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RESUMO 

 

ROCHA, J. B. S. Participação da enzima nNOS na sensibilização cruzada entre 
estresse e etanol em camundongos Swiss. 2013. 93 f. Tese (Doutorado em 
Farmacologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2013.  
  

O consumo de drogas e a exposição ao estresse são duas condições interligadas. O 
estresse pode precipitar o início e recaídas ao consumo de drogas de abuso e já tem 
sido demonstrado sensibilização cruzada entre psicoestimulantes e estresse.  Tanto 
a sensibilização comportamental a psicoestimulantes e depressores do sistema 
nervoso central (SNC) quanto fatores estressantes, alteram a atividade da enzima 
óxido nítrico sintase neuronal (nNOS). No primeiro delineamento experimental 
(estudo I) o objetivo deste trabalho foi investigar alterações comportamentais 
produzidas por etanol (ET) e estresse crônico imprevisível (ECI) em camundongos 
adolescentes (ADL) e adultos (AD), investigando a participação da enzima nNOS em 
córtex frontal (CF) e hipocampo (HP). No segundo delineamento experimental 
(estudo II) estudamos em camundongos AD se o pré-tratamento com dizocilpina 
(DZP) preveniria a sensibilização comportamental diante do estresse por 
imobilização (EI) e o tratamento com ET, bem como o impacto desses tratamentos 
na atividade da nNOS. No estudo I, camundongos machos Swiss ADL (25-28 dias 
de idade; n= 12 animais/grupo) e AD (60 dias; n=12 animais/grupo) foram tratados 
durante 11 dias com injeções intraperitoneais (IP) de ET 1,8 g/kg, salina (SAL) ou 
foram submetidos ao ECI. Amostras de sangue basais, 15 min e 3 h após o desafio 
foram coletadas para dosagem de corticosterona (CORT). Outros três grupos 
receberam via IP 7-nitroindazol (7NI) 15 mg/kg 30 minutos antes das injeções de 
SAL ou ET. O grupo ECI recebeu 7NI IP uma vez ao dia ou em água de beber. No 
12º. dia os animais de cada grupo foram desafiados com SAL ou ET 1,8 g/kg e 3 
horas após foram submetidos à eutanásia para dissecação do encéfalo e a retirada 
de CF e HP, para análise da atividade da enzima nNOS. Os resultados 
comportamentais demonstraram haver sensibilização cruzada entre ECI e ET, tanto 
nos ADL quanto nos AD. O pré-tratamento com 7NI inibiu sensibilização cruzada 
entre ECI e ET em ADL e AD. O ET aumentou os níveis de CORT em ADL expostos 
ao ECI, enquanto nos AD, o aumento de CORT ocorreu após tratamento repetido 
com ET. Em relação à atividade da nNOS, houve aumento em HP e CF de AD 
submetidos ao ECI, com atividade atenuada por ET no desafio. Em CF de ADL a 
sensibilização cruzada aumentou a atividade da nNOS comparado com o tratamento 
repetido de ET. No estudo II, camundongos AD (n=10 cada) foram submetidos por 
14 dias ao EI ou tratados com ET 1,8 g/kg ou SAL IP, 30 minutos após injeção de 
DZP 0,25 mg/kg. Os resultados demonstraram que DZP: apresentou sensibilização 
cruzada com ET, potencializou sensibilização cruzada entre EI e ET e diminuiu a 
atividade da nNOS em HP e CF de animais submetidos ao EI. Conclui-se que ECI e 
EI induzem sensibilização comportamental ao ET e nNOS participa na sensibilização 
cruzada entre ECI/EI e ET, bem como na sensibilização comportamental ao ET. 
 
 
Palavras-chave: Sensibilização comportamental. Etanol. Estresse. Óxido nítrico 
sintase neuronal. 
 



ABSTRACT 
 

ROCHA, J. B. S. Participation of nNOS enzyme in the cross-sensitization 
between stress and ethanol in Swiss mice. 2013. 93 p. Ph. D. thesis 
(Pharmacology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2013.  

 
 
Drug consumption and the stress exposure are two interrelated conditions. The 
stress increases the propensity to drugs of abuse consumption and exist cross-
sensitization between drugs and stress. Not only the behavioral sensitization to 
psychostimulants and depressants of the central nervous system (CNS), but 
stressing factors, alters the activity of the enzyme neuronal nitric oxide synthase 
(nNOS). On the first experimental design (study I), the objective of this work was to 
study behavioral alterations produced by ethanol (ET) and the chronic unpredictable 
stress (CUS) in adolescent (ADL) and adult (AD) mice, researching the nNOS 
participation in frontal cortex (FC) and hippocampus (HP). In the second 
experimental design (study II) we studied in AD mice if the dizocilpine (DZP) pre-
treatment prevents behavioral sensitization against immobilization stress (IS) and the 
treatment with ET, so as the impact of these treatments on nNOS activity. In the 
study I, male Swiss ADL (25-28 days of age; n=12 animals/group) and AD mice (60 
days of age; n=12 animals/group) were treated during 11 days with intraperitoneal 
injections (IP) of ET 1.8 g/kg, saline solution (SAL) or were submitted to the CUS. 
Basal, 15min and 3h after challenge blood samples were collected for corticosterone 
(CORT) dosage. Other three groups for behavioral analysis received IP 7-
nitroindazole (7NI) 15 mg/kg 30min before SAL or ET injections. The CUS group 
received 7NI IP once per day or in the drinking water. On the 12th day the animals of 
each group were challenged with SAL or ET 1.8 g/kg and 3 hours later were 
euthanized for encephalic dissection for the FC and HP isolation for analyze nNOS 
activity. The behavioral results demonstrated the occurrence of cross-sensitization 
between CUS and ET, not only in the ADL, but in AD too. The 7NI pre-treatment 
inhibited cross-sensitization between CUS and ET in ADL and AD. The ET challenge 
after CUS increased CORT in ADL and the repeated ET treatment increased CORT 
in AD. In relation with the nNOS activity, occurred increase in AD HP and FC, with 
attenuated activity by ET challenge. In ADL FC, cross-sensitization increased nNOS 
activity compared with ET repeated treatment. In the study II AD mice (n=10) were 
submitted for 14 days to IS or treated, IP with ET 1.8 g/kg or SAL IP 30min after DZP 
0.25 mg/kg injection. The results demonstrated that DZP: presented cross-
sensitization with ET, potentiated cross-sensitization between IS and ET and reduced 
nNOS activity in HP and CF of the animals submitted to IS. In conclusion, CUS and 
IS induce behavioral sensitization to ET and nNOS participates in the cross-
sensitization between CUS/IS and ET, as well as in behavioral sensitization to ET. 
 
Keywords: Behavioral sensitization. Ethanol. Stress. Neuronal nitric oxide synthase. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Na atualidade, a íntima relação entre o consumo de drogas de abuso e 

estresse é justificada, em partes, pelo cotidiano da vida moderna. Notável é o 

crescente abuso de substâncias lícitas, como o etanol, para aliviar o cansaço, o 

excesso de trabalho e as preocupações do dia-a-dia. Um episódio social frequente 

que demonstra o uso de etanol, com propósito recreacional após um dia de trabalho 

é o happy hour. O consumo de etanol é reconhecido na sociedade atual como 

sinônimo de comemoração, diversão e relaxamento. Um exemplo disto são as 

propagandas que associam o consumo de etanol com festa, alegria, imbuída por um 

clima de diversão. A problemática do uso recreacional é observada quando o 

consumo de um indivíduo tem um aumento na frequência de uso. O reflexo desta 

problemática é vivenciado em ambientes familiares, com consequências no contexto 

‘família’, conduzindo ao absenteísmo e à violência doméstica. Este consumo é 

agravado quando outras questões bio-psicossociais estão relacionadas, como 

exemplo: o desemprego. Tal situação é claramente uma representação do estresse 

que aflige lares, e as preocupações decorrentes deste fato conduzem ao aumento 

do consumo de álcool e de cigarro para aliviar a tensão. 

 A utilização precoce de etanol e outras drogas com potencial abusivo têm 

origem em adulto consumidor, como referência à criança e ao adolescente. De modo 

complementar, crianças que na infância vivenciaram situações de estresse, como o 

abuso sexual na família e outro tipo de agressão, são mais vulneráveis ao consumo 

de etanol e outras drogas na adolescência (MONCRIEFF et al., 1996; SARTOR et 

al., 2013; SCHÄFER et al., 2010; STEWART, BROWN, 1995; TAPERT et al., 1999). 

Com isto, podemos refletir sobre a associação estresse e etanol no crescente 

conflito de uso e abuso de drogas, discutida pela influência do estresse no aumento 

do consumo de drogas de abuso. Por outro lado, esta associação nos faz refletir se 

o etanol aumenta o estresse. Quando falamos de estresse, vale ressaltar que há um 

sistema endógeno conduzindo ao aumento de hormônios deste circuito. A 

explicação detalhada sobre este sistema será apresentada em seções posteriores. 

Do ponto de vista neuroquímico, estudos que convergem à relação entre etanol 

e sua atuação na neurotransmissão glutamatérgica são considerados importantes na 

elucidação e novas perspectivas de intervenção farmacológica à dependência, uma 
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vez que o abuso de etanol é tido como um dos principais problemas de Saúde 

Pública no Brasil e no mundo. Outro fator do mundo moderno que também está 

relacionado com alterações neuroquímicas é o estresse.  

Uma investigação dos fatores bioquímicos intracelulares envolvidos com a 

neurotransmissão glutamatérgica, constitui um caminho a ser percorrido para 

contribuir em estudos de dependência ao etanol e a relação existente com o 

estresse.  

Dentre os fatores investigados, está a via do receptor N-metil-D-aspartato 

(NMDA)/ óxido nítrico (NO) através de intervenções farmacológicas e ensaios 

bioquímicos específicos.   

O papel dos receptores NMDA no modelo de sensibilização ao etanol merece 

ser elucidado, uma vez que o etanol aumenta a sensibilidade dos receptores pós-

sinápticos em quadros de dependência e a ativação deste receptor aumenta a 

produção do NO. Há vários trabalhos demonstrando alterações na composição do 

receptor NMDA por etanol. Diante da administração crônica de etanol, há um 

aumento da expressão das subunidades NR1, NR2A e NR2B do receptor NMDA no 

córtex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HP) de ratos e camundongos (KALLURI et al., 

1998; NAGY et al., 2002; TREVISAN et al., 1994). 

Considerando a participação do NO na plasticidade neuronal em situações de 

estresse e diante da utilização de drogas de abuso, um dos objetivos desse estudo é 

avaliar a participação do NO na sensibilização comportamental ao etanol e na 

sensibilização cruzada entre estresse e etanol em adolescentes e adultos. 

 Este trabalho tem o propósito de discutir a relação estresse-etanol, por 

evidências de que ambos atuam nas mesmas vias cerebrais colaborando ao 

aumento de procura por uma droga e, logo, o aumento do consumo, neste caso, de 

etanol. 
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2 RELAÇÃO ETANOL-ESTRESSE EM ESTUDOS DE ADIÇÃO 

 

2.1 Contextualização sobre o uso de etanol 

 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a dependência ao 

álcool e as suas consequências representam a terceira causa de mortes no mundo. 

No Brasil, de acordo com estimativa da Associação Brasileira de Estudo do Álcool e 

Outras Drogas (ABEAD), 10% da população (cerca de 19 milhões) é representada 

por dependentes de álcool. Em média, trinta e duas mil mortes por ano estão 

relacionadas às doenças causadas pelo alcoolismo. De acordo com o Ministério da 

Previdência Social, entre janeiro e setembro de 2011, 31,8 mil pessoas solicitaram 

licença médica por dependência química, caracterizando 23% a mais do que o 

mesmo período no ano anterior. Neste ínterim, o álcool representa 33,5% dos 

afastamentos e associado a outras drogas representa 48,7%. Estes dados recentes 

confirmam a necessidade de estudos sobre álcool, bem como programas de 

prevenção evitando a utilização precoce, por ser considerado um grave problema de 

Saúde Pública. Em 2011, o governo do estado de São Paulo, instituiu 

normativamente proibição de venda de bebidas alcoólicas para menores de dezoito 

anos. 

