — Roda motora utilizada para os testes de coordenacdo motora. O
cilindro sobre o qual os animais sdo colocados é estriado paralelamente ao eixo de
rotacdo. Em cada divisoria da roda os animais caem sobre uma alavanca que,
quando pressionada, para a contagem do tempo. O pormenor da figura mostra
como os animais devem ser colocados.

2.4 — Testes de reconhecimento de dois objectos no campo aberto

Para testar a influéncia do etanol na capacidade de memorizacdo e aprendizagem, foi
usado o teste de reconhecimento de dois objectos no campo aberto em duas tentativas. Este
teste baseia-se na curiosidade natural dos murganhos, que os leva a explorar tudo o que para
eles é novo. Assim sendo, se os murganhos estiverem perante dois objectos, sendo um deles ja
conhecido, passardo mais tempo a explorar o que ainda ndo conhecem. A realizacdo deste
teste ao fim de 3h apds a exposicdo ao primeiro objecto (objecto A) permite testar a memaria
a curto prazo, e a sua realizacdo ao fim de 24h permite testar a memaria a longo prazo.

No teste foi usada uma caixa de cartdo de forma clibica com 50cm de lado, com as

paredes forradas com cartolinas vermelhas plastificadas, e o chdo da caixa dividido em
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guadrados iguais com 10cm de lado. Foram utilizados dois grupos de animais. Um grupo
controlo, e um grupo de teste que foi sujeito a um consumo crénico de solucdo de etanol a
10% durante uma semana antes do teste de reconhecimento de objectos.

No primeiro dia, cada murganho foi colocado na caixa durante 20min para adaptacao.
No final desse tempo a caixa foi limpa com um pano humedecido em 3agua para eliminar
cheiros antes de 1a ser colocado outro animal.

No teste de reconhecimento foram escolhidos dois objectos coloridos e com formas
atractivas e pouco assustadoras para que os animais se sentissem atraidos para a exploragao
dos objectos. Por outro lado houve ainda o cuidado de escolher objectos suficientemente
diferentes entre si para ndao serem confundidos. Os objectos escolhidos foram designados de

“gato” e “toupeira”. A figura 28 mostra o material utilizado para a execugao da experiéncia.

Figura 28 — Material usado para efectuar o teste de memoéria. A — Caixa onde
decorreram os testes; os quadrados marcados no chdo tém 10cm de lado.
B — Objectos utilizados para o teste de reconhecimento. O lapis serve de escala.
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Num primeiro ensaio foi apresentado ao animal em teste um objecto A, que para
metade dos murganhos estudados foi o “gato” e para a outra metade a “toupeira”. Deste
modo pretendeu-se verificar se existia preferéncia por algum objecto, excluindo no final dos
estudos o facto de alguma diferenca observada ser devida a esta preferéncia. Durante o teste
o animal era colocado no centro da caixa durante 10 minutos, estando o objecto fixo ao fundo
da mesma com “Bostik” (figura 29, esquemas A e B).

Numa segunda fase de teste, 3h e 24h depois, o animal era colocado na presenga dos
dois objectos em simultaneo (figura 29, esquema C). O ensaio realizado ao fim de 3h pretendia

avaliar a capacidade de meméria a curto prazo, e o ensaio realizado ao fim de 24h destinou-se

a avaliacdo da capacidade de memdria a longo prazo.

Figura 29 — Zonas da caixa onde cada um dos
objectos foi fixo. Teve-se o cuidado de a posicdo
dos objectos fosse tal que permitisse uma boa
visibilidade pelos animais, mas sem que se
limitasse os seus movimentos em torno dos
objectos. A e B — posicdo dos objectos isolados.
C — colocagdo simultanea dos objectos durante a
fase de teste.
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Durante os testes foi contabilizado o tempo de exploracao de cada objecto, o nimero
de quadrados atravessados e o nimero de elevacdes nas patas posteriores que cada animal
efectuou. Quando os murganhos passavam junto dos objectos sem demonstrar interesse,
mesmo tocando nos objectos, esse tempo ndo era contabilizado como tempo de exploracao

(figura 30).

Figura 30 — Atitudes dos animais relativamente aos objectos. S6 foi contabilizado
como tempo de explorag¢dao quando os animais manifestavam interesse pelo objecto
(A). Quando passavam na proximidade dos objectos sem interesse (B) esse tempo
ndo foi contabilizado.

Para medir o indice de reconhecimento (IR) dos objectos foi utilizada a férmula
seguinte, em que t 5 é o tempo dispendido a explorar o objecto A, e t g é o tempo dispendido

a explorar o objecto B.

. ts
Indice de reconhecimento (IR) = —_— x 100

tattsp
Considera-se que um animal se recorda do primeiro objecto apresentado se o valor do
indice for superior a 50%. Se o valor foi inferior a 50% considera-se que o animal ndo se

recorda do objecto. O esquema da figura 31 resume o protocolo descrito.
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24 h
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Figura 31 — Resumo do protocolo seguido para os testes de memodria.
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2.5 - Teste de Preferéncia Condicionada de Local

O Teste de Preferéncia Condicionada de Local permite testar o desenvolvimento de
compulsdo por uma droga. O acesso a droga é feito num determinado ambiente, pelo qual o
animal mais tarde manifesta preferéncia relativamente a outro local que ndo associa a droga.
O animal associa um determinado padrdo a uma bebida.

Para a realizagdo deste teste prepararam-se gaiolas com dois compartimentos
comunicantes mas forrados de formas diferentes — cor cinza homogénea e riscas verticais de
cor escura (figura 32). O teste é constituido por trés fases: fase de pré-condicionamento, fase
de condicionamento e fase de teste.

Na fase de pré-condicionamento testa-se se existe preferéncia por algum dos
compartimentos. Assim, os animais foram colocados individualmente nas gaiolas com acesso
livre aos dois compartimentos durante 20min. Foi registado o tempo passado em cada um dos
compartimentos.

Durante a fase de condicionamento, foi fechada a passagem entre os compartimentos.
Num conjunto de gaiolas, a dgua foi colocada no compartimento das riscas, e a solu¢do de
etanol a 10% foi colocada no compartimento cinzento. No outro conjunto, a bebida colocada
no compartimento das riscas foi solugdo de etanol a 10%, e no compartimento cinzento foi
colocada agua. Durante esta fase, os animais passaram 48h em cada compartimento antes de
serem mudados para o outro. Os animais estiveram trés vezes em cada compartimento,
perfazendo um total de 6 dias em cada um.

Na fase de testes foi concedido a cada animal acesso livre durante 20min aos dois
compartimentos, depois de terem sido retirados os biberdes e o alimento em cada um deles.
Contou-se o tempo passado em cada compartimento. O protocolo encontra-se

esquematicamente resumido na figura 33.
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Figura 32 — Material usado no teste de
preferéncia de local. Os compartimentos
das gaiolas comunicam entre si, sendo
um dos compartimentos forrado a cinza,
o outro forrado a riscas. As imagens em
pormenor do esquema A mostram o
modo como a passagem foi tapada. Em B
mostra-se a zona de passagem aberta.
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Figura 33 — Resumo do Teste de Preferéncia Condicionada de Local. O teste
envolve apenas um animal de cada vez. A representacdo livre de dois animais no
esquema simboliza a passagem livre que o animal tem para os dois
compartimentos. A mudanca descrita na fase de condicionamento ocorre trés
vezes.
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2.6 — Andlise estatistica

Os resultados sdao apresentados sob a forma de média + erro padrao da média e foram
estatisticamente tratados pelo teste t, ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Bonferroni
para as comparagoes multiplas e ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni. Tal
como indicado no texto ou nas legendas das figuras. Foram considerados significativos os

valores de probabilidade inferior a 0,05.
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CAriTULO 3 RESULTADOS
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3.1 - Ingestao voluntaria de etanol

Para testar se os murganhos ingeriam etanol e qual a concentracdo preferida, os
animais foram mantidos ao longo de 50 dias em gaiolas com acesso a dois biberdes com
solucdes diferentes: dgua, solucdo de sacarina a 0,066% ou solucdes de concentracées
crescentes de etanol feitas em sacarina a 0,066%, e mediu-se o consumo de cada liquido. Nos
trés primeiros dias de teste, os animais tiveram acesso apenas a agua para consumo. A partir
do momento em que foram colocados a disposicdo dos animais dgua e solugdo de sacarina,
verificou-se uma preferéncia pela solugdo de sacarina relativamente a agua (figura 34).
Quando a solugdo alternativa a 4gua foi a solugdo de etanol a 3%, a preferéncia dos
murganhos foi inicialmente pela dgua, mas esta tendéncia alterou-se ao fim de alguns dias. A
partir do momento em que isto aconteceu, embora com oscilagdes, verificou-se sempre uma
preferéncia dos animais pela solugao de etanol relativamente a agua, mesmo com solugdes de

6 e 10% de etanol.