 Diante da utilização prolongada de etanol, acompanhando a dependência, 

ocorrem fenômenos como: neuroadaptação (tolerância e dependência) e 

neurodegeneração (FADDA; ROSSETTI, 1998b). Antes de prosseguir com os 

mecanismos neuroquímicos que buscam justificar as consequências da utilização de 

álcool, vale diferenciar os conceitos: abuso e dependência. De acordo com o Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais 4ª edição texto revisado (DSM-IV-

TR; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000), abuso é um padrão mal 

adaptado manifestado por consequências adversas recorrentes e significativas 

devidas ao uso repetido da substância. Já dependência, também de acordo com o 

DSM-IV-TR, é demonstrada por um conjunto de sintomas cognitivos, 

comportamentais e fisiológicos que indicam que o indivíduo perdeu o controle do uso 

da droga e continua a usar a substância apesar das consequências adversas deste 

uso. Evidentemente, os conceitos se entrelaçam à medida que uma condição 
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abusiva facilmente é conduzida ao estado de dependência. Inseridos nos critérios do 

DSM-IV-TR para dependência de substâncias estão tolerância e abstinência. 

Compondo outra importante reflexão, está transição do uso para o abuso de 

uma substância com potencial em causar dependência. O limite entre ambos é difícil 

de determinar, mas, o registro conceitual de adição a uma droga é marcado por 

distúrbios impulsivos, bem como distúrbios compulsivos. Os distúrbios impulsivos 

são amplamente associados com mecanismos de reforço positivo (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). Ao contrário, distúrbios compulsivos são 

caracterizados por ansiedade e estresse antes de repetitivo comportamento 

compulsivo e alívio de estresse por comportamento compulsivo. Assim, desordens 

compulsivas são intensamente associadas com mecanismos de reforço negativo. 

Colapsos dos ciclos de impulsividade e compulsividade produzem um ciclo de 

adição composto por três estágios: (1) “binge” (consumo excessivo)/intoxicação, (2) 

retirada/afeto negativo, (3) preocupação/antecipação. A impulsividade 

frequentemente predomina nos estágios precoces e a impulsividade combinada com 

compulsividade predomina nos estágios tardios. A transferência da impulsividade 

para compulsividade implica em deslocamento do reforço positivo guiado por 

comportamento motivado para o reforço negativo guiado por comportamento 

motivado (KOOB, 2004; KOOB; LE MOAL, 1997; KOOB; VOLKOW, 2010). Estes 

três estágios são conceituados interagindo um com o outro, tornando-se mais 

intensos e finalmente levando ao estado patológico conhecido como adição (KOOB; 

LE MOAL, 1997; KOOB; VOLKOW, 2010). A transição do uso ocasional de etanol 

para o abuso envolve neuroplasticidade em todos estes elementos, podendo 

começar com uso inicial em indivíduos vulneráveis ou em períodos de 

desenvolvimento particularmente vulnerável, como na adolescência (KOOB et al., 

2008). 

 

2.1.1 Etanol e circuito límbico 

 

Correlacionando os três estágios mencionados na seção anterior com o circuito 

límbico, pode-se estabelecer um raciocínio para entender neuroplasticidade e 

elaborar hipóteses para estudos com drogas de abuso e mecanismos que conduzem 

à dependência. O circuito ou sistema límbico é caracterizado por conexão de 

algumas regiões neuronais, com aferências e eferências de neurotransmissões e 
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neurotransmissores interconectados. Há projeções dopaminérgicas desde a área 

ventral do tegmento mesencefálico (AVTM) até hipocampo (HP), amígdala, córtex 

pré-frontal (CPF), núcleo accumbens (NAc) e pallidum ventral. Já HP, amígdala e 

CPF apresentam projeções glutamatérgicas até o NAc. O NAc por sua vez 

apresenta projeção gabaérgica até o pallidum ventral. O pallidum ventral tem 

projeção gabaérgica até o tálamo medial dorsal, e este apresenta projeção 

glutamatérgica até o CPF. Este é o circuito límbico, bem descrito por Pierce e 

Kumaresan (2006), conforme demonstra a figura 1. O etanol atua direta ou 

indiretamente neste circuito.  

 

Figura 1 – Representação esquemática do circuito límbico.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As projeções neuronais dopaminérgicas são representadas por setas azuis, as projeções 
glutamatérgicas por setas vermelhas e as projeções gabaérgicas por setas pretas.  
Fonte: Adaptado de Pierce e Kumaresan, 2006. 

 

Neste trabalho, elegemos CPF e HP para estudar os efeitos do etanol. Nestas 

regiões, conforme demonstra a figura 2, para o etanol, os fenômenos relacionados 

com adição fundamentam-se principalmente por alterações em neurotransmissões 

glutamatérgica, dopaminérgica e interneurônios gabaérgicos, com as 

neurotransmissões relacionadas ao potencial excitatório pós-sináptico (PEPS) e os 

interneurônios com potencial inibitório pós-sináptico (PIPS). Nestas vias, o etanol 
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atua como um inibidor alostérico do receptor glutamatérgico NMDA (LOVINGER et 

al., 1989), aumenta liberação de dopamina (DA) e por consequência exacerba esta 

neurotransmissão, e atua como agonista de receptor gabaérgico (PALMER; 

HOFFER, 1990). O bloqueio repetido de receptor glutamatérgico pelo etanol resulta 

em resposta neuroadaptativa dos receptores e hiperexcitabilidade neuronal, 

confirmada com a retirada da administração crônica de etanol (FADDA; ROSSETTI, 

1998a; RIPLEY; LITTLE, 1995). O reflexo desta situação é evidenciado, por 

exemplo, com projeções glutamatérgicas inibitórias sob os receptores pré-sinápticos 

dopaminérgicos no NAc. Na retirada diante de utilização crônica do etanol, há um 

aumento ou up regulation de receptores NMDA pós-sinápticos, resultando em 

diminuição de efeito glutamatérgico de projeção neuronal oriunda do CPF ao NAc. 

Com isto, observa-se um aumento da liberação de DA e as consequências desta 

neurotransmissão no NAc, relacionadas com o processo de adição ao etanol. De 

modo complementar, o CPF é uma importante região relacionada com o 

comportamento de busca de uma droga, denominado craving ou fissura, e ao enviar 

aferências glutamatérgicas para o NAc e também AVTM, correlaciona-se com a 

indução e expressão da sensibilização comportamental, respectivamente, pois estas 

regiões estão envolvidas com tais fenômenos. Portanto, vias glutamatérgicas do 

CPF modulam a atividade de células da dopamina na AVTM e no NAc (SUTO et al., 

2003; VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000). 
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Figura 2 - Sistema límbico e etanol atuando em hipocampo e córtex pré-frontal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Fonte: Arco e Mora, 2009 e Revisões: Clay et al., 2008; Heinz et al., 2009; Koob et al., 1998; Koob, 
2004; Popova, 1981. 

 

Nestas regiões do sistema límbico escolhidas para estudo, a participação do 

receptor NMDA será destacada pela relação com o NO, estudado pela atividade da 

enzima óxido nítrico sintase neuronal (nNOS), com explicação detalhada em seções 

posteriores. 

 

2.2 Drogas de abuso e estresse 

 

A relação entre drogas de abuso e estresse motiva a construção deste trabalho 

por congruência de fatores que norteiam a atuação de ambos em vias neuronais que 

conduzem ao consumo descontrolado, à busca pela droga e ao estado de 

dependência.  

Em humanos, o consumo de uma droga com potencial abusivo começa com a 

utilização recreacional, e seguida de situações estressantes, passa a ser uma fuga 

para os problemas, passando à alternativa em mascarar um problema preexistente. 



27 

 

 

 

Desde a primeira definição de estresse por Selye (1936) fundamentada como a 

síndrome geral de adaptação, em que esforços repetitivos e persistentes são 

capazes de causar alterações no estado de homeostase, gerando uma resposta do 

organismo; compreende-se tal fenômeno como uma resposta necessária à 

manutenção da vida do organismo (SARDÁ et al., 2004). Transpondo este termo 

para aplicação em ciências médicas e biológicas, representa esforço de adaptação 

do organismo para enfrentar situações que considere ameaçadoras à vida e ao 

equilíbrio endógeno. A resposta ao estresse permite o enfrentamento de situações 

ameaçadoras com conexão de componentes neurovegetativos, endócrinos e 

comportamentais (CHARMANDARI et al., 2005; CHROUSOS; GOLD, 1992). Diante 

de situações de perigo à homeostase, ocorrem respostas adaptativas, físicas e 

mentais que se contrapõem aos efeitos de estímulos de estresse na tentativa de 

restabelecer o equilíbrio (CHROUSOS; GOLD, 1992; LÓPEZ et al., 1999). 

Diante de estímulos estressores, como ocorre no estresse crônico imprevisível 

em animais e humanos, há situações de estresse físico e estresse psicológico. 

Enquanto este requer o sistema límbico ao armazenamento e ao processamento da 

informação, por antecipação de um problema gerado pelo medo (BAFFI et al., 1996; 

CHEN; HERBERT, 1995; CULLINAN et al., 1995; FIGUEIREDO et al., 2002; 

SAPOLSKY et al., 1991); aquele, dependendo da intensidade do estímulo, aumenta 

diretamente a liberação de glicocorticóides e ativa o sistema nervoso autônomo 

(SNA) simpático (PALKOVITS et al., 1999). Assim, pode-se começar a relacionar os 

efeitos de resposta ao estresse com efeitos de drogas de abuso. Por um lado, 

porque o sistema límbico requerido em situações de estresse psicológico também é 

requerido para os efeitos de uma droga de abuso. Por outro lado, porque os 

glicocorticóides e neurotransmissores do SNA simpático atuam no circuito límbico, 

com uma resposta exagerada causada por estresse, especialmente sob 

neurotransmissão dopaminérgica e glutamatérgica. 

  

2.2.1 Inter-relação entre estresse e sistema glutamatérgico/ óxido nítrico em    

          estudos de adição ao etanol 

 

Há uma abundância de evidências sugerindo que a neurotransmissão 

glutamatérgica esteja envolvida em respostas adaptativas da patogênese de 
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dependência ao etanol (CHANDLER et al., 1993; FREED; MICHAELIS, 1978; IORIO 

et al., 1992), corroboradas pelo antagonismo do receptor NMDA. Nagy e László 

(2002) confirmaram tais evidências através de um modelo in vitro onde houve um 

aumento de sensibilidade dos receptores NMDA em culturas primárias de neurônios 

corticais após pré-tratamento com etanol.  

Vale ressaltar a estrutura do receptor NMDA, bem como as subunidades deste 

receptor, para que seja estabelecido um raciocínio quanto ao efeito do etanol e a 

relação com o sistema de sinalização intracelular que envolve a atividade da enzima 

nNOS. Os receptores NMDA são caracterizados pelo bloqueio voltagem-dependente 

do íon Mg2+ e a alta permeabilidade ao Ca2+. Estes receptores são compostos por 

duas subunidades: a subunidade fundamental NR1, que se complexa com uma das 

quatro subunidades NR2: NR2A, NR2B, NR2C e NR2D. A subunidade NR1 é 

distribuída de forma generalizada, enquanto que os subtipos de subunidade NR2 

apresentam uma seletividade sobre determinadas regiões cerebrais (BEAL, 1995; 

OZAWA et al., 1998). A subunidade NR2A é considerada altamente expressa diante 

dos efeitos do etanol (RON; WANG, 2009). 