—— 4gua sacarina
ou etanol
60+
Sacarina 3% Etanol 6% Etanol 10% Etanol
50+
40
30+

SN I/

0 T T T T T T T T T
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Figura 34 - Teste de ingestdo voluntaria de etanol. Os animais tinham
possibilidade de escolha entre 4dgua e uma solugdo alternativa. Os valores
correspondem as médias das determinagdes + SEM num total de pelo menos 10
animais por condi¢cdo experimental.
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No que respeita ao alimento ingerido pelos animais, verificaram-se algumas oscilacdes
(figura 35), que ndo se reflectiram no peso dos animais, e com um aumentou gradual ao longo
do tempo. O periodo de maior irregularidade coincidiu com o periodo em que os ratinhos
passaram a ter pela primeira vez contacto com a solucdo alcodlica (periodo de consumo de
etanol a 3%). O maior aumento de peso registou-se entre os dias 12 e 18 (de 30,8g para 32,7g,
em média), o que coincidiu também com um maior consumo de comida (de 14g para 19g, em
média). Logo a seguir, até ao dia 22, o consumo de comida voltou a diminuir para valores
médios de 15,3g, o que resultou também numa diminui¢do ligeira do peso corporal dos

animais, que o recuperaram nos dias seguintes.
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Figura 35 — Varia¢do do peso corporal dos animais (A) e quantidade de alimento
ingerida (B). Os valores correspondem as médias das determinagdes + SEM num
total de pelo menos 10 animais por condicdo experimental.
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3.2 - Efeitos do consumo de etanol na coordenagao motora

A figura 36 mostra que os animais que consumiram etanol tiveram um desempenho
inferior na roda motora em comparac¢do com os animais que sé tinham acesso a dgua. Antes
do inicio do consumo de etanol (tempo 0) os animais foram submetidos a sessdes de treino na
roda motora para aprenderem a manter-se na roda em movimento. Verificou-se um aumento
progressivo no tempo que os murganhos conseguiam passar na roda, ndo havendo diferenga
estatistica entre os grupos de animais testados (controlo versus etanol). A partir do dia em que
o grupo de teste inicia o consumo de etanol, o seu desempenho passa a ser significativamente
inferior ao do grupo controlo (grupo de controlo: 195,19+14,75seg; grupo que consumiu
etanol: 105,29+18,27seg; ***P<0,001), sendo a diferenca significativa (P=0,0006). O grupo
teste registou um decréscimo muito acentuado no tempo que conseguiram permanecer na
roda, logo nos trés primeiros dias apds o consumo de etanol. Nos dias seguintes aumentaram
o tempo de permanéncia na roda, ndo havendo diferenga estatistica entre os valores
registados por estes animais e os dos animais do grupo controlo. Contudo, tendencialmente
esses valores mantiveram-se inferiores aos tempos que os murganhos do grupo controlo

conseguiram nos seus testes (figura 36).

3.3 — Efeitos do etanol na memoria a curto e a longo prazo

Antes de se realizar o teste de memodria (ensaio de reconhecimento de
objectos) foram feitos varios controlos. No que diz respeito a cada um dos objectos
apresentados, ndo se verificaram diferencas estatisticas significativas no tempo que os animais
despenderam, em média, a explorar cada um dos objectos, ndo revelando deste modo

preferéncia inicial por nenhum deles.
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Figura 36 — Efeito do etanol no controlo motor avaliado em funcao do tempo
passado na roda motora. Os trés primeiros valores registados, identificados como -
1, -0,5 e 0, correspondem a fase de treino. A partir do dia 0 os valores
correspondem ao inicio do consumo da solu¢do de etanol a 10%. Os valores
correspondem as médias das determinagdes + SEM num total de pelo menos 10
animais por condigdo experimental. ***P<0.001 — andlise de varidncia ANOVA de
duas vias seguida do pos-teste de Bonferroni; estatisticamante diferente quando
comparado com o grupo controlo no dia 3.

O tempo passado a explorar o objecto “gato” foi de 42,88+3,89seg e o objecto
“toupeira” foi explorado em média 49,125+4,12seg (figura 37A). O tempo total de exploracao
dos objectos e o tempo passado a explorar cada um dos objectos em particular, permitiram
concluir que os animais ndo tinham predilec¢do ou aversdo por algum dos objectos. Quanto a
exploracdo de objectos de um modo geral, embora também nao se verificasse uma diferenca
estatistica significativa (P=0,055), verificou-se uma tendéncia para que o grupo de animais
sujeito ao consumo de etanol ocupasse mais tempo a explorar os objectos apresentados

(58,80 +7,89seg) que o grupo de animais controlo (39,20+3,75seg) (figura 37B).
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Figura 37 — Teste de preferéncia de objectos (A) e efeito do consumo de etanol no
tempo total passado pelos animais a explorar os objectos (B). Os valores
correspondem as médias das determinagdes + SEM num total de pelo menos 12
animais por condigdo experimental.

Foram também medidos outros parametros de actividade locomotora (elevagGes e
quadrados percorridos) para verificar se o efeito do etanol em termos motores nado afectou os
resultados do ensaio de reconhecimento de objectos. Ndo se verificaram diferengas
estatisticas significativas entre os dois grupos de animais testados relativamente a sua
actividade locomotora, expressa no nimero de eleva¢des nas patas traseiras e no numero de
guadrados percorridos. Os parametros tiveram o valor de 14,60+1,29 elevag¢des para o grupo
de controlo e 18,80+3,97 elevagbes para o grupo que consumiu etanol, e 324,80+28,17
guadrados percorridos para o grupo de controlo e 319,4421,55 quadrados percorridos para o

grupo que consumiu etanol (figura 38).
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Figura 38 — Efeito do etanol nos parametros locomotores avaliados (A — nimero
de elevagGes nas patas traseiras e B — nimero de quadrados percorridos) no
teste de reconhecimento de objectos. Os valores correspondem as médias das
determinagdes + SEM num total de pelo menos 12 animais por condi¢cdo
experimental.
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O indice de reconhecimento permite expressar quantitativamente a memoria que um
animal tem de um objecto que |he foi previamente apresentado relativamente a um objecto
novo. Quanto mais préximo de 50% for este valor, menos o animal se recorda. Pelo contrario,
guando os valores se aproximam de 100% significa que o animal se recorda do primeiro
objecto que explorou e por isso passa mais tempo a explorar o objecto novo.

Embora com ndo se registassem diferencas estatisticas nos valores calculados entre o
grupo controlo e o grupo que consumiu etanol , verificou-se uma tendéncia para que os
valores de IR apresentados pelo grupo controlo nos dois testes (memoéria a curto e longo
prazo) fossem superiores aos apresentados pelo grupo de animais que consumiu etanol. Tendo
em conta os resultados obtidos apenas pelo grupo controlo, embora também ndo se
registassem diferencas significativas entre o IR calculado apds 3h e apds 24h, verificou-se uma
tendéncia para a sua diminuicdao 24h apds a exploragdo do primeiro objecto (de 59,44+5,24%

para 55,47+1,35%) (figura 39).
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Figura 39 — indice de reconhecimento. O valor do indice de reconhecimento foi
medido duas vezes: 3 horas e 24 h apds o contacto com o primeiro objecto. Os
valores correspondem as médias das determinag¢Ges * SEM num total de pelo
menos 12 animais por condicdo experimental.
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No caso do grupo que consumiu etanol, o valor do seu indice de reconhecimento é
muito proximo de 50% nos dois testes efectuados (50,71+5,18% ao fim de 3h e 50,97+3,54%
ao fim de 24h), o que indica que os animais ndo se recordam do objecto inicialmente

explorado e por isso exploram de igual modo os dois objectos.

3.4 — Compulsao por etanol

No teste de preferéncia condicionada de local, na fase de pré-condicionamento ndo
existiu diferenca estatistica significativa no tempo que os murganhos passaram, em média, em
cada um dos compartimentos que tiveram a disposicdo. No compartimento com riscas
passaram em média 598,25+19,14seg e no compartimento cinzento 601,75%19,14seg.
Verificou-se deste modo que ndo existiu preferéncia prévia por nenhum dos padrées dos
compartimentos, pelo que se pode concluir que qualquer diferenca observada posteriormente
na fase de teste foi devida apenas a associa¢do ao consumo de alcool a que os animais foram
sujeitos. Na fase de teste, os ratinhos passaram, em média, muito mais tempo no
compartimento que durante a fase de condicionamento associaram ao etanol
(847,00+43,24seg) do que no compartimento que associaram a agua (353,00+43,24seg)
(figura 40). A diferenca estatistica é relevante (***P<0,001), verificando-se deste modo uma
clara compulsdo pela procura do etanol, de tal modo que continuavam a procurar a bebida

mesmo ndo estando esta presente.
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Figura 40 — Teste de preferéncia de local. Tempo passado pelos animais em cada
compartimento durante a fase de pré-condicionamento e durante a fase de teste.
Os valores correspondem as médias das determinagGes + SEM num total de pelo
menos 10 animais por condicdo experimental. ***P<0,001 - teste ft;
estatisticamante diferente quando comparado com o grupo “Agua”.
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CAapPiTULO 4 DiscussAo

Pdgina 77



Componente Cientifica — Discussdo

4.1 - Ingestdo voluntaria de etanol

A preferéncia inicial dos animais pela solucdo de sacarina face a dgua é muito
provavelmente devida ao sabor doce daquela solucdo. A passagem para uma solucao de etanol
é uma mudanca para um sabor menos agradavel, o que justificard que entre os dias 10 e 19 os
animais voltassem a manifestar preferéncia pela dgua. O grande aumento no consumo da
solugcdo de etanol que se registou a partir do dia 18 ter-se-4 devido a uma habitua¢do dos
animais ao sabor da bebida e aos efeitos do alcool como droga que induz fendmenos de
dependéncia, o que terd aumentado a compulsao.

Com o aumento da concentra¢do de etanol para 6% e 10%, o sabor torna-se ainda
mais intenso e, supostamente, menos agradavel. Provavelmente sempre que houve um
aumento na concentra¢do da solugao de etanol, seja para 6%, seja para 10%, o consumo
sofreu um ligeiro decréscimo, para depois voltar a aumentar, devido a habitua¢do e compulsdo
que ja foi referida.

Optou-se assim por utilizar nas actividades experimentais seguintes a solucdo de
etanol a 10%, pois os animais manifestaram uma clara preferéncia desta solucdo relativamente
a agua. Deste modo, assegura-se que os animais consumirdao sempre a bebida alcodlica que
Ilhes for colocada a disposicdo, e assim sendo o consumo voluntdrio por parte dos animais
aproxima-se do que acontece em contexto real de vida. Ao mesmo tempo, uma concentragao
mais elevada implica também efeitos mais rapidos e mais evidentes ao nivel do organismo, o
que facilita a observacdo de resultados. O valor escolhido é semelhante ao utilizado por
autores como Nielsen et al. (1999) e Bailey et al. (2000), que usaram nos seus trabalhos
solugdes de etanol a 8% e 12%, respectivamente.

No que respeita aos parametros de controlo medidos, nomeadamente a variacdo de
peso corporal e quantidade de comida ingerida, ndo se verificou qualquer anomalia indicativa

de mau estar nos animais.
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4.2 - Efeitos do etanol na coordenagao motora

Os resultados obtidos mostram que a ingestdo de etanol provoca de facto uma
diminuicdo no controlo motor dos animais, evidenciada pelas diferencas de desempenho dos
dois grupos de animais testados na roda motora. Estes resultados vém de encontro ao que ja
foi verificado em trabalhos realizados por outros autores como Pallarés et al. (2001), Rustay et
al. (2003) e Servais et al. (2005).

Durante a fase de treino, antes do inicio do consumo crénico da solugdo de etanol,
verificou-se um aumento do desempenho de todos os animais de uma forma muito
semelhante. Estes resultados demonstram uma aprendizagem por parte dos animais
relativamente a forma de movimentagao e equilibrio na roda. Autores como Rustay et al.
(2003) consideram importante que esta fase de treino se prolongue até se verificar uma
estabilizacdo no desempenho maximo dos animais para que se possa ter a certeza de que um
aumento de desempenho ndo se deva a uma maior aprendizagem, mas sim ao efeito
provocado pela substancia em estudo. No entanto, outros autores publicaram vdérios estudos
usando o presente protocolo (é o caso, por exemplo, de Jones et al., 2008). Na realidade, com
esta metodologia foi possivel comprovar claramente que a ingestdo de etanol induz uma
reducdo significativa na capacidade de coordenagdo motora, conforme demonstrado pelo
grupo de animais sujeito a consumo crénico da solugdo de etanol, cujo desempenho no
primeiro teste foi ainda inferior ao da ultima sessao de treino que haviam realizado.

Apds esta primeira reducdo no tempo de permanéncia na roda, os animais sujeitos a
consumo de etanol demonstraram uma melhoria no seu desempenho a partir do segundo
teste. Pallares et al. (2001) associam esta tendéncia ao desenvolvimento, por parte do
organismo dos animais, a uma tolerdncia relativamente aos efeitos sedativos do 4dlcool,
embora também refiram que continua a existir aprendizagem por parte dos animais que lhes

permite adaptar-se melhor a roda, tal como aconteceu durante a fase de treino (também
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discutido por Servais et al.,, 2005). Eventualmente os animais poderdo ter desenvolvido
mecanismos de tolerancia que lhes permitiram adaptar-se aos efeitos do etanol e superar as
dificuldades de equilibrio e coordenag¢do de movimentos.

A descoordenacdo motora induzida pelo etanol é devida sobretudo a sua ac¢do sobre
os receptores dos neurotransmissores envolvidos nos circuitos neuronais responsaveis pelo
movimento, nomeadamente o glutamato (utilizado pelos neurdnios superiores do tracto
corticospinal e do cerebelo) e o GABA (utilizado nos circuitos do cerebelo e ganglios basais).
Uma vez que as estruturas envolvidas na coordenagdo ao nivel do SNC possuem receptores
para estes neurotransmissores, qualquer interferéncia na transmissdo do impulso nervoso ao
nivel destas estruturas ird obrigatoriamente resultar num movimento descoordenado. A Unica
via de saida de informacgdo a partir do cerebelo é através das células de Purkinje. Nos seus
trabalhos, Servais et al. (2003) demonstraram que o etanol reduz a actividade das células de
Purkinje, o que comprometera assim a integracdo da informacdo sensorial e promogdo das
correcgdes necessarias para a ocorréncia normal do movimento, originando-se deste modo um

movimento descoordenado que leva os animais a perder o equilibrio e a cair da roda.

4.3. - Efeitos do etanol na memdria a curto e a longo prazo

Os resultados obtidos demonstram que os animais sujeitos a consumo de alcool ndo se
recordam tdo bem comparativamente aos animais controlo do primeiro objecto que lhes foi
apresentado, nem no teste para a memoaria a curto prazo nem no teste para a memdria a
longo prazo, embora sem diferenca estatistica significativa. Talvez o tempo de exposi¢do ao
objecto ndo tivesse sido o suficiente, ou entdo o tempo até a realizacdo do teste fosse
demasiado longo, ajudando assim a um maior esquecimento. Esperava-se que pelo menos no
teste de memoaria a curto prazo o valor do IR fosse significativamente diferente entre os
grupos controlo e etanol. Se os animais depois de 3h ja ndo tém uma recordacdo consistente

do primeiro objecto, entdo apds 24h a sua capacidade de reconhecimento ainda serd inferior.
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Embora os animais controlo também ndo apresentem valores muito elevados, os
valores de IR ligeiramente superiores ao grupo etanol sugerem que apds 3 h se recordam
melhor do objecto, havendo no entanto uma diminui¢cdo no valor calculado para o indice de
reconhecimento 24h apés a exploracdo do primeiro objecto. Como se passou mais tempo, tera
havido esquecimento.

Foram também calculados alguns parametros de controlo fundamentais para uma
melhor interpretagdao dos resultados. No que respeita aos objectos utilizados, ndao se
verificaram preferéncias significativas por nenhum em especial, o que reduz o efeito produzido
por eventuais caracteristicas dos objectos que atraissem mais os animais ou, pelo contrdrio, os
assustasse e por isso os impedisse de explorar (mesmo ndo se recordando do objecto). Embora
o objecto “toupeira” tenha sido ligeiramente mais explorado que o objecto “gato”, para além
da diferenca nao ser significativa, a pouca que houve foi minimizada pelo facto de metade dos
animais ter a “toupeira” como objecto A e a outra metade ter o “gato” como objecto A.

Os parametros locomotores avaliados permitiram inferir que as diferencgas registadas
no tempo de exploracio dos objectos ndo eram devidas a diferencas de actividade
locomotoras nos animais. Por exemplo, um animal que manifeste uma actividade locomotora
reduzida em principio passard menos tempo a explorar os objectos do que um animal mais
activo, independentemente do quanto se recordam ou nao dos objectos. Por outro lado, um
animal com uma actividade locomotora muito elevada (hiperactividade) poderd explorar mais
o segundo objecto, ndo por se recordar do primeiro objecto mas por ocasionalmente tocar de
frente no objecto novo devido a sua elevada actividade. Em qualquer um dos casos devemos
excluir esses animais, embora no nosso estudo ndo tenha ocorrido qualquer diferenca
significativa entre os animais controlo e etanol.

Relativamente ao tempo total de exploracdo dos objectos verificou-se que os animais
sujeitos a consumo crénico de solugao de etanol a 10% apresentam valores superiores ao dos

animais de controlo. Isto significa que um valor mais reduzido de indice de reconhecimento
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nado foi devido a uma menor exploracdo dos objectos. Como ndo se recordavam do primeiro
objecto apresentado, passavam mais tempo a explorar os objectos apresentados, pois era
como se fossem na realidade dois objectos novos.Assim sendo, apenas o etanol surge como
explicacdo possivel para as diferencas registadas entre os grupos de animais, podendo por isso
verificar-se que de facto o dlcool interfere na capacidade de memorizacao dos individuos, quer
no que diz respeito a capacidade de meméria a curto prazo, quer no que concerne a memoaria
a longo prazo.

Em algumas estruturas envolvidas na formacdao de memorias e relacionadas com a
aprendizagem, existem receptores com o0s quais o etanol interfere directamente,
nomeadamente receptores de glutamato. E o caso do hipocampo, amigdala e cortex pré-
frontal. E sobretudo ao nivel do hipocampo que ocorre um mecanismo de plasticidade
sindptica associado a formagao de novas memédrias, a potenciagao de longa duragao. O etanol
ingerido, ao chegar a estas estruturas através da corrente sanguinea, inibe os receptores
NMDA de glutamato, impedindo as alteragGes sindpticas envolvidas na formagdo de novas

memorias.

4.4 - Compulsao por etanol

Os resultados obtidos na fase de teste vém confirmar que os animais apresentam
viciacdo induzida pelo alcool, uma vez que passam muito mais tempo no compartimento
associado ao alcool do que no compartimento associado a agua, mesmo sem estarem bebidas
presentes. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por Cunningham, et al.
(2000) para murganhos de estirpe “selvagem” (i.e., ndo modificados geneticamente) e com os
resultados referidos por Chester e Cunningham (2002).

De acordo com Cunningham e colaboradores (2000), animais sem receptores para a
dopamina ndo manifestam preferéncia por qualquer dos compartimentos para os quais foram

condicionados o que, em conjunto com os trabalhos de Diana (1993) e Di Chiara e Imperato
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(1998), vem reforcar a importancia do incremento de dopamina no nucleo accumbens
(induzida pelo etanol) na activacdo do mecanismo de recompensa que induz a viciacdo. Os
estudos referidos por Chester e Cunningham (2002) confirmam que na activa¢do do
mecanismo de recompensa por parte do etanol a sua accdo sobre o GABA também é
importante para que ocorra a viciacdo dos consumidores (neste caso os animais utilizados no

teste).
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CAPITULO 5 CONCLUSAO
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Neste trabalho realizaram-se testes comportamentais para demonstrar alguns efeitos
do etanol ao nivel do sistema nervoso.

O teste da roda motora permitiu demonstrar que o etanol interfere com a capacidade
de coordenacdo de movimentos, levando os animais sujeitos a consumo crénico a manifestar
défice de coordenagdo motora.

Os efeitos ao nivel da memoaria foram observados no teste de reconhecimento de dois
objectos. Os resultados deste teste mostram uma tendéncia na redu¢do da capacidade de
aquisicdo de memorias apds o consumo de etanol a curto prazo, relativamente ao grupo
controlo. Apesar de os murganhos ndo terem uma capacidade de memoriza¢do muito grande,
ainda assim foi possivel observar alguma capacidade de reconhecimento do primeiro objecto
nos animais que ndo consumiram etanol.

Os resultados obtidos com o teste de preferéncia condicionada de local vieram
comprovar inequivocamente que o alcool induz viciagdo e procura compulsiva pela bebida,
mesmo quando esta ndo se encontra disponivel. Tudo isto foi notoriamente visivel pelo
aumento de tempo passado no compartimento associado ao alcool comparativamente ao
tempo dispendido na exploragao do compartimento associado a agua.