Neste trabalho o foco é estudar alterações da via do receptor NMDA/ NO com a 

participação da enzima nNOS, uma vez que a dependência produzida por etanol 

está, em parte, associada às alterações neste sistema (NAGY et al., 2002).  

Vários estudos mostram o papel do NO na plasticidade sináptica e na 

potenciação de longo prazo (LTP). O NO age como segundo mensageiro e regula a 

liberação de vários neurotransmissores, dentre eles, a dopamina e o glutamato 

(SCHULMAN, 1976). Para o glutamato ocorre via receptor NMDA. Como já 

mencionado, esses dois neurotransmissores estão envolvidos na sensibilização 

comportamental; e o NO tem um papel importante nesse fenômeno, uma vez que 

animais nocautes da nNOS – nNOS (-/-) não desenvolvem sensibilização 

comportamental à cocaína (ITZHAK et al., 1998) e ao etanol (ITZHAK et al., 2008). 

A isoforma nNOS, com estado de fosforilação modulado por receptor NMDA 

(SNYDER; DAWSON, 1995), está localizada em discretas áreas cerebrais, incluindo 

HP, CPF, NAc e os núcleos: paraventricular (PVN) e supraóptico (SON) do 

hipotálamo (BREDT et al., 1990; BREDT et al., 1992; GROSSMAN et al., 1994; 

YAMADA et al., 1995). Estes núcleos têm neurônios contendo hormônio regulador 

de corticotrofina (CRF). Em resposta ao estímulo pela liberação de CRF 
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(primariamente dos neurônios do PVN), a pituitária anterior secreta hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) dentro do sistema hipofisal portal. Durante a resposta 

ao estresse, ACTH atua sob o córtex adrenal para estimular a produção e secreção 

de glicocorticóides (NELSON et al., 1997). Na resposta ao estresse crônico, o 

aumento expressivo na produção de glicocorticóides demonstra desregulação e 

descontrole no funcionamento do eixo HPA. Weidenfeld et al. (1999) têm 

demonstrado que o NO está envolvido na modulação de respostas do eixo 

hipotalâmico-pituitário-adrenal (HPA) a estímulos, e o sítio redox modulatório do 

receptor NMDA parece ser uma estrutura importante no controle do eixo HPA 

(RIEDEL, 2000).  

Assim, sugere-se o envolvimento de NO na modulação de respostas do eixo 

HPA a estímulos neuronais não dependentes de fatores imunes. Portanto, a enzima 

nNOS participa mediando os efeitos do NO em inibição de secreção hipotalâmica. 

Em estudos de adição ao etanol associados ao estresse, trabalhos têm demonstrado 

que receptores de CRF estão colocalizados com receptores NMDA em neurônios 

glutamatérgicos de HP (LEE et al., 1993; SHENG et al., 2008), além de outras 

regiões neuronais, como exemplo amígdala. As ações biológicas de CRF endógeno 

são mediadas por dois subtipos de receptores: CRF1 e CRF2, cada um com 

variações de ligantes, padrões de expressão e funções fisiológicas diferentes 

(DAUTZENBERG; HAUGER, 2002; REUL; HOBSBOER, 2002; ZORRILA; KOOB, 

2005). CRF potencializa transmissão sináptica mediada por NMDA via ativação de 

receptor CRF2 pós-sináptico (UNGLESS et al., 2003). Como consequência, 

sinalizações intracelulares são ativadas. Uma das sinalizações, que compõe a via 

escolhida para estudo neste trabalho, é a via do óxido nítrico, mediado pela enzima 

nNOS. Além disto, em resposta ao estresse ocorre um aumento na expressão de 

receptores de glicocorticóides (GRs) e mineralocorticóides (MRs) em regiões como 

HP e CPF. Os MRs têm aumento de expressão em condições basais de estresse, 

enquanto os GRs têm aumento de expressão em condições estressantes 

(VENDRUSCOLO et al., 2012). Por esta razão, a natureza, a intensidade e o tipo de 

estresse são fatores fundamentais que devem ser considerados em estudos de 

adição ao etanol, na compreensão de vias comuns envolvidas com o 

desenvolvimento da sensibilização comportamental. 
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2.3 Hipótese da sensibilização comportamental 

 

A produção dos efeitos estimulantes do etanol é evidenciada com baixas doses 

consumidas. O limite para visualizar tais efeitos deve ser bem definido pela dose, 

aliada ao tempo de consumo. Na projeção destes efeitos, o modelo animal e a idade 

representam fatores importantes às características físicas estimulantes a serem 

observadas. 

 O desenvolvimento da dependência ao álcool está, em parte, associado à 

sensibilidade do indivíduo aos efeitos comportamentais e subjetivos do etanol. 

Trabalhos de Schuckit (1984, 1994) mostram que pessoas que apresentam maior 

predisposição ao alcoolismo são mais sensíveis aos efeitos estimulantes do etanol e 

menos sensíveis aos efeitos depressores. A sensibilidade aos efeitos do etanol, em 

modelos animais, pode ser medida pelos seus efeitos estimulantes, de ataxia e 

sedativos locomotores (BREESE et al., 1985; CRABBE, 1983).   

Enfatizando os efeitos estimulantes em modelos animais, Masur e Boerngen 

(1980) confirmaram que o tratamento repetido com etanol aumenta a sensibilidade 

aos efeitos estimulantes locomotores do etanol, fenômeno conhecido como 

sensibilização comportamental.   

A teoria da sensibilização comportamental enfatiza componentes de 

aprendizagem associativa, propondo que a dependência é o resultado da potência 

eliciadora de estímulos condicionados aos efeitos da droga. Alguns pesquisadores 

sugerem que a sensibilização esteja relacionada a seus efeitos reforçadores e 

estimulantes (BOWERS et al., 2004; KALIVAS et al., 1998; ROBINSON; BERRIDGE, 

1993) e a neuroadaptações que tornam circuitos neurais hipersensíveis de forma a 

resultar em níveis patológicos da saliência do incentivo atribuída às drogas ou a 

pistas associadas a drogas.  Deve-se enfatizar que tanto a estimulação quanto à 

sensibilização induzida pelo etanol ocorre devido à interação desta droga com vários 

sistemas de neurotransmissão, incluindo aqueles modulados por receptores NMDA 

(MEYER; PHILLIPS, 2003). Um trabalho do grupo demonstrou que o antagonista de 

receptor NMDA, MK-801, inibe a sensibilização ao etanol (CAMARINI et al., 2000) 

quando há pareamento da droga com campo aberto, sugerindo a participação deste 

sistema no componente condicionado da sensibilização. 
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2.3.1 Sensibilização comportamental ao etanol  

 

A exposição repetida ao etanol, em doses baixas (1,8 – 2,0 g/kg), induz um 

aumento progressivo na atividade locomotora de camundongos. Esse aumento 

sinaliza a ocorrência de sensibilização locomotora, fenômeno o qual tem sido ligado 

a alterações moleculares correspondentes ao processo de dependência.   

Alterações funcionais no sistema dopaminérgico mesoaccumbens têm sido 

muito estudadas para compreender o desenvolvimento da sensibilização, e incluem: 

aumento da concentração de DA extracelular no NAc, subsensibilidade de 

autorreceptores localizados nos corpos celulares dopaminérgicos da AVTM e 

supersensibilidade de receptores de DA do tipo 1 (D1) no NAc (KALIVAS; 

STEWART, 1991). A sensibilização comportamental parece ser mediada 

principalmente pelo sistema dopaminérgico mesolímbico. Este fenômeno apresenta 

dois componentes: o desenvolvimento e a expressão. Define-se desenvolvimento 

como um termo operacional referente aos efeitos moleculares e/ou celulares 

imediatos que induzem a sensibilização. A expressão refere-se às consequências 

prolongadas desses efeitos. 

Entretanto, não só o sistema dopaminérgico está implicado nesse processo. 

Estudos de nosso laboratório mostraram que a naloxona, um antagonista opióide 

(CAMARINI et al., 2000b) e o MK-801, um antagonista de receptor NMDA 

(CAMARINI et al., 2000a) foram capazes de bloquear o desenvolvimento da 

sensibilização comportamental ao etanol, evidenciando a participação desses dois 

sistemas na sensibilização ao etanol.  

Um foco também muito importante nos estudos sobre sensibilização é a 

influência do aprendizado e condicionamento nesse fenômeno (STEWART; VEZINA, 

1988). A sensibilização comportamental é parcialmente atribuída à aprendizagem de 

uma associação entre o efeito farmacológico produzido pela droga e o ambiente 

onde é experimentada, ou seja, pode envolver condicionamento Pavloviano 

(STEWART et al., 1984). Entretanto, o grau em que o condicionamento das pistas 

contextuais influencia na sensibilização comportamental ao etanol é controverso. 

Enquanto alguns trabalhos concordam que a sensibilização ao etanol seja 

preferencialmente dependente de condicionamento (CAMARINI et al., 2000a; 
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CUNNINGHAM; NOBLE, 1992), outros mostram que esse fator pode não ser 

essencial (PHILLIPS et al., 1995).   

Considerando que antagonistas de NMDA interferem com alguns tipos de 

aprendizagem (MALENFANT et al., 1991), é questionável se o MK-801, também 

denominado dizocilpina (antagonista não-seletivo de receptor NMDA), interfere 

diretamente na sensibilização comportamental ao etanol, ou se age na 

aprendizagem determinante do condicionamento associado à sensibilização 

(CAMARINI et al., 2000a).  

Nosso laboratório tem usado a sensibilização comportamental como principal 

ferramenta para o estudo das alterações neuroadaptativas que permeiam a 

dependência (CAMARINI et al., 1995, 2000a, b, 2001; CAMARINI; HODGE, 2004), 

por ser um fenômeno associado à perda de controle do beber (HUNT; LANDS, 

1992).  

Nossas pesquisas têm procurado esclarecer os mecanismos envolvidos nas 

diferenças comportamentais e neuroquímicas entre animais adolescentes e adultos 

em resposta ao etanol.  

 

2.3.2 Sensibilização comportamental ao etanol em camundongos adolescentes 

 

Dados preliminares mostraram que camundongos DBA/2J adolescentes não 

apresentam o fenômeno de sensibilização comportamental ao etanol (CAMARINI et 

al., 2000c). Isso foi curioso, já que camundongos DBA são classicamente usados em 

estudos de sensibilização ao etanol, devido à alta vulnerabilidade para o 

desenvolvimento de sensibilização comportamental ao etanol.  Mais recentemente, 

mostramos diferenças comportamentais e neuroquímicas entre animais tratados com 

etanol durante a adolescência ou na vida adulta (CARRARA-NASCIMENTO et al., 

2012; CARRARA-NASCIMENTO et al., 2013; FARIA et al., 2008). Nesse estudo, 

usamos camundongos Swiss. Essa linhagem tem sido amplamente usada por vários 

laboratórios de pesquisa no Brasil que estudam sensibilização comportamental ao 

etanol, a qual apresenta uma grande variabilidade na resposta ao tratamento com 

etanol (BOERNGEN-LACERDA; SOUZA-FORMIGONI, 2000; MASUR et al., 1989; 

QUADROS et al., 2002). Em nosso estudo, camundongos adolescentes e adultos 
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receberam etanol em um regime pareado ou não a pistas ambientais (CAMARINI et 

al., 2000a; FARIA et al., 2008). O desenvolvimento da sensibilização é facilitado 

quando o animal recebe a droga pareada a estímulos ambientais (conhecido como 

sensibilização condicionada). A associação da droga ao ambiente é conseguida 

quando administramos a droga ao animal e, logo em seguida, o mesmo é exposto a 

um determinado ambiente. Dessa forma, ele passa a associar os efeitos da droga 

com as pistas presentes nesse ambiente. Esse pareamento ambiental pode disparar 

comportamentos de fissura pela droga, assim como desejo de procura pela mesma.  