Os testes realizados permitiram a obtencdo de resultados claros e compativeis com os
esperados para os efeitos do etanol ao nivel do SNC, e como tal prevé-se que a sua realizacdo e

discussdo sdo possiveis de concretizar sem grande dificuldade em contexto escolar.
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CAPITULO 6 IMPORTANCIA DAS ACTIVIDADES PROPOSTAS NO ENSINO

DAS CIENCIAS AO NiVEL DO 32 cicLO DO ENSINO BASICO E

ENSINO SECUNDARIO
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No nosso dia a dia esta cada vez mais presente a ciéncia e a tecnologia, pelo que torna
a familiarizacdo com os seus aspectos esséncias indispensaveis ao exercicio da cidadania, para
a qual devemos preparar os nossos alunos.

Nas disciplinas de ciéncias surge, por essa razdo, a grande preocupagao em relacionar
e estabelecer uma continua interac¢do entre a ciéncia, a tecnologia e a sociedade. Novas
orientagdes tém surgido, nomeadamente na revisdao curricular quer do Ensino Bdsico, quer do
Ensino Secunddrio, passando o trabalho experimental a ter uma énfase especial, muitas vezes
aparecendo a expressdo “obrigatoriedade do ensino experimental nas ciéncias”. Deste modo,
o trabalho experimental devera ser uma parte essencial das actividades dos alunos nas
disciplinas de ciéncias. E importante promover o contacto das criancas, desde muito cedo com
conceitos basicos de Ciéncia, de forma a desenvolver as suas competéncias cientificas,
promover o desenvolvimento do raciocinio, do pensamento critico, da auto-aprendizagem, e
da capacidade de resolver problemas. No entanto, é de referir que estas competéncias devem
ser desenvolvidas ao longo da escolaridade.

Por exemplo, de acordo com o relatério do PISA 2006, embora o desempenho médio
global dos alunos portugueses a literacia cientifica tenha evoluido positivamente desde 2000,
continuam a exibir resultados modestos — quando comparados com a média dos paises da
OCDE. Mas o contributo dos varios anos de escolaridade ndo é semelhante. De acordo com
este documento os alunos, embora os alunos dos 102 e 1192 anos revelam desempenhos muito
acima dessa média, os alunos do 72, 82 e 92 anos revelam niveis de literacia e desempenho
bastante mediocres quando comparados com a média dos restantes paises. Dai a importancia
deste tipo de trabalhos. A promoc¢do do trabalho experimental, com recurso a temas do
guotidiano e préximos dos alunos ajuda a estimular e a desenvolver ndo sé o interesse pelas

ciéncias experimentais, mas sobretudo a desenvolver competéncias ho manuseamento de
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material de laboratdrio, ao nivel do raciocinio cientifico, da analise e interpretacdo de dados,
para que possam depois formular hipéteses e chegar a conclusdes de forma auténoma.

No entanto, é de referir que apesar de todas as novas orientacdes em torno dos
curriculos se dirigirem aos alunos, é aos professores que cabe a responsabilidade da sua
implementag3o, assim como, de inovar e mudar a qualidade do acto educativo. E necessario
que os professores possuam conhecimentos, disposi¢cdao, possibilidade para reflectir as
finalidades do curriculo. A primeira parte deste trabalho teve a finalidade de fornecer aos
professores a informagdo ja seleccionada e compilada sobre o tema que lhes permitam ter os
conhecimentos cientificos necessdrios para orientar com confianga o trabalho dos seus alunos.
Nesta segunda parte serao fornecidos protocolos experimentais, prontos a ser fotocopiados e
entregues aos alunos, bem como um conjunto de sugestdes de orientagao do trabalho dos
alunos por forma a facilitar a implementagdo deste conjunto de actividades.

Uma questdo pertinente é a que se relaciona com o modo de implementagdo deste
tipo de protocolos, e a que tipo de alunos se pode destinar. O tema deste trabalho, tendo o
alcoolismo como centro, enquadra-se perfeitamente nas disciplinas de educacdo civica de
qualquer ano do terceiro ciclo, embora podendo ter uma especial importancia no 92 ano de
escolaridade, que inclui no seu curriculo da disciplina de Ciéncias Naturais temas como “Saude
individual e comunitdria”, no qual se prevé que os alunos sejam capazes, entre outras coisas,
de propor e implementar medidas de promogao da saude. O ultimo capitulo do curriculo do 92
ano é “OpcBes que interferem no equilibrio do organismo (tabaco, alcool, higiene, droga,
actividade fisica, alimenta¢do)”, onde se pretende que, entre outras coisas, os alunos
conhecam alguns dos efeitos que o alcool pode ter sobre o organismo. Acresce ainda a forte
componente deste trabalho associado a fisiologia do Sistema Nervoso, que também faz parte
do curriculo da disciplina. Assim, este trabalho pode também ser implementado como um

complemento ao curriculo da disciplina de Ciéncias Naturais, em contexto de sala de aula, ou
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entdo na drea curricular n3o disciplinar de Area Projecto, desde que seja orientada pelo
professor de Ciéncias Naturais, em articulagdo com os conteudos da disciplina.

Ao nivel do ensino secundario, fazem parte do curriculo da disciplina de Biologia e
Geologia, na unidade 4 de Biologia — “Regulacdo nervosa e hormonal” alguns conceitos sobre
fisiologia do Sistema Nervoso, onde este trabalho também se podera inserir. Também na
disciplina de Biologia Humana para os cursos tecnoldgicos de Desporto se prevé, na unidade 8
do programa (desenvolvida no 112 ano de escolaridade), que os alunos tenham
conhecimentos sobre o funcionamento do Sistema Nervoso. Neste caso particular este tipo de
actividades pode ser um factor muito importante na motiva¢do destes alunos para a disciplina.
No caso do 1292 ano de escolaridade, este trabalho pode ser um recurso precioso para a
disciplina de Area Projecto. As orientacdes curriculares prevéem para esta disciplina que ao
longo do ano os alunos desenvolvam um projecto relacionado com as suas aspiragoes
profissionais futuras. Este trabalho pode ser uma base pronta a ser explorada e até amplificada
pelos alunos nesta disciplina.

Como se vé, este trabalho tem toda a pertinéncia no que respeita a sua aplicagdo em
escolas. Contudo, é necessario que as escolas estejam dispostas a apoiar os professores que
decidam implementar estas actividades com os seus alunos, nomeadamente no que respeita a

disponibilizagdo de instalagdes onde a actividade possa decorrer.

Pdgina 92



Parte Il — Componente Pedagdgica

CapiTULO 7 APLICACAO DAS ACTIVIDADES EXPERIMENTAIS

PROPOSTAS NAS ACTIVIDADES ESCOLARES
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7.1 - A vantagem de utilizar modelos animais

Embora a utilizagdao de animais em testes de laboratdrio possa levantar uma série de
questdes, ela permite aos investigadores utilizar métodos que nado seria ético utilizar em
humanos pelo risco que envolvem para a salde ou pelas consequéncias que podem ter para o
organismo. E o caso da pesquisa relacionada com drogas de abuso, entre outras.

A escolha da espécie a utilizar é muito importante, para que os resultados se
aproximem o mais possivel do que se passa num organismo humano. Como tal, seria de
esperar que animais mais proximos filogeneticamente do ser humano, os primatas,
constituissem a escolha principal dos cientistas. No entanto, este tipo de pesquisa é muito
dispendiosa e os animais dificeis de manusear (Tabakoff e Hoffman, 2000). Os ratinhos, ou
murganhos, sdo frequentemente utilizados em laboratério, uma vez que partilham com o ser
humano uma série de caracteristicas quer a nivel fisiolégico, como anatédmico, celular e
molecular. Para além disso, apresentam também algumas func¢des cerebrais idénticas as
humanas, tais como ansiedade, fome, ritmos circadianos, memoria, entre outras (Meer e
Raber, 2005). No caso especifico deste trabalho, optou-se pelos murganhos pois para além de
todas estas caracteristicas, as suas pequenas dimensdes permitem um mais facil
manuseamento por parte dos alunos. Para além disso, necessitam de menos espaco para
acomodagdo que os ratos.

Este trabalho foi baseado em testes de comportamento, que pela sua natureza, sdo
altamente influenciaveis pelo estado de stress em que os animais se encontram. Torna-se
assim muito importante assegurar que as condigdes em que os animais sdo mantidos durante
o tempo em que decorrem as experiéncias sejam de tal modo que os animais se encontrem o
mais calmos possivel. Deste modo, também serd mais facil aos animais adaptarem-se as novas
condi¢Bes que |he sdo apresentadas durante a fase de experimentacdo (Havenaar et al.,

2001).
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Existem varios documentos aprovados internacionalmente que regulam a forma como
0s animais devem ser tratados e acomodados no laboratdrio e durante as fases de testes a
que sdo sujeitos, como é o caso do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
publicado pela National Academy Press (Estados Unidos) ou as Linhas de Orienta¢do para o
Cuidado e Acomodacdo de Animais aprovadas pelo Conselho da Europa. S3o estes os
documentos que iremos usar como base para este capitulo. Os animais utilizados neste
trabalho sdo murganhos, pertencentes a espécie Mus musculus e todas as indicagdes referidas

neste trabalho serdo relativas a estes animais.

7.2. - Ambiente e Acomodacgao dos animais

Quando se trabalha com animais de laboratério é muito importante assegurar que
estes se mantenham nas melhores condigGes.

Se houver problemas com os murganhos, entdo estes terdo reflexos no seu
comportamento, e por conseguinte, no resultado das experiéncias. A manutencdo de
condiges ambientais estaveis, portanto, ird assegurar a reproducdo dos resultados
experimentais, uma vez que resultados diferentes poderdo ser obtidos para idénticos

parametros experimentais com animais em diferentes condi¢des ambientais.

7.2.1. — As gaiolas

Sempre que possivel, os animais devem ser alojados em pares, em gaiolas com
dimensdGes de 30x20x15cm (CxLxA) com o fundo coberto por material que permita a absorc¢ado
das suas fezes e urina, que podera ser facilmente adquirido em lojas de animais. A mudanca
desse substrato devera ser feita no minimo semanalmente, para evitar maus cheiros. A gaiola
devera, se possivel ser em acrilico, com uma tampa de grade que permita a insercdo de agua e

alimento (figura 41). Para distinguir os dois animais dentro de cada gaiola, pode optar-se por
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pintar a cauda de um deles com um marcador de tinta permanente mas ndo alergénica, como

os que sao utilizados para escrever nos quadros brancos.