Os resultados de nossa pesquisa, no entanto, mostraram que enquanto os adultos 

sensibilizaram aos efeitos estimulantes do etanol, os adolescentes apresentaram 

tolerância (FARIA et al., 2008). Os dados mostraram também que, de um modo 

geral, a exposição repetida ao etanol produziu dessensibilização na expressão de c-

Fos no CPF e NAc nos adolescentes, mas não nos adultos. Entretanto, a exposição 

repetida ao etanol produziu uma dessensibilização da expressão de c-Fos no HP de 

animais adultos que apresentaram sensibilização condicionada. Isso não foi 

observado nos adolescentes tratados repetidamente com etanol (FARIA et al., 

2008). A dessensibilização de fatores de transcrição (CREB, c-Fos) tem sido ligada a 

aspectos da dependência (MATTSON et al., 2005).  

Relatos sobre as consequências neurodegenerativas do uso de etanol mostram 

que o cérebro de ratos adolescentes apresenta uma sensibilidade diferencial aos 

efeitos deletérios induzidos por essa droga (CREWS et al., 2000). A administração 

repetida de etanol em ratos adolescentes aumenta a susceptibilidade aos seus 

efeitos prejudiciais sobre a memória no período da adolescência (MARKWIESE et 

al., 1998) e na vida adulta (WHITE et al., 2000). Uma exposição prolongada ao 

etanol pode levar à neurotoxicidade no HP (HUNT, 1993), uma região cerebral 

intimamente envolvida em memória espacial (OLTON, 1983). O etanol bloqueia a 

ativação de receptores NMDA no HP (LOVINGER et al., 1990) e esse efeito é mais 

evidente durante a adolescência (SWARTZWELDER et al., 1995). Thomas et al. 

(1997) sugeriram que a neurotoxicidade devido à hiperexcitabilidade de receptores 

NMDA poderia explicar os déficits cognitivos produzidos pela exposição ao etanol. 

Uma vez que o etanol suprime a atividade mediada pelo NMDA, de forma mais 

efetiva, no HP de animais adolescentes comparado com adultos (SWARTZWELDER 

et al., 1995), é possível que os períodos de rebote da hiperexcitabilidade também 
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sejam mais graves em adolescentes do que em adultos. Dessa forma, resultaria em 

uma neurotoxicidade hipocampal maior. Esses danos poderiam tornar a função 

hipocampal dos animais adolescentes mais vulneráveis a quaisquer excessos, 

inclusive exposição ao etanol ou outra droga de abuso.  

O NMDA participa de algumas formas de plasticidade neuronal, como a LTP, 

fenômeno considerado como modelo de aprendizagem, e a sensibilização 

comportamental, que está associada à perda de controle do consumo de álcool. O 

etanol inibe a indução da LTP hipocampal de forma mais potente em ratos 

adolescentes do que em adultos (PYAPALI et al., 1999).  

Ainda, a síndrome de abstinência alcoólica é resultante de uma resposta 

adaptativa do SNC aos efeitos intoxicantes do etanol, que se expressa por uma 

hiperexcitabilidade generalizada. Dados bioquímicos mostram que a retirada do 

etanol, após tratamento prolongado, resulta em um aumento no número de 

receptores NMDA no HP de camundongos C57BL/6 (GRANT et al., 1990). Isso 

indica uma adaptação compensatória desse sistema em decorrência da inibição dos 

receptores NMDA pelo etanol e pode ter uma importância fundamental em alguns 

sintomas de abstinência, como a hiperexcitabilidade e convulsão. O sistema 

glutamatérgico, especialmente a complexa estrutura do receptor NMDA, tem um 

papel importante não só nos efeitos deletérios do etanol relacionados à memória, 

como também nos sintomas da síndrome de abstinência alcoólica (HUNT, 1993) e 

na sensibilização comportamental ao etanol, como mostram pesquisas de nosso 

laboratório (CAMARINI et al., 2000a) em camundongos adolescentes. 

 

2.3.3 Sensibilização cruzada: estresse e etanol 

 

Estudos de modelos comportamentais aplicados em animais compõem uma 

estratégia para desvendar mecanismos neuronais relacionados com o 

desenvolvimento de dependência ao etanol. Neste sentido, a sensibilização cruzada 

foi o modelo escolhido para estudar os efeitos do etanol sobre outro estímulo 

relacionado à dependência, como o estresse.   

Dois modelos animais muito usados para estudar efeitos reforçadores ou 

neuroadaptações induzidas por drogas de abuso são a auto-administração e a 

sensibilização comportamental. Vários trabalhos têm demonstrado que o estresse 
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aumenta a propensão à auto-administração de drogas de abuso e que existe 

sensibilização cruzada entre drogas e estresse (RICHARDSON et al., 2008). Os 

fenômenos comportamentais de sensibilização cruzada são consistentes com a 

existência de comuns adaptações moleculares subjacentes a este fenômeno, como 

upregulation de receptores NMDA e interação com glicocorticóides por meio do 

receptor CRF (PRENDERGAST; MULHOLLAND, 2012). 

Além dos sistemas mencionados, o eixo HPA tem papel importante na 

sensibilização. O CRF é liberado pelo hipotálamo e amígdala em resposta ao 

estresse. O CRF regula a liberação de glicocorticóides na corrente sanguínea, a 

partir da glândula pituitária e córtex da adrenal. A exposição a uma variedade de 

estressores pode promover sensibilização ao efeito das drogas, com implicação no 

sistema hipotálamo-pituitária-adrenal, mediado pelo CRF. Por exemplo, hormônios 

de estresse liberados pelo córtex da adrenal (corticosteróides) têm sido implicados 

no aumento da resposta locomotora observada em camundongos após a 

administração de baixas doses de etanol (ROBERTS et al., 1995).  

Assim como o etanol, a exposição a estímulos estressores também aumenta a 

liberação de DA no NAc (KOOB, 2008). Portanto, há uma confluência desses 

estímulos sobre o sistema dopaminérgico. Dessa forma, a sensibilização cruzada 

poderia ser explicada por esse efeito comum do etanol e estresse sobre o sistema 

dopaminérgico. Entretanto, como já mencionado anteriormente, não só o sistema 

dopaminérgico parece estar envolvido nesse fenômeno, uma vez que tanto o etanol 

quanto o estresse alteram a transmissão glutamatérgica (KOOB et al., 1998). Tem 

sido amplamente estudado o papel do sistema glutamatérgico nos processos 

neuroadaptativos que permeiam a dependência (FELTENSTEIN; SEE, 2008). 

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo principal estudar a 

participação do sistema glutamatérgico/ óxido nítrico na sensibilização cruzada entre 

estresse e etanol.   
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3 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral deste trabalho é investigar a sensibilização cruzada entre 

estresse e etanol em camundongos machos Swiss, avaliando a participação do 

sistema glutamatérgico através do receptor NMDA e a relação com o NO, mediado 

pela enzima nNOS. 

 Para tanto, o trabalho foi dividido em dois estudos:  

a) sensibilização comportamental ao etanol e sensibilização cruzada entre 

estresse crônico imprevisível e etanol em camundongos adolescentes e 

adultos:  participação da enzima nNOS em córtex frontal (CF) e HP; 

b) sensibilização comportamental ao etanol e sensibilização cruzada entre 

estresse por imobilização (EI) e etanol em camundongos adultos: 

participação do receptor NMDA e da enzima nNOS em CF e HP. 
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4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos Swiss, adolescentes (entre 25 e 28 

dias de idade) e adultos (com 60 dias de idade), fornecidos pelo Biotério do 

Departamento de Farmacologia, do Instituto de Ciências Biomédicas da USP. 

Os animais foram alojados em grupos de cinco animais, em caixas de policarbonato 

(30 x 20 x 12,5 cm), mantidos sob temperatura constante (22  1o C) e sob um ciclo 

claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 7h00).  

 

4.2 Estudo I: Sensibilização cruzada entre estresse crônico imprevisível e 

etanol em camundongos adolescentes e adultos 

 

4.2.1 Drogas/ tratamento 

 

4.2.1.1 Etanol 

 

O etanol (ET, 95% vol/vol, Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido 

em solução salina (NaCl 0,9%) para produzir uma solução de etanol 12% v/v e foi 

administrada em uma dose de 1,8 g/kg. Os animais controles receberam volumes 

equivalentes de salina. Todas as injeções foram administradas por via intra-

peritoneal (IP). 

 

4.2.1.2 7-Nitroindazol 

 

O 7-nitroindazol (7NI), um inibidor seletivo da enzima nNOS, foi preparado em 

uma solução com dimetilsulfóxido (DMSO), propilenoglicol e água na proporção 

1:3:6, para solubilização. A administração foi intra-peritoneal na dose 15 mg/kg. O 

grupo submetido ao estresse crônico imprevisível (ECI) também recebeu 7NI em 

água de beber, diariamente preparada em uma solução de 50mL de água, com a 

dose 15mg/kg por animal, em caixas com quatro camundongos. 
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4.2.2 Paradigma do estresse 

 

 Durante o estresse crônico imprevisível os animais foram submetidos a um ou 

dois tipos diferentes de estresse a cada dia durante 11 dias, conforme mostra a 

tabela 1, adaptado de Ortiz et al. (1996). Esse modelo utiliza diferentes tipos de 

estresse, com intensidade e duração diferentes, incluindo estresse tanto com caráter 

físico (como frio e privação de água e comida) quanto psicológico (como 

imobilização e nadar forçado). Todos os animais foram submetidos à eutanásia 3 

horas após o desafio com salina ou etanol, um dia após a última sessão de estresse. 

No procedimento de eutanásia por deslocamento cervical, o encéfalo foi dissecado 

para remoção de córtex frontal e hipocampo; que foram estocados a -80 graus 

Celsius para posterior dosagem bioquímica. 

No ECI os animais foram submetidos a distintas situações de estresse a cada dia 

durante 11 dias consecutivos, como mostra a tabela 1. 
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Tabela 1 -  Protocolo de estresse crônico imprevisível com duração de 11 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Ortiz et al., 1996. 

Dia Estresse Período/ 

   Horário 

1  SERRAGEM ÚMIDA (12 HORAS)  NOITE  

(18h00) 

2      IMOBILIZAÇÃO (1 HORA) MANHÃ   

(10h00) 

3      ISOLAMENTO FRIO (1 HORA) 

 

      LUZ ACESA 

TARDE       

(15h00) 

  NOITE             

(18h00) 

4      LUZ APAGADA (3 HORAS) 

 

     NADAR FORÇADO (4 MIN) 

TARDE        

(12h00) 

TARDE      

(15h00) 

5 SERRAGEM ÚMIDA (12 HORAS) 

 

PRIVAÇÃO DE ÁGUA E COMIDA (12 

HORAS) 

 MANHÃ   

(8h00) 

  NOITE    

(8h00) 

6      NADAR FORÇADO (4 MIN) 

 

     ISOLAMENTO (12 HORAS) 

TARDE    

(14h00) 

NOITE      

(18h00)  

7      ISOLAMENTO FRIO (15 MIN) 

 

     LUZ APAGADA (2 HORAS) 

TARDE  

(14h00) 

TARDE    

(15h00) 

8  SERRAGEM ÚMIDA (12 HORAS) 

  LUZ ACESA (12 HORAS)      (juntos) 

NOITE    

(18h00) 

9      ISOLAMENTO 

   PRIVAÇÃO DE ÁGUA E COMIDA  

(12 HORAS) (juntos) 

NOITE     

(18h00) 

10      IMOBILIZAÇÃO (1 HORA) 

 

     LUZ ACESA (12 HORAS) 

TARDE  

(16h00) 

 NOITE   

(18h00) 

11      NADAR FORÇADO (4 MIN) 

 

     IMOBILIZAÇÃO (1 HORA) 

 MANHÃ  

(9h00)  

MANHÃ    

(10h00) 



40 

 

 

 

4.2.3 Procedimento comportamental: atividade dos animais em campo aberto 

 

A atividade geral dos animais em um campo aberto (uma arena circular de 

madeira com 40 cm de diâmetro e 32,5 cm de altura, forrada com fórmica branca). O 

fundo da arena é dividido por meio de três círculos em três partes que, por sua vez, 

são subdivididas por segmentos de retas em 19 partes, aproximadamente iguais.  

Cada animal foi colocado, individualmente, no centro da arena do campo aberto e foi 

observado por um período de 10 minutos. Do repertório comportamental de um 

camundongo em campo aberto, os parâmetros indicativos de atividade geral, 

registrados foram: frequência de locomoção total, central e periférica. Cada unidade 

de locomoção corresponde ao ato do animal penetrar com as quatro patas em um 

dos quadrantes centrais (não contíguos às paredes) ou periféricos (contíguos às 

paredes) do campo aberto.  

A atividade locomotora foi quantificada manualmente, com o auxílio de 

contadores manuais, sendo: um destinado à atividade locomotora central e outro à 

atividade locomotora periférica a cada cinco minutos. Foi considerado o tempo da 

locomoção total (10 minutos). 

 

4.2.4 Ensaios 

 

4.2.4.1 Dosagem da atividade da enzima nNOS 

  

O método usado baseia-se na estimativa da atividade da NOS pela conversão 

de L-Arginina em L-Citrulina (BREDT; SNYDER, 1990). 

O tecido foi homogeneizado em 1 mL de tampão contendo: 20 mM HEPES pH 7,4; 

0,32 M Sacarose; 0,1 mM EDTA; 1,0 mM DTT; 1,0 mM PMSF; 10 μg/mL leupeptina; 

2μg/mL aprotinina. O homogenato bruto foi utilizado para dosagem de nNOS. Após a 

determinação da concentração proteica da amostra pelo kit Bio-Rad (para Bradford), 

as amostras foram diluídas para a concentração de 1 μg/ μL. Há uma variação na 

quantidade de proteínas para camundongos (adultos e adolescentes), considerando 

as estruturas estudadas (hipocampo e córtex frontal) na ordem de: 6-12 mg/mL. 

Para tanto, foi feita uma curva de calibração para a quantificação de proteínas pelo 

método Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras foram incubadas por 30 minutos 
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a 37 °C em 200 μL de meio reacional contendo: 20 μM de arginina (0,5 μCi), 4 μM 

de FAD, 4 μM de FNM, 10 μM de BH4, 10 μg/ mL de Calmodulina, 1 mM de NADPH 

e 100 μL de amostra. Para verificar a atividade da nNOS, foi feito um novo tudo de 

reação contendo 5 mM de EGTA no lugar da calmodulina, além do que já foi descrito 

acima. Para parar a reação, os tubos foram colocados no gelo, e 1 mL de HEPES 20 

mM pH 5,5 foi adicionado. O volume total contido no tubo de reação foi transferido 

para uma coluna com 0,3 mL de resina DOWEX na forma sódica, recolhendo-se o 

eluato num recipiente para espectrofotometria de cintilação. Para lavar a resina, 

outros 1 mL de HEPES pH 5,5 e 1 mL de água destilada foram aplicados à coluna, 

recolhendo-se também o eluato no mesmo recipiente. Oito mL de líquido de 

cintilação (Ultima GoldTM) foram adicionados ao recipiente e a atividade presente na 

amostra foi determinada com o auxílio de um contador de radiação β. As contagens 

em c.p.m. (contagem por minuto) foram convertidas para d.p.m. (decaimento por 

minuto) e a atividade específica foi calculada em pmol.mg-1.min-1, segundo a 

seguinte fórmula: 

 

Atividade (pmol/mg.min)= n° de moléculas de arginina - [3H-citrulina] – branco 

   (Total – branco) x tempo reação x [proteína] 

 

 A correção foi feita pelo tempo da reação, trinta minutos (descrito no método 

acima) e pela quantidade de proteínas, onde o resultado é expresso em: pmol L-

cit/min/mg prot. Para validar o método foi realizada curva cinética, considerando 

cinco tempos: 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos e 90 minutos, 

tomando-se como referência valores das propriedades de nNOS tanto físicas como 

constantes cinéticas, descritas por Bredt e Snyder (1990) bem como Griffith e Stuehr 

(1995), a saber: Vmáx de 0,96 µmol/min/mg de proteína e Km de arginina igual a 1,5 

µM. Portanto, o ensaio de nNOS foi padronizado com a preocupação de evitar o 

trabalho no tempo de saturação, respeitando os conhecidos dados cinéticos desta 

isoforma. 

 A fórmula acima resume a determinação final da atividade enzimática 

(também descrita no método).  
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4.2.4.2 Dosagem de corticosterona 

  

Para confirmar a resposta ao estresse, foram coletadas amostras de sangue da 

veia lateral caudal (aproximadamente 300 µL), após anestesia com cetamina 100 

mg/kg associada a xilazina 10 mg/kg IP  de cinco animais por grupo (adolescentes e 

adultos) descritos no protocolo experimental, exceto nos animais tratados com 7NI. 

As coletas ocorreram em três tempos distintos: antes de iniciar os experimentos 

(nível basal), cinco minutos e três horas após a análise comportamental no dia do 

desafio. As amostras permaneceram em banho-maria por 1 hora a 37°C, e, após, 

foram centrifugadas por cinco minutos a 10000 rpm para separação do soro.  

 A etapa da dosagem de corticosterona por colorimetria foi realizada pelo 

Laboratório de Neuroendocrinofarmacologia e Imunomodulação, da professora Dra. 

Carolina Demarchi Munhoz de Souza, do Departamento de Farmacologia, no 

Instituto de Ciências Biomédicas I, da Universidade de São Paulo.  

 O ensaio foi determinado através do kit Costicosterone EIA® (Assay Designs, 

Enzo LifeSciences®, Reino Unido), conforme as instruções do fabricante. O teste se 

baseia na ligação competitiva do anticorpo policlonal anti-corticosterona com a 

corticosterona presente nas amostras e na curva-padrão, bem como em moléculas 

de fosfatase alcalina que apresentam corticosterona ligada covalentemente. As 

amostras de soro na diluição (1:30) e a curva-padrão foram diluídas em tampão de 

amostra e adicionadas (em duplicata) à placa sensibilizada com anticorpo anti-IgG 

de ovelha, com solução contendo fosfatase alcalina conjugada com corticosterona 

(EIA Conjugate®) e anticorpo anti-corticosterona policlonal de ovelha (EIA 

Antibody®). Após incubação de 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram 

lavadas 4 vezes, com tampão de lavagem fornecido pelo kit. Em seguida, foi 

adicionado substrato p-Npp (p-nitrofenil fosfato). Após 1 hora, a reação enzimática 

foi interrompida pela adição da solução trissódio fosfato (Stop Soluttion®), na 

mesma sequência em que o substrato foi adicionado. A espectrofotometria foi 

realizada com leitura a 405 nm, contando com auxílio do aparelho Synergy HT Multi-

Mode (Microplate Reader Bio Tek, Winnoski, VT, USA). A densidade óptica foi 

empregada para o cálculo das concentrações de corticosterona (µg/ dL). 
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4.2.5 Análise dos resultados 

 

  Para a análise comportamental, atividade de nNOS e o ensaio de 

corticosterona as comparações estatísticas foram feitas por análise de variância 

(ANOVA). O test t de Student também foi aplicado ao ensaio de corticosterona. Em 

todas as comparações realizadas, a probabilidade de p < 0,05 foi considerada para 

determinar diferenças significantes. Os resultados são expressos como média ± 

E.P.M. 

 

4.2.6 Delineamento experimental 

 

 O procedimento experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, 

em 20 de outubro de 2009, registrado sob número 134 na folha 78 do livro 2 para 

uso de animais em experimentação. 

 

4.2.6.1 Experimento I - Estudo da sensibilização cruzada entre estresse crônico 

imprevisível e etanol 

   

Para estudar os efeitos do ECI e etanol em sensibilização comportamental, 

camundongos adolescentes e adultos foram expostos ao estresse crônico 

imprevisível (ver em paradigma do estresse) (n=24) ou receberam solução salina IP 

(n=24) ou etanol 1,8 g/kg IP (n=24) por 11 dias. Os grupos foram subdivididos para 

desafio com: etanol 1,8 g/kg (n=12) ou salina (n=12) no 12° dia. A atividade 

locomotora foi medida no campo aberto durante 10 minutos, imediatamente após a 

injeção. Para relacionar a influência do estresse e do etanol no comportamento, o 

nível de corticosterona no soro foi determinado em 5 animais, em cada grupo (ver no 

ensaio de corticosterona).  

A tabela abaixo demonstra os grupos citados. 
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Tabela 2 – Grupos experimentais tratados e realizados no Experimento I, cujo 
objetivo foi observar o efeito agudo ou repetido de etanol, assim como 
o protocolo de estresse crônico imprevisível no período de 11 dias de 
tratamento. Os grupos foram separados de acordo com a idade e o 
tratamento ao qual foram submetidos. Os animais foram eutanasiados 
3 horas após o teste (D12) em que receberam uma injeção de salina IP 
ou etanol 1,8 g/kg. AD (camundongos adultos); ADL (camundongos 
adolescentes). SAL/SAL (grupo controle); SAL/ET (tratamento agudo 
de etanol); ET/ET (tratamento repetido de etanol). 

 

Experimento I – Administração aguda de etanol, repetida de etanol e 

estresse crônico imprevisível 

    Grupo            Idade      Tempo            Tratamento   Teste       Intervalo 

experimental                 de tratamento                                        entre teste e 

                                                                                                       eutanásia                                                                                    

SAL/SAL           ADL         11 dias               salina          salina        3 h 

S/SAL               ADL          11 dias              estresse       salina       3 h 

ET/SAL             ADL          11 dias              etanol          salina        3 h 

SAL/ET             ADL          11 dias              salina           etanol       3 h 

S/ET                 ADL          11 dias              estresse       etanol       3 h 

ET/ET               ADL          11 dias              etanol           etanol       3 h 

SAL/SAL           AD            11 dias              salina           salina       3 h 

S/SAL               AD            11 dias              estresse       salina       3 h 

ET/SAL             AD            11 dias              etanol           salina       3 h 

SAL/ET             AD            11 dias              salina            etanol       3 h 

S/ET                 AD             11 dias              estresse       etanol       3 h 

ET/ET               AD             11 dias              etanol           etanol       3 h 

 

Três horas após a análise da atividade locomotora, os animais foram 

submetidos à eutanásia por deslocamento cervical. O encéfalo foi dissecado para 

remoção do hipocampo e do córtex frontal, para análise da atividade de nNOS.  
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4.2.6.2 Experimento II - Envolvimento de nNOS em sensibilização cruzada entre 

estresse crônico imprevisível e etanol 

 

Para estudar o papel de nNOS em sensibilização cruzada entre ECI e etanol, a 

atividade de nNOS foi analisada em hipocampo e córtex frontal de todos os grupos 

(pool de 2; n=6 cada grupo), exceto nos grupos tratados com 7NI. Para entender o 

envolvimento de nNOS em sensibilização comportamental, outros grupos foram 

tratados com 7NI 15 mg/kg IP por 11 dias. Os grupos foram divididos em: controle 

(recebendo salina IP, n=16), etanol agudo 1,8 g/kg (no dia do desafio após salina IP 

por 11 dias, n=16), etanol repetido 1,8 g/kg (n=16) e submetidos ao ECI (n=24). 