Figura 41 - Fotografia de uma gaiola utilizada nestas actividades. N3o é
obrigatério que as gaiolas tenham esta configuragdo. Basta que tenham espago
suficiente, substrato no fundo para absorver fezes e urina, material de
enriquecimento e local para por a comida e substituir a bebida sem causar grande
transtornos aos animais.

Também é importante assegurar aos animais um ambiente onde possam manifestar
alguns comportamentos que Ihes sdo naturais, reduzindo as hipdteses de stress ambiental. O
enriquecimento do ambiente com tiras de cartdo e de papel ou rolos de papel higiénico vazios
vai permitir aos animais roer esses objectos para fazer ninho ou entdo simplesmente para
manifestar os comportamentos tipicos da sua espécie e assim aumentar o seu bem estar.
Deste modo, é importante que entre os alunos se fagcam escalas, destinando quem limpa as
gaiolas e se encarrega de as manter com material de enriquecimento e se responsabiliza pela

alimentacdo dos animais quando o protocolo assim o permitir.
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7.2.2. - O ambiente fisico

Os murganhos sdo animais de habitos nocturnos. Como tal, sentem-se melhor na
escuridao, e longe de barulhos ou grande agitacdo. Assim sendo, a sala onde ficardo guardadas
as gaiolas deve localizar-se numa zona sossegada, num local limpo, arejado e de pouca
luminosidade. De preferéncia, o local de armazenamento nao deve ser o mesmo que o local de
realizacdo de testes, de maneira a reduzir a ansiedade aos animais.

A sala de testes devera encontrar-se escurecida, eventualmente iluminada por uma
lampada de luz vermelha, que ndo é identificdvel pelos animais como agressiva. Para que os
animais ndo entrem em estado de ansiedade, as gaiolas devem ser levadas para o local de
testes com um minimo de 3h de antecedéncia. Se na sala existir um termoventilador ligado,
este terd a vantagem de por um lado mascarar os ruidos do exterior e por outro manter a

temperatura regulada.

7.3 — Manuseamento dos Animais

Antes de mais, durante o manuseamento dos animais de laboratério, é imprescindivel
o uso de luvas, para evitar que se contraiam alergias ou outro tipo de doengas. Sendo de
pequenas dimensdes, os murganhos sdo mais faceis de manusear, mesmo pelos alunos, do
gue os ratos. Sdo animais em geral ddceis, mas que ainda assim requerem alguns cuidados
pois quando se sentem em perigo tém tendéncia para se defenderem e podem tentar morder
o experimentador. Para evitar esse tipo de riscos, os animais devem ser seguros pela cauda,
com pingca ou com a mao (entre o dedo polegar e o dedo indicador), conforme indicado na

Figura 42.
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Figura 42 - Forma de segurar os animais utilizando apenas uma mao.
A — Utilizagdo da pinga; B — Forma de segurar com a mdo. Imagens adaptadas a
partir dainternet.

A utilizacdo da pinga, embora possivel, ndo é a melhor, pois os animais sentem-se
mais inseguros e correm o risco de fugir, pois a sensibilidade por parte do experimentador é
mais reduzida uma vez que nao contacta directamente com os animais. Para além disso, deve
ter-se muito cuidado com a pressao exercida na cauda. Se for demasiada, pode causar dor ou
mesmo esmagar a cauda. Se nao for suficiente os murganhos tém maior probabilidade de
fugir. Ha ainda que ter o cuidado, quando se segura um animal pela cauda, de o fazer préximo
da sua base, para reduzir a mobilidade do animal e evitar que se vire para morder no
experimentador. Por outro lado, quando sdo seguros com a mao, em regra, 0s animais
mantém-se minimamente sossegados e a probabilidade de fuga é menor. No entanto, seja em
gue caso for, deve evitar-se manter os animais “pendurados” mais tempo que o estritamente
necessario, pois € uma posicdo desagradavel e tentardo libertar-se dela o mais rapido possivel.

Segurar os animais com recurso as duas maos é outra hipdtese, com a vantagem de
gue os animais ndo se debatem tanto. Para isso, o corpo do animal deve ser sustentado com
uma das maos, que segura junto ao pescoco, na zona lombar, sendo que a mao livre do

experimentador segura a cauda, tal como descrito no método anterior (Figura 43).
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Figura 43 — Forma de segurar os animais utilizando duas maos. (Imagens
adaptadas da internet).

Para minimizar o desconforto dos animais, o experimentador pode ainda pousar o
animal sobre a manga da bata ou mesmo na mdo que tem livre. Neste caso, a utilizacdo de
uma luva de jardinagem (suficientemente fina para que se mantenha o maximo de
sensibilidade manual possivel) ajuda muito, pois os animais sentem-se aconchegados e

mantém-se mais calmos e sossegados, facilitando o manuseamento (Figura 44).

Figura 44 — Formas de segurar os animais utilizando duas maos e mantendo-os apoiados.
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Sempre que for necessario pesar os animais, deve utilizar-se um recipiente de plastico
suficientemente grande para o animal 13 caber sem fugir, mas com dimensdes que, ao mesmo
tempo, ndo lhes permitam ter uma grande amplitude de movimentos, facilitando assim a

obtencgao de valores mais precisos.

7.4 — Analise e discussao de resultados

Dada a complexidade da parte tedrica envolvida nestas actividades, é importante que
os alunos tenham j3a alguns conhecimentos sobre o funcionamento do sistema nervoso central.
Assim, cabe ao professor fazer essa introducdo prévia, explicando os conceitos basicos de que
os alunos irdo necessitar para poder discutir os resultados obtidos. Cada protocolo contém
ainda alguma informacgdo introdutéria adicional, mas que é demasiado especifica para se
substituir ao professor na introducao da actividade. Do mesmo modo, no final de cada
protocolo existem alguns tdpicos de discussao, que podem orientar o raciocinio dos alunos.
Mas é importante que o professor esteja bem dentro do assunto, para que os alunos possam
compreender de forma satisfatéria os processos que se dispuseram a analisar. Deve existir na
sala de aula um conjunto de computadores ligados a internet e/ou alguma bibliografia
especifica que os alunos possam consultar de maneira a poderem responder a alguns dos
tdpicos de discussdo propostos.

A realizacdo de um relatério final é muito importante. Contudo, os alunos nao se
podem esquecer de tirar registos didrios. Embora nos protocolos se apresentem sugestdes de
grelhas, elas ndo passam disso mesmo. E importante que os alunos sejam capazes de criar as
suas proprias grelhas de registo, facilitando o processo de organizagdo final dos resultados.
Toda a turma deve participar na discussdo de resultados. Contudo, os registos e elaboracdo de
relatérios devem ser, tanto quanto possiveis, feitos a pares, promovendo a entreajuda mas
sem que nenhum dos elementos se possa descartar da responsabilidade que |he cabe na

realizacdo das tarefas.
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CAPiTULO 8 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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Os alunos devem conhecer
ja os mecanismos da
geragdo do impulso
nervoso, da transmissdo
sindptica, e o mecanismo
bdsico de controlo do
movimento pelo sistema
nervoso.

Esta introdugdo geral deve
ser facultada aos alunos e
explorada antes da
realizagdo das actividades
experimentais. Deverd
estar sempre presente
quando se fizer a discusséo
de cada uma das acti-
vidades realizadas.

E importante que o0s
alunos tenham sempre
presentes as  imagens
apresentados no  final
desta introdugdo para que
as possam comparar com
a introdugdo especifica de
cada actividade, facili-
tando a discussGo de
resultados e elaboragdo de
conclusdes.

INTRODUGCAO GERAL — Efeitos do etanol no Sistema Nervoso Central

Uma vez ingerido, o dlcool segue através da corrente sanguinea até
ao encéfalo, onde interfere com o funcionamento do Sistema Nervoso. A
accdo do etanol verifica-se sobretudo ao nivel dos receptores especificos
para dois neurotransmissores: GABA (4cido gama-aminobutirico) e
glutamato. O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do nosso
organismo, enquanto que o GABA é o principal neurotransmissor inibitério.

Numa sinapse quimica, os neurotransmissores libertados na fenda
sindptica ligam-se a receptores especificos. Alguns destes receptores sao
canais que, quando abertos, permitem a passagem de ides de acordo com
os seus gradientes de concentra¢do. No caso do GABA, a sua ligacdo ao
receptor pds-sindptico vai permitir o influxo de iGes CI’, contribuindo assim
para que o potencial eléctrico do neurénio pds-sinaptico fique mais
negativo (hiperpolarizado) e, deste modo, a geracdo de um potencial de
accdo seja mais dificil. No caso do glutamato, a sua ligacdo a receptores
pds-sindpticos permite a abertura de canais permeaveis aos ides Na* e Ca**,
cuja entrada para a célula vai despolarizar a membrana contribuindo para
uma maior facilidade na gera¢do de um potencial de ac¢do.

O etanol é capaz de se ligar aos receptores especificos destes
neurotransmissores, mas com efeitos diferentes. No caso dos receptores de
GABA, o etanol funciona como um modelador positivo, ou seja, aumenta o
efeito do GABA. No caso dos receptores de glutamato, o etanol inibe o seu
funcionamento. Entdo, potenciando a accdo de um neurotransmissor
inibitorio, e reduzindo a ac¢do de um neurotransmissor excitatoério, o efeito

global do alcool leva a uma redugdo de actividade do SNC. Dependendo da
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localizacdo destes receptores especificos no cérebro, as fungdes pelas quais essas areas sao
responsdveis ficardo comprometidas. Existem receptores de GABA e de glutamato em areas
envolvidas no controlo do movimento, nos mecanismos de aprendizagem e memodria e
também em dreas responsaveis por mecanismos que tém como principal funcdo reforcar
comportamentos necessarios a sobrevivéncia, o que podera levar a procura compulsiva pelo
alcool.

A figura 1 mostra a localizacdo dos receptores de glutamato (A e B) e dos receptores

de GABA (C) no encéfalo de rato. Observe-as com atengdo.

Bolbo Cértex frontal ~ Hipocampo Cerebe]o I

Olfactivo

Medula

Ilhas de Calleja  Palido Ventral

Figura 45 - Figura 1 — Localizacdo dos receptores de glutamato (A e B) e de GABA
(C) no encéfalo de rato. As zonas mais claras indicam a presenca de receptores que
foram detectados com anticorpos especificos. A, amigdala; Cb, cerebelo; CP,
putamen caudado ; Cx, cértex; Hy, hipotalamo; IC, coliculos inferiores; OB, bolbo
olfactivo; S, nucleos septados; T, nlcleos do talamo.
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ACTIVIDADE EXPERIMENTAL 1 - Efeitos do Etanol na Coordenag¢do Motora.

Objectivos
e Conhecer os mecanismos gerais de geracao de um movimento voluntario.
e Demonstrar que o etanol afecta o controlo do movimento.

e Relacionar os efeitos do alcool com as areas cerebrais de controlo do movimento

Introdugao

Uma das caracteristicas de alguém embriagado é a descoordena¢do motora. Sabemos
jd que o etanol tem efeitos ao nivel do sistema nervoso. Mas de que modo isso influencia o
movimento?

O sistema nervoso controla todo o organismo. O movimento nao é excep¢do. Quando
tomamos a decisdo de efectuar um movimento existem estruturas no encéfalo que sao
responsaveis pelo planeamento desse movimento. Estas dreas cerebrais planeiam que tipo de
movimentos é preciso fazer, que musculos contrair, como manter a postura, usando a
informacdo fornecida pelos 6rgdos sensoriais sobre o ambiente e a posicdo do corpo. A
informacdo emitida pelas areas responsaveis pelo planeamento é conduzida até uma zona do
encéfalo chamada cértex motor. E dai que vdo partir as ordens para os musculos. Cada zona
do cortex motor primdrio é responsavel pela estimulacdo de um grupo de musculos especifico
(figura 2).

Mas para que o movimento seja preciso e coordenado, é necessario que exista
controlo. A medida que o movimento vai sendo executado, os musculos, tenddes e os érgios
sensoriais enviam informacdo de novo para o SNC através dos nervos. O cerebelo recebe essa

informagdo que indica o0 modo como o movimento estd a decorrer, compara-a com o
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planeamento inicial e envia de novo informacdo para o cértex motor para corrigir o que for

necessario, para que o resultado seja adequado ao pretendido inicialmente (figura 3).

Figura 2 — Esquema geral do mecanismo de controlo do movimento voluntario e
estruturas associadas. Quando tomamos a decisao de efectuar um movimento, os
nervos que partem dos centros de planeamento do encéfalo enviam a informacao
para as estruturas responsaveis pelo movimento. Por sua vez, estas enviam
informagdo sensorial de novo para o SNC. O cerebelo compara a informacao
recebida com a ordem inicial e envia de novo informagdo para o cértex motor para
que sejam feitas as correcgdes necessarias para que o movimento seja de acordo
com o desejado.

Coértex motor
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Cértex motor complexos, como a destreza manual ou os
musculos envolvidos na vocalizagdo, como
os labios, lingua e mandibula.
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Protocolo Experimental

Material
e 12 murganhos machos com 3 a 4 meses e Panode limpeza
e 6gaiolas e Agua
e 6 biberdes para as gaiolas e Roda motora
e Solugdo de etanol a 10% e Luvas de latex
e Ragdo especifica para os animais e Luva de jardinagem
e Marcador permanente, com tinta ndo alérgica e Termoventilador

Procedimento

1. Marcar seis murganhos, pintando a sua cauda com o marcador.

2. Distribuir os animais pelas gaiolas, aos pares, de maneira a que fiqgue um animal de cauda

pintada em cada gaiola.

3. Numerar as gaiolas.

4. Colocar em todas as gaiolas o material de enriquecimento, 300g de ra¢do e 250mL de dgua.

5. Efectuar com todos os animais 3 sessdes de treino na roda motora, com um intervalo de 3h
entre elas. Cada sessdo de treino consiste em 4 ensaios para cada animal, espagados entre
si cerca de 2min. Registar na tabela | o tempo que cada animal aguenta na roda sem cair.

Nota importante: os animais devem ser colocados na roda dois a dois, e de costas voltadas

para o experimentador. Se ao fim de 300seg os animais ainda ndo tiverem caido, devem ser

retirados da roda e o ensaio dado por terminado.

6. Entre cada ensaio, limpar a roda com um pano humedecido.

7. No dia seguinte, substituir o biberdo das gaiolas 4, 5 e 6 por outro com solucdo de etanol a

10%.

8. Efectuar a primeira sessdo de testes neste dia que sera considerado o dia 1 de consumo de

etanol. Registar na Tabela Il o tempo que cada animal aguenta na roda.
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9. Repetir a sessao de testes aos dias 4, 8 e 12, de preferéncia sempre a mesma hora e registar

os resultados na Tabela Il.

10. Fazer a média dos tempos que os animais do grupo controlo permaneceram na roda e o

mesmo para o grupo que consumiu alcool.

11. Construir um grafico com os resultados, representando as alteracdes no tempo de

permanéncia na roda ao longo do tempo (dias), no grupo controlo e no grupo que

consumiu alcool.

Registo de resultados

Tabela I- Tempo de permanéncia dos animais na roda durante as sessoes de treino.

Sessao Ensaio Gaiolal Gaiola2 Gaiola3
de Treino M1 M2 M3 M4 M5 M6 '

1

2

1 3

q

Média

1

2 2 |\

M=murganho

Tabela Il - Tempo de permanéncia dos animais na roda durante a fase de testes.

Bebida Agua Etanol
Dia | Ensaio Gaiolal Gaiola2 Gaiola3 Gaiolad Gaiola5 Gaiola6
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 | M11 | M12
1
2
1
3
Média
1
2
4
3
Média

M=murganho
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Topico 1 — Pretende-se que os alunos
associem o aumento do tempo de
permanéncia na roda com o treino e a
aprendizagem do movimento necessdrio
para manter o equilibrio na roda

Topico 2 — E importante salientar que os
murganhos sujeitos a consumo crénico de
etanol registam inicialmente uma
redugdo no tempo de permanéncia. Os
alunos também deverdo ser orientados
no sentido de associar um maior tempo
de permanéncia na roda com uma melhor
capacidade de coordenagdo motora.

Topico 3 — Pretende-se que os alunos
relacionem as quedas com a falta de
coordenagdo motora porque o dlcool
afecta os centros de coordenagdo,
nomeadamente,o cerebelo. A queda dos
animais controlo deverd ser atribuida
também ao cansago.

Topico 4 — Relacionando com a informa-
¢do presente na introdugGo geral,
pretende-se que os alunos recordem a
presenca de receptores de neurotrans-
missores que podem estar a ser
afectados, nomeadamente receptores de
GABA e glutamato. O professor pode
sugerir a observagdo das figuras da
introdugdo geral e verificar a existéncia
de receptores no cortex cerebral e
cerebelo.

Topico 5 - Na sequéncia do topico
anterior, tendo verificado a presenga de
receptores de GABA e glutamato nos
centros que coordenam os movimentos,
entdo o etanol interfere com os mesmos,
dificultando a transmissdo nervosa neces-
sdria a coordenag¢do motora.

Topico 6 — Os animais sujeitos a consumo
cronico de etanol acabam por progres-
sivamente aumentar o tempo de perma-
néncia na roda. O professor deverd
orientar o raciocinio dos alunos levando-
0s a apresentar como possivel hipotese o
desenvolvimento de mecanismos de tole-
rdncia aos elevados niveis de etanol em
circulagdo.

Interpretacao e discussao dos resultados

1 — Como interpreta a variacdo do tempo de permanéncia

dos animais na roda antes do inicio do consumo de alcool?

2 — Compare os resultados obtidos pelos animais do grupo de
controlo e pelos animais do grupo que consumiu alcool.

Como explica a diferenca?

3 = Os animais caem da roda. Porqué? Qual a parte do

controlo de movimento que esta a falhar?

4 — O que haverad nestas zonas que faz com que sejam

afectadas pelo alcool?

5 — Recordando o que foi dito sobre o controlo do
movimento, explique de que modo o alcool influencia o

controlo dos movimentos.

6 — Procure formular uma hipdtese que explique os
resultados apresentados nos Ultimos dias de experiéncia

pelos animais que consumiram etanol.
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ACTIVIDADE EXPERIMENTAL 2 - Efeitos do Etanol na Memdria.

Objectivos
e Conhecer os mecanismos gerais de formacdo de meméorias.

e Demonstrar que o etanol influencia a capacidade de memorizagao e aprendizagem.

Introdugao

Uma das caracteristicas importantes do sistema nervoso é permitir a formac¢do de
memdrias, fundamentais para a aprendizagem. Os processos de aquisicdo de memdarias sao
complexos e ainda ndo estdo completamente compreendidos. Existem muitos tipos de
memdrias: a memoria de como fazer coisas (por exemplo, andar de bicicleta) ou a memoéria de
factos ou acontecimentos que se pode expressar através da linguagem (por exemplo, a
anatomia do sistema nervoso). Em termos temporais, a memdria pode ser imediata (sensorial),
de curto prazo e de longo prazo. A memodria imediata permite reter uma grande quantidade
de informacdo (aquela que recebemos constantemente dos estimulos do ambiente) mas
apenas durante alguns segundos. Grande parte dessa informacao é esquecida, e a que perdura
transforma-se entdo numa memodria a curto prazo, isto é, a informagdo permanece
armazenada durante alguns minutos. Para que essa memoaria possa ficar devidamente retida e
transformar-se numa memoaria a longo prazo é necessario que seja repetida ou exercitada.
Uma das estruturas fundamentais para a formagdo das memdrias a longo prazo é o
hipocampo.

Embora o exercicio e repeticdo tenham um papel fundamental na transferéncia da
informacdo para a memoaria a longo prazo, existem outros factores importantes para que tal
decorra com o sucesso pretendido. Por exemplo, quando um aluno estd a estudar, ndo basta

qgue repita indefinidamente a informacdo para a conseguir reter. Se o fizer atentamente,
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concentrado, motivado e de maneira a compreender essa informacdo, o processo de
aprendizagem serd muito mais rapido e eficaz. O esquema da figura 4 resume o mecanismo

descrito e a figura 5 indica algumas estruturas cerebrais envolvidas no processo.