Após o tratamento repetido com etanol e ECI os animais foram desafiados com 

etanol 1,8 g/kg (12° dia). Os grupos foram subdivididos em: não pré-tratados com 

7NI (n=8, em cada grupo) e pré-tratado com 7NI (n=8, em cada grupo). O pré-

tratamento com 7NI consistiu em injeção IP 30 minutos antes da injeção de salina ou 

etanol por 11 dias. Os grupos submetidos ao ECI receberam 7NI IP uma vez ao dia 

(n=8) ou em água de beber (n=8). Em água de beber, os animais receberam 7NI 60 

mg/kg/caixa a cada 24 horas, em caixas com 4 camundongos. No dia do desafio 

(12° dia), a atividade locomotora foi analisada no campo aberto por 10 minutos, 

imediatamente após o desafio. 

 

4.3 Estudo II: Participação do sistema glutamatérgico/ óxido nítrico na 

sensibilização cruzada entre estresse por imobilização e etanol em 

camundongos adultos 

 

4.3.1 Drogas/ tratamento 

 

4.3.1.1 Etanol 

 

O etanol (ET, 95% vol/vol, Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil) foi dissolvido 

em solução salina (NaCl 0,9%) para produzir uma solução de etanol 12% v/v e foi 

administrada em uma dose de 1,8 g/kg. Os animais controles receberam volumes 

equivalentes de salina. Todas as injeções foram administradas por via IP. 
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4.3.1.2 Dizocilpina 

 

Dizocilpina (Merck do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), um antagonista não-

competitivo do receptor NMDA, foi dissolvido em solução salina (NaCl 0,9%) e 

administrado por via IP na dose 0,25 mg/kg (CAMARINI et al., 2000a; MEYER; 

PHILLIPS, 2007).  

 

4.3.2 Paradigma do estresse 

 

 Os animais foram alocados em dois grupos: (1) controle (não-estresse), (2) 

estresse por imobilização. Outros dois grupos foram tratados com dizocilpina 0,25 

mg/kg 30 minutos antes do procedimento de estresse por 14 dias. 

O estresse por imobilização foi produzido mantendo os animais imobilizados 

diariamente em tubo plástico com 5 cm de diâmetro e 10 cm de comprimento por 60 

minutos entre 10 h e 11 h no período diurno  durante 14 dias consecutivos (ARAÚJO 

et al., 2003).  

 

4.3.3 Procedimento comportamental: atividade dos animais em campo aberto 

 

A atividade geral dos animais foi avaliada por meio do sistema de captação de 

imagens Etho Vision (Noldus Information Technology, Holanda) em um campo 

aberto (uma arena circular de madeira com 40 cm de diâmetro e 32,5 cm de altura, 

forrada com fórmica preta). O fundo da arena é dividido por meio de três círculos em 

três partes que, por sua vez, são subdivididas por segmentos de retas em 19 partes, 

aproximadamente iguais. Esse aparelho foi construído baseado naquele sugerido 

por Broadhurst (1960). 

 Cada animal foi colocado, individualmente, no centro da arena do campo 

aberto e foi observado por um período de 10 minutos. Do repertório comportamental 

de um camundongo em campo aberto, os parâmetros indicativos de sua atividade 

geral, registrados, foram: frequência de locomoção total, central e periférica. Foi 

considerada a frequência locomotora total (cm/10 min). 
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4.3.4 Ensaio 

 

4.3.4.1 Dosagem da atividade da enzima nNOS 

 

O ensaio para verificar a atividade da enzima nNOS ocorreu conforme descrito 

na  página 40. 

 

4.3.5 Análise dos resultados 

 

 Para a análise comportamental e o ensaio enzimático (atividade de nNOS) as 

comparações estatísticas foram feitas por análise de variância (ANOVA). Em todas 

as comparações realizadas, a probabilidade de p < 0,05 foi considerada para 

determinar diferenças significantes. Os resultados são expressos como média ± 

E.P.M. 

 

4.3.6 Delineamento experimental 

  

4.3.6.1 Experimento I - Efeitos do pré-tratamento com dizocilpina em estudo de 

sensibilização comportamental ao etanol 

 

 Os efeitos do etanol agudo e tratamento crônico de etanol em estudo de 

sensibilização comportamental foram investigados, para que os efeitos de dizocilpina 

pudessem ser estudados em um segundo momento. Nesta primeira etapa, 

camundongos machos Swiss adultos receberam salina IP (n=16) ou etanol 1,8 g/kg 

por 14 dias. Os grupos foram subdivididos para desafio com: etanol 1,8 g/kg (n=8) 

ou salina (n=8) IP no 15° dia. A atividade locomotora foi medida no campo aberto por 

10 minutos, imediatamente após o 1° dia (D1), no 8° dia (D8) e no dia do desafio 

(D15). Todos os animais antes do tratamento com salina ou etanol foram submetidos 

a dois dias de habituação, H1 e H2, respectivamente. Nestes dias, os animais foram 

analisados no campo aberto por 10 minutos, imediatamente após a injeção IP de 

salina. 

 Para estudar os efeitos de dizocilpina diante de sensibilização 

comportamental ao etanol, camundongos machos Swiss adultos foram pré-tratados 
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com 0,25 mg/kg de dizocilpina 30 minutos antes das injeções IP de salina (n=16) ou 

do tratamento com etanol 1,8 g/kg (n=16) IP por 14 dias. Os grupos foram 

subdivididos em desafio com salina (n=8) e etanol 1,8 g/kg (n=8) no 15° dia. A 

atividade locomotora foi medida no campo aberto por 10 minutos, imediatamente 

após o 1° dia (D1), no 8° dia (D8) e no dia do desafio (D15). Todos os animais antes 

do tratamento com salina ou etanol foram submetidos a dois dias de habituação, H1 

e H2, respectivamente. Nestes dias, os animais foram analisados no campo aberto 

por 10 minutos, imediatamente após a injeção IP de salina. 

 

4.3.6.2 Experimento II - Efeitos do estresse por imobilização em estudo de 

sensibilização comportamental ao etanol 

  

 Para estudar os efeitos do estresse por imobilização em sensibilização 

comportamental ao etanol, camundongos machos Swiss adultos foram submetidos 

ao procedimento de estresse por imobilização durante 60 minutos 1 vez ao dia 

(n=16) ou receberam injeção diária IP de salina (n=16) por 14 dias. Os grupos foram 

subdivididos em desafio com salina (n=8) e etanol 1,8 g/kg (n=8) no 15° dia. A 

atividade locomotora foi medida no campo aberto por 10 minutos, imediatamente 

após o 1° dia (D1), no 8° dia (D8) e no dia do desafio (D15). Todos os animais antes 

do tratamento com salina ou etanol foram submetidos a dois dias de habituação, H1 

e H2, respectivamente. Nestes dias, os animais foram analisados no campo aberto 

por 10 minutos, imediatamente após a injeção IP de salina. 

 

4.3.6.3 Experimento III - Efeitos do pré-tratamento com dizocilpina em sensibilização 

cruzada entre estresse e etanol 

  

Com o propósito de estudar os efeitos de dizocilpina na sensibilização cruzada 

entre estresse e etanol, camundongos machos Swiss adultos foram pré-tratados 

com 0,25 mg/kg de dizocilpina 30 minutos antes do procedimento de estresse por 

imobilização durante 60 minutos 1 vez ao dia (n=16) ou das injeções IP de salina 

(n=16) por 14 dias. Os grupos foram subdivididos em desafio com salina (n=8) e 

etanol 1,8 g/kg (n=8) no 15° dia. A atividade locomotora foi medida no campo aberto 

por 10 minutos, imediatamente após o 1° dia (D1), no 8° dia (D8) e no dia do desafio 
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(D15). Todos os animais antes do tratamento com salina ou etanol foram submetidos 

a dois dias de habituação, H1 e H2, respectivamente. Nestes dias, os animais foram 

analisados no campo aberto por 10 minutos, imediatamente após a injeção IP de 

salina. 

 

4.3.6.4 Experimento IV - Atividade da nNOS em sensibilização comportamental ao 

etanol, sensibilização cruzada entre estresse e etanol e diante do pré-

tratamento com dizocilpina 

 

 Os efeitos do estresse por imobilização e etanol diante da sensibilização 

cruzada associados ou não ao pré-tratamento com DZP, sob a atividade de nNOS 

foram estudados. Os grupos submetidos ao estresse por imobilização, desafiados 

com salina ou etanol, pré-tratados com DZP (n=16) ou não pré-tratados com DZP 

(n=16), bem como o grupo controle (SAL/SAL, n=8) e grupo pré-tratado com DZP 

antes de salina desafiado com salina (DZP + SAL/SAL, n=8) foram submetidos à 

eutanásia 3 horas após o desafio com salina ou etanol, condição em que o encéfalo 

foi dissecado. O CF e o HP foram escolhidos para estudar a atividade de nNOS, 

motivado pelo interesse em compreender a relação entre DZP associado ao 

estresse por imobilização em estudo de sensibilização cruzada nestas regiões 

neuronais. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Estudo I: Sensibilização cruzada entre estresse crônico imprevisível e 

etanol em camundongos Swiss machos adolescentes e adultos 

 

5.1.1 Experimento I - Estudo da sensibilização cruzada entre estresse crônico 

imprevisível e etanol 

 

5.1.1.1 O estresse crônico imprevisível induz sensibilização cruzada com etanol em 

camundongos adolescentes e adultos  

  

Os grupos S/ET (estresse desafiado com etanol) e ET/ET (etanol desafiado 

com etanol), tanto adolescentes quanto adultos, demonstraram aumento de 

atividade locomotora, se comparados com o grupo controle (tratado com salina e 

desafiado com salina: SAL/SAL, e com o grupo tratado com salina e desafiado com 

etanol: SAL/ET). Além disto, nos adultos há um aumento da atividade locomotora no 

grupo SAL/ET (salina desafiado com etanol) comparado com o controle (SAL/SAL) 

(figura 3B). Os animais submetidos ao estresse ou tratados com etanol 

apresentaram maiores níveis de atividade locomotora comparados aos tratados com 

salina, após uma injeção desafio de etanol, sugerindo desenvolvimento de 

sensibilização comportamental ao etanol e sensibilização cruzada entre estresse e 

etanol. Esses fenômenos ocorreram tanto em animais adultos quanto em 

adolescentes (F2,84 = 5,75; p < 0,01 e F2,58 = 3,16; p < 0,05, respectivamente), mas 

em menor magnitude em adolescentes, como já tem sido demonstrado em nosso 

laboratório, em relação à sensibilização ao etanol (CARRARA-NASCIMENTO et al., 

2011).    
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Figura 3 - Atividade locomotora de camundongos adolescentes (A) e adultos (B) no 
dia do desafio (12°dia), após injeção de salina ou etanol 1,8 g/kg. 

A      B 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Cada coluna representa a média  E.P.M. com análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida 
do teste Bonferroni.*p<0,05 vs SAL/ET; +p<0,05 vs SAL/SAL. SAL/SAL: animais tratados com salina 
IP por 11 dias, desafiados com salina; S/SAL: animais submetidos ao estresse crônico imprevisível 
(ECI) por 11 dias, desafiados com salina; ET/SAL: animais tratados com etanol 1,8 g/kg IP por 11 
dias, desafiados com salina; SAL/ET: animais tratados com salina IP por 11 dias, desafiados com 
etanol 1,8 g/kg; S/ET: animais submetidos ao ECI por 11 dias, desafiados com etanol 1,8 g/kg; 
ET/ET: animais tratados com etanol 1,8 g/kg IP por 11 dias, desafiados com etanol 1,8 g/kg. 
 

5.1.1.2 O tratamento crônico com etanol aumenta corticosterona em adultos, 

enquanto o etanol aumenta a corticosterona em adolescentes pré-expostos 

ao estresse 
 

Figura 4 - Dosagem de corticosterona por colorimetria de camundongos 
adolescentes (A) e adultos (B). 