Alguma informagdo visual

Informagdo YT T T T T T T T T T T T T TS T T T T T T T T T T T T T e e T e e T e T :
sensorial ' - L
| Repeticéo / Exercicio :
1
[}
| LN '
! v
i _ Recuperagéio
MEMORIA MEMORIA A < MEMORIA A
IMEDIATA > CurTO PRAZO > LoNGO PRAZO
Transferéncia Transferéncia
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
il Esquecimento <---- -

Figura 4 — Modelo geral de armazenamento de informagdo na memdria. A
aquisicdo de informacgdo dd-se ao nivel da memodria imediata, sendo transferida
para a memdria a curto prazo. No entanto, a informacdo adquirida s6 permanece
na memodria se for repetida ou exercitada.

Sistema Limbico Cértex motor
Associagdes relacionadas
com respostas emocionais

Lobos
. Temporais Cerebelo
Hipocampo .
L Aprendizagem
Transferéncia A
semantica

de informacao
para a memoria

Estruturas envolvidas em
a longo prazo.

aprendizagens motoras

Figura 5 — Algumas estruturas cerebrais envolvidas no processo de aquisicao de
memodrias e aprendizagem.
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Uma das formas de testar a capacidade de memdria em murganhos baseia-se na
curiosidade inata dos roedores que os leva a explorar objectos novos. Tendo estado na
presenca de um determinado objecto, se posteriormente for exposto a esse objecto e a um
novo que ainda ndo conhece, o animal passard mais tempo a explorar o objecto que nao lhe é
familiar.

Quando se quer testar a capacidade de memdria a curto prazo, o segundo objecto é
apresentado aos animais 3h depois do contacto com o primeiro objecto. Para testar a

memdria a longo prazo o teste é realizado 24h apds o primeiro contacto com objectos.

Protocolo Experimental

Material

e 12 murganhos machos com 3 a 4 meses e Cartolinas vermelhas

e 6 gaiolas e Papel para plastificar as cartolinas
e 6 biberdes para as gaiolas e Régua

e Marcador permanente com tinta ndo alérgica e Crondmetro

e Termoventilador e Dois objectos coloridos diferentes’
e Solugdo de etanol a 10% e Luvas de latex

e Agua e Luvade jardinagem

e Racdo especifica para os animais e Panode limpeza

e Caixa de cartdo de formato cubico de 50x50cm

Procedimento

1. Cortar as cartolinas a medida das paredes da caixa de cartdo.

2. Dividir e marcar na cartolina que ficar na base quadrados com 10cm de lado.

3. Plastificar as cartolinas e forrar com elas a caixa de cartdo.

! 0s objectos devem ser suficientemente coloridos e com formas atractivas de modo a estimular os
animais para os explorar mas sem os assustar.
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4. Numerar as gaiolas.

5. Colocar em todas as gaiolas o material de enriquecimento e 300g de comida.

6. Marcar seis ratinhos, pintando a sua cauda com o marcador.

7. Distribuir os animais pelas gaiolas, aos pares, de maneira em que em cada gaiola fique

sempre um animal de cauda pintada.

8. Colocar nas gaiolas 1, 2 e 3 um biberdo com 250mL de dgua e nas gaiolas 4, 5 e 6 um biberao

com 250mL de solugdo de etanol a 10% e aguardar uma semana.

9. Colocar cada murganho dentro da caixa durante 20min, para adaptagao. Limpar a caixa
antes de cada utilizagdo com um pano himido para evitar cheiros de animais que tenham I3

estado anteriormente.

10. Colocar o objecto que for definido como

[10cm |

“objecto 1” na caixa 45min depois da

adaptacdo, numa posicao lateral conforme &

indica o esquema da figura 6.

11. Colocar o ratinho dentro da caixa durante @ Objecto 1

10min. Ao longo deste tempo devem ser Figura 6 — Forma de colocar

contabilizados os seguintes pardmetros: o 0 primeiro objecto na caixa.

tempo de exploracio’ de cada objecto, o

nimero de quadrados atravessados e o

|100m|

numero de elevagdes nas patas posteriores.

Registar os resultados na tabela Ill.

12. Depois de realizar esta primeira exposicao,

) ) @ Objecto 1
colocar o segundo objecto na caixa, conforme @ Objecto 2

indica o esquema da figura 7.

Figura 7 — Forma de colocar
os dois objecto na caixa.

2 Apenas se conta como tempo de exploragéo aquele em que o animal demonstra interesse pelo objecto.
A simples passagem dos murganhos junto dos objectos sem demonstrar interesse, mesmo tocando neles,
ndo conta como tempo de exploragdo (figura 8).
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Figura 8 — Atitudes dos animais relativamente aos objectos. A — Atitude de
interesse, conta como tempo de exploragao. B — Passagem na proximidade, ndo
conta como tempo de exploragao.

13. Ao fim de 3h, voltar a colocar o animal dentro da caixa durante 10min, agora na presenca
dos dois objectos. Os parametros a contabilizar serdo os ja referidos no ponto 11. Registar

os resultados na tabela Ill.

14. Repetir o teste ao fim de 24h e registar os resultados.

15. Calcular o indice de reconhecimento dos objectos ao fim de 3h e de 24h para o grupo de

controlo e para o grupo que consumiu etanol de acordo com a seguinte formula:

ts
indice de reconhecimento (IR) = - | x100
t1+t>
Em que: t 1 =tempo dispendido a explorar o objecto 1

t , =tempo dispendido a explorar o objecto 2.

16. Construir graficos com os resultados dos testes de meméria. Sugere-se a construcdo dos
seguintes graficos:
e Grafico 1 - indice de reconhecimento a curto e longo prazo para cada um dos grupos

de animais;
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e Grafico 2 - Tempo médio total de exploracdo do objecto 1 e tempo médio total de

exploracdo do objecto 2;

e Grafico 3 - Numero de elevagdes e nimero de quadrados percorridos no total por cada

grupo de animais.

Registo de resultados

Tabela Ill - Tempo de exploragao de objectos e parametros locomotores de controlo

Bebida Agua Etanol
Obi Gaiolal Gaiola2 Gaiola3 Gaiolad Gaiola5 Gaiola6
Jecto T ™2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9 | M10 | M11 | M12
1
3h
2

Média Objecto 1

Média Objecto 2

1
24h

2

Média Objecto 1

Média Objecto 2

IR
Parametros de controlo motor
Elevagoes
3h
Quadrados
Elevagoes
24h
Quadrados

M = murganho
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Analise e interpretac¢ao de resultados

1 - Com base na analise do grafico 1, indique em que teste é Tépico 1 - Os alunos verificardo que o indice
de reconhecimento é sempre superior na
que os animais tiveram melhor desempenho. No teste da memodria a curto prazo do que na memdria

a longo prazo, independentemente do

memdria a curto prazo ou no da memédria a longo prazo? consumo de dlcool.

Topico 2 — O professor procurard orientar a
discussdo da turma no sentido de recordar
0s mecanismos de formagdo de memodrias e
associar a importdncia da repeti¢do para a

2 - Expliqgue as diferencas observadas com base nos formagdo de memoérias a longo prazo, o que
neste caso néio aconteceu porque os animais
mecanismos necessarios para a formacdo de cada um ndo voltaram a estar em contacto com o
objecto que I|hes foi primeiramente

destes tipos de memodria. apresentado.
Topico 3 - Pretende-se que os alunos

3 — Trés horas apds a exploracdo do primeiro objecto, qual o . ~ o
cheguem a conclusGo de que os animais

sujeitos a consumo cronico de etanol,

grupo de animais que melhor se recordava do mesmo? E apesar de eventuais diferencas registadas
entre os resultados obtidos ao fim de 3h e

ao fim de 24h? de 24h, apresentam IR inferior aos animais
controlo.

Topico 4 — Tendo em conta que os animais
sujeitos a consumo cronico de etanol
apresentam sempre um IR inferior ao dos

. . ) animais controlo pode concluir-se que o
formacdo de memdrias? Baseie a sua resposta nos dados etanol reduz a capacidade de formagéo de

4 — Que conclusdes pode tirar sobre a influéncia do etanol na

memodirias.

obtidos.

Topico 5 — O professor procurard orientar a
discussdo no sentido de levar os alunos a
compreender que este tipo de teste so é
vdlido se os animais de ambos os grupos
apresentarem uma actividade locomotora
semelhante. Caso os animais sujeitos a
consumo cronico de etanol apresentassem

. o uma actividade locomotora mais reduzida
controlo de locomogao numa actividade como esta. que os animais do grupo controlo, ndo se

5 — Explique a importancia da medicdo de parametros de

poderia inferir se os resultados obtidos
seriam devido aos efeitos do etanol nos
mecanismos de formagcdo de memdrias ou
nos mecanismos responsdveis pelas ca-
pacidades de explora¢éo e movimentagdo.
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Topico 6 — Caso ndo se verifiquem diferengas
significativas na capacidade locomotora dos
animais, ndo se podem atribuir as diferengas
no IR a dificuldades de locomogdo. Até serd

de prever que os animais sujeitos a consumo 6 — Com base nos graficos 2 e 3, pode afirmar-se que a
de etanol, por estarem desinibidos,
apresentem uma actividade exploratdria experiéncia decorreu nas melhores condi¢cdes? Porqué?

maior que os animais controlo. Serd
interessante discutir este facto com a turma.
Do mesmo modo, o professor deverd levar os
alunos a relacionar o tipo de material
utilizado com o sucesso ou insucesso de uma
experiéncia. Neste caso, se 0s animais
apresentassem preferéncia ou receio por
algum dos objectos, ndo se poderia aferir
com neu-tralidade a sua capacidade de 7 - Procure identificar na figura 1 da introdugdo geral
exploragdo.
estruturas envolvidas na formag¢do de memdrias que

Topicos 7 e 8 — Os alunos irdo identificar na contenham receptores de GABA e glutamato.
figura estruturas que utilizam GABA e

glutamato como neurotransmissores. Se o
etanol tem um efeito depressor sobre o
sistema nervoso, entdo a actividade destas
estruturas também serd reduzida,
dificultando a formag¢do de memdrias. O

professor poderd referir que os receptores de 8 — De que maneira é que a acgéo do etanol sobre estes
glutamato tém uma grande importdncia na

consolidagdo de memoria ao nivel do receptores pode influenciar a aquisicdo de memorias?
hipocampo.