A        B     

 

A dosagem de corticosterona ocorreu a partir de três amostras de soro: nível basal (1ª coleta), após 
15 minutos do desafio com salina ou etanol (2ª coleta) e 3 horas após o desafio (3ª coleta). Cada 

coluna representa a média  E.P.M. com análise de variância (ANOVA) de três vias. Na comparação 
entre a 1ª coleta e a 2ª coleta foi usado o teste t, para analisar diferenças estatísticas, onde: *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001. No gráfico 4A (2ª coleta): *p<0,05 vs SAL/SAL e S/SAL; **p<0,01 vs ET/SAL, 
SAL/E e ET/ET. No gráfico 4B (2ª coleta): *p<0,05 vs SAL/SAL, S/SAL, ET/SAL e SAL/ET. Descrição 
das barras: 1ª coleta (barras brancas); 2ª coleta (barras cinza escuro); 3ª coleta (barras pretas). 
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As figuras 4A e 4B demonstram, respectivamente, ensaio de corticosterona em 

camundongos Swiss adolescentes e adultos. As figuras demonstram nível de 

corticosterona no soro (µg/dL) a partir de três coletas: nível basal, antes de iniciar os 

experimentos (1ª coleta), após 15 minutos do desafio com salina ou etanol (2ª 

coleta) e três horas após o desafio com salina ou etanol (3ª coleta). Pode-se 

nitidamente notar que o maior nível de corticosterona é demonstrado na 2ª coleta, 

após os 11 dias de tratamento ou ECI, com amostras obtidas no dia do desafio. O 

aumento de corticosterona, comparado ao basal, é evidente nos grupos expostos ao 

estresse (S/SAL) e naqueles em abstinência (ET/SAL) em ambos: adolescentes e 

adultos. Em adultos a injeção aguda de etanol (após administração de salina por 11 

dias) também demonstrou aumento de corticosterona. O desafio com etanol 

aumentou corticosterona induzido por ECI em adolescentes (20,06 ± 2,84 µg/dl), 

conforme demonstrado na figura 4A. Em adultos, esse aumento ocorreu naqueles 

tratados com etanol e desafiados com etanol (21,26 ± 4,57 µg/dl) diferente do que 

ocorreu em adolescentes (5,81 ± 1,92 µg/dl), observado na figura 4B e na tabela 3. 

O teste t de Student confirmou diferenças entre as idades nos níveis de 

corticosterona 15 minutos após o desafio no grupo ET/ET (t = 3,665, p = 0,0105). 

 

Tabela 3 - Nível de corticosterona no soro em três coletas em ambos: adolescentes 
(ADL) e adultos (AD). Dia 0: um dia antes de começar o tratamento com 
etanol ou injeções de salina, ou estresse crônico imprevisível; dia 12: 15 
minutos após o desafio com salina ou etanol; dia 12: 180 minutos após o 
desafio com salina ou etanol.  

 

Grupos Dia 0: Nível basal 

 

 

ADL (n=5)   AD (n=5) 

Dia 12: 15 minutos após 

injeção no desafio 

 

ADL (n=5)   AD (n=5) 

Dia 12: 180 minutos 

após injeção no 

desafio 

ADL (n=5)   AD (n=5) 

SAL/SAL 8,02±1,53 5,15±1,70 
 

11,60±2,08   8,87±2,39 
 

2,39±0,86  3,50±0,83 

S/SAL 2,94±1,27 4,59±1,61 
 

13,23±1,12  10,25±1,03 2,18±1,05  2,66±0,95 

ET/SAL 4,16±1,26 3,74±0,82 
 

  9,17±1,36  10,39±1,22 6,31±2,49  4,81±1,23 

SAL/ET 5,98±1,83 3,43±0,77 
 

  6,92±2,69    7,35±1,21 5,02±1,30  5,67±2,16 

S/ET 2,76±1,56 0,17±0,04 
 

20,06±2,84 13,12±3,49 
 

2,29±1,60  0,17±0,04 

ET/ET 2,30±1,29 2,29±0,69 
 

  5,81±1,92  21,26±4,57 0,41±0,20  1,33±0,25 

 

O valor em ensaio de corticosterona por colorimetria é expresso em µg/ dL. Os resultados são 
representados por média ± E.P.M. 
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5.1.2 Experimento II - Envolvimento de nNOS em sensibilização cruzada entre 

estresse crônico imprevisível e etanol 

 

5.1.2.1 Estresse aumenta a atividade de nNOS em hipocampo de adultos e o etanol 

atenua esse efeito 

  

Em camundongos adolescentes não ocorreram diferenças estatísticas quanto à 

atividade de nNOS em hipocampo (figura 5A). Em adultos, pode-se observar que o 

ECI aumentou a atividade de nNOS (grupo S/SAL) e o desafio com etanol diminuiu 

esta atividade (grupo S/ET), conforme demonstra a figura 5B (F6,36= 5,628, p < 0,01). 

Comparando as figuras 5A e 5B, podemos notar que há diferenças de L-citrulina 

pmol/ minuto/ mg proteína entre adolescentes e adultos. A média ± E.P.M. da 

quantificação de proteínas diferiu entre adolescentes (7,857 ± 0,36 mg/ml) e adultos 

(14,96 ± 0,99 mg/ml) em hipocampo (t= 5,50, p < 0,0001). 

 

Figura 5 - Atividade de nNOS em hipocampo de camundongos adolescentes (A) e 
adultos (B).  

 

A       B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A medida ocorreu a partir de taxas de conversão de [
3
 H] L-citrulina. Cada coluna representa a média 

 E.P.M. com análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. **p<0,01 vs 
SAL/SAL; ++p<0,01 vs S/SAL. 
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5.1.2.2 Estresse aumenta a atividade de nNOS em córtex frontal de adultos, mas 

não de adolescentes, enquanto a sensibilização cruzada entre estresse e 

etanol induz um maior efeito sobre a nNOS em adolescentes 

 

Há um aumento da atividade da enzima nNOS em córtex frontal de 

camundongos adolescentes submetidos ao ECI se comparados com os animais 

tratados repetidamente com etanol, tanto desafiados com salina como etanol (F4,15= 

6,179, p < 0,05), conforme demonstrado na figura 6A. Na figura 6B, podemos 

observar que os camundongos adultos submetidos ao ECI desafiados com salina 

(S/SAL) demonstraram um aumento da atividade de nNOS (F6,36= 6,770, p < 0,01). 

ANOVA de duas vias com atividade de nNOS x idade foi empregada, em todos os 

grupos. A análise mostrou que a atividade de nNOS aumentou em adultos 

comparados com adolescentes quando os animais foram submetidos ao ECI (F2,72 = 

2,39, p < 0,01). 

Estes resultados demonstram que o estresse aumentou a atividade da nNOS 

em adultos, mas não em adolescentes. Tanto a sensibilização cruzada quanto a 

sensibilização ao etanol não alterou a atividade da nNOS em adultos. Entretanto, a 

sensibilização cruzada entre estresse e etanol induziu uma maior atividade da nNOS 

em comparação com o tratamento repetido com etanol em adolescentes.  

 

Figura 6 - Atividade de nNOS em córtex frontal de camundongos adolescentes (A) e 
adultos (B).  

A       B 

            

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A medida ocorreu a partir de taxas de conversão de [
3
 H] L-citrulina. Cada coluna representa a média 

 E.P.M. com análise de variância (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05: 
S/SAL e S/ET comparado com ET/SAL e ET/ET (fig. 6A), respectivamente; **p<0,01 vs SAL/SAL (fig. 
6B). 
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5.1.2.3 7-nitroindazol inibe sensibilização cruzada entre estresse e etanol e a 

sensibilização ao etanol em camundongos adolescentes e adultos 

 

As figuras 7A e 7B demonstram, respectivamente, pré-tratamento com 7-

nitroindazol (7NI) na dose 15mg/kg em camundongos Swiss adolescentes e adultos. 

O pré-tratamento com 7NI ocorreu 30 minutos antes das injeções diárias IP de salina 

ou etanol (1,8 g/kg) ou uma vez ao dia nos animais submetidos ao ECI. Outro grupo 

submetido ao ECI em ambos (adolescentes e adultos) recebeu 7NI em água de 

beber, com reposição feita a cada 24 horas.  

Os adolescentes não apresentaram efeito estimulante agudo locomotor ao 

etanol e uma sensibilização de menor magnitude. Já em adultos, a dose de etanol 

foi estimulante e a administração repetida de etanol, assim como a exposição ao 

estresse induziram sensibilização comportamental, em resposta a uma dose desafio 

de etanol.  

Pode-se observar que o pré-tratamento com 7NI em adolescentes submetidos 

ao ECI e tratado repetidamente com etanol (F2,72=10,73, p < 0,05) e adultos nos 

grupos submetidos ao ECI ou tratados com etanol agudamente e repetidamente 

(F2,72= 21,54, p < 0,001), diminuiu atividade locomotora no dia do desafio. Este 

resultado foi mais robusto em adultos que apresentaram redução de atividade 

locomotora tanto com 7NI IP como em água de beber. Já os adolescentes 

apresentaram menor atividade locomotora no dia do desafio no grupo ECI que 

recebeu 7NI em água de beber, comparando com o respectivo grupo controle (sem 

7NI). Em adolescentes do grupo ET/ET, o pré-tratamento com 7NI reduziu atividade 

locomotora no dia do desafio (p < 0,05). Em adultos o pré-tratamento com 7NI no 

grupo que recebeu solução salina IP por 11 dias, foi capaz de diminuir a atividade 

locomotora diante da injeção aguda de etanol, no dia do desafio. Portanto, o 7NI 

inibiu tanto o efeito estimulante induzido pela administração aguda de etanol em 

adultos, quanto à sensibilização cruzada e a sensibilização ao etanol em 

adolescentes e adultos.  
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Figura 7 - Atividade locomotora de camundongos adolescentes (A) e adultos (B) 
pré-tratados com 7NI no dia do desafio (12°dia).  

A        B 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

A atividade locomotora foi observada durante 10 minutos, após injeção desafio de etanol 1,8 g/kg. Os 
animais receberam 7-nitroindazol (7NI) 30 minutos antes de solução salina IP ou etanol. O grupo 
submetido ao ECI recebeu 7NI uma vez ao dia ou em água de beber. Legenda: – 7NI i.p. representa 
os animais que não receberam 7NI; + 7NI ip representa os animais que receberam 7NI IP ou em água 
de beber. A terceira barra nos grupos S/ET representa os animais que receberam 7NI em água de 

beber. Cada coluna representa a média  E.P.M. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. As comparações 
estatísticas foram feitas por análise do teste t não-pareado. Descrição das barras: SAL/SAL (barras 
brancas); SAL/ET (barras cinza claro); S/ET (barras cinza escuro); ET/ET (barras pretas). 
 
 

5.2 Estudo II: Participação do sistema glutamatérgico/ óxido nítrico na 

sensibilização cruzada entre estresse por imobilização e etanol em 

camundongos Swiss machos adultos 

 

5.2.1 Experimento I - Efeitos do pré-tratamento com dizocilpina em estudo de 

sensibilização comportamental ao etanol 

 

A figura 8 mostra efeitos do tratamento com SAL ou ET (na ausência de DZP) 

e diante do pré-tratamento com DZP 30 minutos antes de SAL ou ET IP em 

camundongos Swiss adultos nos dias de habituação com SAL IP (H1 e H2), no 

primeiro e oitavo dias de tratamento, D1 e D8, respectivamente. ANOVA de duas 

vias para o fator tratamento X dias mostrou uma interação entre estes fatores (F4,64 = 

16,96, p < 0,001). O pós-teste de Bonferroni confirmou que o grupo DZP + SAL 

exibiu atividade locomotora maior em D1 e D8 (P < 0,001), comparado com o grupo 

controle (SAL + SAL). Já o grupo pré-tratado com DZP antes de ET (DZP + ET) 

apresentou aumento de atividade locomotora somente em D8 (p < 0,001), 

comparado com o grupo controle.  
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Figura 8 - Atividade locomotora de camundongos Swiss machos adultos pré-
tratados e não pré-tratados com DZP nos dias de habituação (H1 e 
H2), no primeiro dia de tratamento (D1) e no oitavo dia de tratamento 
(D8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H1 e H2: dias de habituação. D1 e D8: dias de tratamento quando a atividade locomotora foi 
quantificada. *** P < 0,001 comparado com o grupo SAL + SAL em D1 e D8. SAL:grupo que recebeu 
solução salina IP diariamente; ET: grupo que recebeu etanol 1,8 g/kg IP repetido; DZP + SAL: grupo 
que recebeu dizocilpina 0,25 mg/kg IP 30 minutos antes de salina IP; DZP + ET: grupo que recebeu 
dizocilpina 0,25 mg/kg 30 minutos antes de etanol 1,8 g/kg IP repetido. 
 