Serd interessante se o professor antes do
inicio da actividade fizer a exploragdo da
formula de cdlculo do indice de
reconhecimento com toda a turma. Se os
alunos compreenderem o fundamento que
estd por detrds do cdlculo também
compreenderdo melhor os resultados
obtidos.

E frequente que os alunos, ao ver um
resultado proximo de 50% o associem ao
reconhecimento do objecto. Contudo, se isto
acontecer, é apenas porque o tempo de
exploragdo de um ou dos dois objectos em
simultdneo é o mesmo. Isto significa que os
animais ndo se recordam do primeiro
objecto, dividindo o tempo de exploragdo
quer pelo que ja deviam conhecer, quer pelo
novo objecto.
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ACTIVIDADE EXPERIMENTAL 3 — Vicia¢ao em alcool.

Objectivos
e Demonstrar que o etanol vicia do mesmo modo que outras drogas de abuso
e Compreender a fungdo do sistema de recompensa no desenvolvimento de um
comportamento de busca compulsiva duma droga de abuso.
e Compreender a fungdo natural do sistema de recompensa na sobrevivéncia dos

animais.

Introdugao

Se nos seres humanos o consumo de alcool tem uma componente social, nos animais
isso ndo acontece. Os murganhos ndo bebem etanol facilmente porque tem um sabor que ndo
é agraddvel para a espécie. No entanto, se |hes for dado a beber alcool disfarcado com um
sabor doce, acabam por se tornar dependentes e viciados.

Com esta actividade pretende-se verificar que o alcool pode tornar um animal viciado.
Utilizando animais, a partida excluem-se os factores sociais que os seres humanos
normalmente associam a contextos onde existe consumo de bebidas alcodlicas. Com os
murganhos ird realizar-se um teste de preferéncia condicionada de local. Para isso usam-se
gaiolas comunicantes, forradas a cores ou padrdes diferentes, como indicado na figura 9. O
alcool é colocado na agua para beber apenas num dos compartimentos. Apds uma fase em
gue o animal aprende a associar a disponibilidade de alcool a um padrdo da gaiola, determina-
se na auséncia de bebida o tempo que o animal passa em cada um dos compartimentos. O
facto do animal passar mais tempo no compartimento onde tivera acesso a alcool revela que o

animal procura esta bebida
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Figura 9 — Gaiolas usadas no teste de preferéncia condicionada de local. Os
compartimentos das gaiolas comunicam entre si. As imagens em pormenor
mostram o modo como a passagem € tapada. Na fase de testes a passagem é
aberta.

O teste é constituido por trés fases: fase de pré-condicionamento, fase de
condicionamento e fase de teste. Na fase de pré-condicionamento, os animais sdo colocados
nas gaiolas, com a passagem livre entre ambas, registando-se o tempo passado em cada um
dos compartimentos. Na fase de condicionamento, é fechada a passagem entre as gaiolas e
colocado um tipo de bebida em cada um dos compartimentos. Como os animais passam
bastante tempo em cada um dos compartimentos em que s6 tém acesso a um tipo de bebida,

associam o padrao do compartimento ao tipo de bebida que |3 se encontra. Na fase de teste
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sdo retirados os biberdes com as bebidas, abre-se a passagem entre os compartimentos e

mede-se o tempo que o animal passa em cada um dos compartimentos. A figura 10 resume o

protocolo utilizado.

Protocolo Experimental

Material

e 12 murganhos machos com 3 a 4 meses

e Dois conjuntos de gaiolas comunicantes

e Cartolinas com padrdes diferentes

e Tesoura, cola e fita adesiva

e 2 biberdes para as gaiolas

e Marcador permanente, com tinta ndo alérgica

e Termoventilador

Procedimento

Solugdo de etanol a 10%

Agua

Racdo especifica para os animais
Cronémetro

Luvas de latex

Luvas de jardinagem

1. Forrar cada uma das gaiolas com uma cartolina de padrdo diferente. Sugere-se cinza e um

padrdo riscado, de cor neutra, como o azul ou o preto.

2. Marcar um dos animais, pintando a sua cauda com o marcador.

3. Colocar o murganho 1 dentro das gaiolas comunicantes, com a passagem aberta, durante

20min e cronometrar o tempo que o animal passa em cada compartimento.

4. Repetir o mesmo procedimento para o murganho 2.

5. Fechar a passagem entre os compartimentos e colocar um animal dentro de cada

compartimento.
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6. Colocar no compartimento cinzento 200g de comida e um biberdo com 250mL de dgua e no
compartimento riscado, para além da comida, colocar um biberdo com 250mL de solugao

de etanol a 10%.

7. Ao fim de 48h, trocar os ratinhos de compartimento e ir repondo a comida e bebida a cada

troca.

8. Repetir o passo 7 trés vezes, até cada animal perfazer um total de 6 dias em cada

compartimento.

9. Retirar os animais para outra gaiola.

10. Retirar os biberdes e a comida das gaiolas comunicantes e abrir a passagem entre os 2

compartimentos.

11. Colocar o murganho 1 nas gaiolas, medindo o tempo que o animal passa em cada

compartimento, durante um periodo de 20min.

13. Repetir o procedimento para todos os animais, sendo que para metade deles se altere a
ordem dos biberées com dgua e etanol, de maneira a que passem a associar a agua ao

compartimento riscado e o dlcool ao compartimento cinzento.

14. Construir um grafico de barras com os tempos médios passados pelos animais em cada

compartimento.

Registo de Resultados

Tabela IV — Tempo passado pelos animais em cada compartimento

Comparti- Gaiolal Gaiola2 | : Gaiola5 Gaiola6 o
Fase — Média
mento R1 R2 R1 R2 + : R1 R2 R1 R2
£ 2| Cinza P
=] -
< £ ]
£ 2| Riscas P
. | e -
3 ]
. Etanol ]
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Oseg Agua Etanol

( Acesso livre aos
dois compartimentos
Fase de <
Pré-condicionamento
20min
k v

( Compartimento |:>
—> .
com agua

48h

48h (3x) .
Agua Etanol

v
Fase de < c ) |
Condicionamento ompartimento |:> .
com alcool »\‘ /
Ve

Yi

48h ‘
Agua Etanol

\ 4
Acesso livre aos dois

compartimentos :>
20min

k

Figura 10 — Resumo do Teste de Preferéncia Condicionada de Local. O teste
envolve apenas um animal de cada vez. A representacdo de dois animais no
esquema simboliza que o animal pode passar livremente entre os dois
compartimentos. A mudanga descrita na fase de condicionamento ocorre trés
vezes.

~

Fase de <
Teste

|
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Analise e interpretacgdo de resultados

Topico 1 - Pretende-se que os alunos

compreendam que se os animais revelarem a

partida preferéncia ou aversGo por algum 1 - Por que razdo é necessdario determinar o tempo que os
compartimento, os resultados sdo afectados.

O professor deverd levar os alunos a animais passam em cada compartimento da gaiola antes de
compreender que a fase de pré-condi-
cionamento é um  controlo experimental
essencial. Caso o0s animais ndo mostrem
diferengas no tempo que passam em cada
um dos compartimentos, os alunos devem
concluir que as condigdes de realizagdo da
experiéncia sGo adequadas.

se introduzir o alcool (fase de pré-condicionamento)?

Topico 2 — O professor deverd orientar a
discussdo levando os alunos a reflectir sobre
eventuais diferengas individuais que pode-
rdo existir nos animais. Pretende-se que os
alunos entendam esta parte do protocolo
como mais um controlo experimental.
Associando a cada bebida os dois
compartimentos, é possivel eliminar o efeito metade dos animais associasse ao outro compartimento?
das diferencas individuais dos animais ou

contornar a eventualidade de na fase de pré-

condicionamento os animais manifes-tarem

preferéncia por um dos compar-timentos.

2 — Qual a importancia de fazer com que metade dos animais

associasse o alcool a um tipo de compartimento, e a outra

Topico 3 — O facto dos animais passarem
mais tempo no compartimento associado ao
etanol deverd levar os alunos a concluir que

os mecanismos de procura compulsiva sdo 3 — Que conclusGes pode tirar dos resultados da fase de
intrinsecos aos animais, motivados pelo
etanol, e ndo por contextos sociais ou testes?

ambientais. Serd interessante também
discutir a hipotese da procura devido a
sintomas de privagdo e ver qual a reac¢do da
turma. Contudo, no final deverad ficar claro
que neste caso essa hipotese ndo se coloca,
uma vez que os animais ndo estiveram em
privagdo até a fase de testes.
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4 - Se o alcool ndo tem um sabor agradavel, o que levard os

animais a procurar o seu consumo?

5 — O que acontecera se ao fim de algum tempo os animais

forem impedidos de consumir etanol?

Topico 4 — Aqui o professor deverd intro-
duzir o sistema de recompensa. Pretende-se
que os alunos percebam que para existir
procura é porque a sensag¢do transmitida
pelo consumo é agraddvel. O professor
deverd orientar o didlogo levando os alunos
a reflectir na importdncia de os seres vivos
executarem determinados comportamentos
necessdrios a sua sobrevivéncia, tais como
alimentagdo, reprodugdo, etc. Os alunos
serdo levados a concluir que este é um
mecanismo que permite assegurar néo s6 a
sobrevivéncia dos individuos, como a
continuidade da espécie.

Topico 5 — O professor deverd orientar a
discussdo no sentido de levar os alunos a
concluir que apds consumo prolongado de
etanol se desenvolvem sintomas de privagdo
devido a dependéncia fisica. As alteragoes
nos circuitos neuronais levardo a procura
compulsiva pelo etanol.

Apds a discussdo dos resultados, serd
interessante reflectir com a turma sobre a
ac¢do das drogas de abuso sobre este
“sistema de recompensa”. E importante que
0os alunos percebam que um mecanismo
natural e importante para a sobrevivéncia do
organismo também o pode levar a destruigcdo
quando activado de forma andmala por
drogas de abuso.
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