Devido ao interesse em analisar a atividade locomotora ao longo do tratamento 

intra-grupo no grupo DZP + SAL, ANOVA de duas vias para tratamento x dias 

mostrou uma interação entre estes fatores (F4,97 = 9,52, p < 0,001). Nesta interação, 

o primeiro dia de tratamento (D1) e o oitavo dia (D8) demonstraram maior atividade 

locomotora, se comparado com os dias de habituação (H1 e H2) (p < 0,001). 

Todavia, o desafio com SAL diminuiu a atividade locomotora em D15 (p < 0,001), 

conforme mostra a figura 9. Já o desafio com ET manteve a mesma atividade 

locomotora observada em D1 e D8 (p > 0,05) (fig. 9). Portanto, no dia do desafio há 

uma diferença entre SAL e ET, exibida por valores de p < 0,01, sinalizando que o 

desafio com ET não alterou a atividade locomotora diante do tratamento por 14 dias 

com DZP + SAL. 

Com o propósito de também investigar os efeitos do pré-tratamento com DZP 

30 minutos antes de ET 1,8 g/kg IP (grupo DZP + ET), ANOVA de duas vias para 

tratamento x dias mostrou uma interação entre estes fatores (F5,16 = 26,77, p < 

0,001). Nesta interação, o pré-tratamento com DZP em D8 demonstrou um aumento 

da atividade locomotora, comparado com D1 e os dias de habituação (H1 e H2) (p < 
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0,001). O desafio com SAL ou ET em D15 reduziu a atividade locomotora, se 

comparado com D8 (p < 0,001); mas, não com D1 (p > 0,05). Estes resultados 

sugerem que o desafio com SAL ou ET atenuou atividade locomotora, comparado 

com D8, confirmado pela figura 9. 

 No estudo de sensibilização comportamental ao etanol, os animais receberam 

por 14 dias SAL IP desafiados no 15° dia com SAL (grupo controle), ou receberam 

uma única dose aguda de ET na dose 1,8 g/kg no dia do desafio, ou foram tratados 

repetidamente por 14 dias com esta mesma dose de ET e desafiados no 15° dia 

com uma injeção IP de SAL ou ET (fig. 9). ANOVA de duas vias para tratamento X 

desafio indicou uma interação entre estes fatores no dia do desafio (15° dia) (F2,32 = 

16,92, p < 0,001). O pós-teste Bonferroni confirmou que a dose aguda de ET no dia 

do desafio produziu sensibilização comportamental, se comparado com o grupo 

controle (p < 0,05); assim como o tratamento repetido de ET produziu sensibilização 

comportamental, comparado com o tratamento agudo (p < 0,05). Estes dados 

sugerem que houve sensibilização comportamental ao etanol, tanto no tratamento 

agudo como repetido, em camundongos machos Swiss adultos. 

 A figura 9 mostra os efeitos do pré-tratamento com DZP diante do tratamento 

agudo ou repetido de ET em estudo de sensibilização comportamental comparado 

com os grupos não pré-tratados com DZP, no dia do desafio (D15). ANOVA de duas 

vias para DZP X tratamento revelou uma significante interação (F2,64= 10,78, p < 

0,001).  O pós-teste Bonferroni revelou um aumento de atividade locomotora 

espontânea no grupo controle (SAL/SAL) diante do pré-tratamento com DZP (p < 

0,01), potencialização de atividade locomotora em animais que receberam dose 

aguda de ET no dia do desafio (p < 0,001) após pré-tratamento com DZP por 14 

dias, e ausência do efeito de DZP em D15 de animais tratados repetidamente com 

ET desafiados com SAL ou ET (p > 0,05); comparando com os grupos não pré-

tratados em DZP. Os dados sugerem que somente o pré-tratamento com DZP e este 

mesmo pré-tratamento antes de ET agudo, aumenta atividade locomotora no dia do 

desafio. Comparando com o grupo também pré-tratado com DZP antes de SAL e 

desafiado com SAL, o aumento da atividade locomotora no grupo DZP + SAL/ET 

apresenta maior robustez, sinalizando sensibilização cruzada entre DZP e ET. 
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Figura 9 – Atividade locomotora de camundongos Swiss machos adultos no dia do 
desafio pré-tratados e não pré-tratados com DZP por 14 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O pré-tratamento com DZP por 14 dias, 30 min antes de SAL ou ET, no dia do desafio (D15) com 
SAL ou ET demonstra: aumento em atividade locomotora (SAL/SAL e SAL/ET, barras pretas) 
comparado com os grupos não tratados com DZP (barras brancas). Descrição das barras: grupos não 
tratados com DZP (barras brancas); grupos tratados com DZP (barras pretas). *p<0,05 vs SAL/SAL; 
+p<0,05 vs SAL/ET; Comparação entre grupos tratados com DZP (barras pretas) e os grupos não 
tratados com DZP (barras brancas): ** p<0,01 vs SAL/SAL (barra branca); *** p<0,001 vs SAL/ET 
(barra branca). Os dados foram representados em média ± E.P.M. 

 
 

5.2.2 Experimento II – Efeitos do estresse por imobilização em estudo de 

sensibilização comportamental ao etanol 

 

5.2.2.1 Sensibilização cruzada entre estresse por imobilização e etanol 

 

A figura 10 mostra a atividade locomotora de camundongos adultos submetidos 

ao estresse por imobilização, desafiados com SAL ou 1,8 g/kg de ET no teste para 

sensibilização locomotora. ANOVA de duas vias para tratamento X desafio indicou 

uma interação entre estes fatores no dia do desafio (15° dia) (F2,32= 13,73, p < 

0,001). O pós-teste de Bonferroni indicou que o desafio com 1,8 g/kg de ET elevou a 

atividade locomotora, em relação aos controles desafiados com SAL (p < 0,05). Não 

houve efeito do estresse por imobilização repetido induzindo locomoção, observado 

no dia do desafio com salina (grupo S/SAL; p > 0,05); enquanto animais submetidos 
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ao estresse por imobilização repetido desafiados com ET exibiram atividade 

locomotora mais alta do que todos os outros grupos tratados, incluindo o grupo 

desafiado agudamente com ET (p’s < 0,001). Estes dados indicam que houve 

sensibilização cruzada entre estresse por imobilização repetido e etanol em 

camundongos adultos. 

 

Figura 10 - Sensibilização cruzada entre estresse por imobilização e etanol em 
camundongos Swiss machos adultos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade locomotora no dia do desafio (15° dia) em adultos submetidos ao estresse por imobilização 
por 14 dias. Os camundongos foram desafiados com salina ou etanol 1,8 g/kg e imediatamente a 
atividade locomotora foi medida por 10 minutos no campo aberto. As colunas representam: SAL/SAL 
receberam salina IP por 14 dias e foram desafiados com salina no 15° dia; SAL/ET: receberam salina 
IP por 14 dias e foram desafiados com etanol 1,8 g/kg no 15° dia; S/SAL: submetidos ao estresse por 
imobilização por 14 dias e desafiados com salina no 15° dia; S/ET: submetidos ao estresse por 
imobilização por 14 dias e desafiados com etanol 1,8 g/kg no 15° dia.. *p<0,05 vs SAL/SAL; 
***p<0,001 vs SAL/SAL, SAL/ET and S/SAL. Os dados foram representados em média ± E.P.M. 
 

 

5.2.3 Experimento III - Efeitos do pré-tratamento com dizocilpina em sensibilização 

cruzada entre estresse e etanol 

 

 A figura 11 mostra os efeitos do pré-tratamento com DZP sob o estresse em 

sensibilização comportamental ao etanol comparado com os grupos não pré-

tratados com dizocilpina. ANOVA de duas vias para DZP X tratamento revelou uma 

significante interação (F6,48= 13,25, p < 0,01).  O pós-teste Bonferroni revelou uma 

potencialização de atividade locomotora espontânea no grupo controle (SAL/SAL) 

diante do pré-tratamento com DZP (p < 0,01), ausência de efeito de DZP sob a 

locomoção espontânea de animais submetidos ao estresse por imobilização repetido 
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(grupo S/SAL; p > 0,05) e uma potencialização de sensibilização cruzada entre 

estresse repetido e etanol em camundongos do grupo S/ET (p < 0,001).   

 

Figura 11 – Atividade locomotora de camundongos Swiss machos adultos no dia do 
desafio pré-tratados e não pré-tratados com DZP antes de EI por 14 
dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O pré-tratamento com DZP por 14 dias, após estresse por imobilização (EI) por 1 h, no dia do desafio 
(D15) demonstra: aumento em atividade locomotora (SAL/SAL e S/ET, barras pretas) comparado com 
os grupos não tratados com DZP (barras brancas). Descrição das barras: grupos não tratados com 
DZP (barras brancas); grupos tratados com DZP (barras pretas). Comparação entre grupos tratados 
com DZP (barras pretas) e grupos não tratados com DZP (barras brancas): **p<0,01 vs SAL/SAL e 
S/ET. Os dados foram representados em média ± E.P.M. 
 

5.2.3.1 Efeitos associados de dizocilpina e estresse são mantidos por desafio com 

etanol 

 

A figura 12 mostra o efeito do pré-tratamento com DZP no decorrer da 

atividade locomotora de várias fases do procedimento de sensibilização 

comportamental em camundongos submetidos ao estresse por imobilização repetido 

(da figura 11). A figura mostra a atividade locomotora de camundongos pré-tratados 

com DZP em 2 dias de habituação (salina IP; H1, H2), bem como em D1 e D8 de 

estresse por imobilização repetido durante 1 hora em que os animais foram pré-

tratados com 0,25 mg/kg de DZP 30 minutos antes do procedimento de estresse, e a 

atividade locomotora destes animais quando desafiados com salina ou etanol na 

ausência de estresse ou pré-tratamento com DZP em D15. Devido ao interesse em 

comparação intra-grupo da atividade locomotora ao longo do experimento, ANOVA 

de uma via para o fator dia foi usada. Esta análise mostrou que o grupo desafiado 
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com etanol manteve sensibilização comportamental, com a atividade locomotora em 

D15 maior que D1 (F2,16 = 25,52, p < 0,001) e equivalente exibição em D8. Por outro 

lado, o grupo desafiado com salina em D15 exibiu diminuição de atividade 

locomotora em D15 comparado com ambos, D1 e D8 (F2,16 = 20,76, p <  0,05). 

Portanto, a sensibilização comportamental eliciada por DZP + estresse repetidos não 

foi mantida por injeção de salina, sugerindo um estado de dependência do efeito. 

 

Figura 12 - Atividade locomotora em camundongos Swiss machos adultos expostos 
aos dias de habituação e pré-tratados com DZP 30 minutos antes do EI 
por 14 dias, desafiados com salina ou etanol. 
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A atividade locomotora foi quantificada nos dias de habituação com solução salina IP (dia 1: H1 e dia 
2: H2), no primeiro dia de tratamento (D1), no oitavo dia de tratamento (D8) e no décimo quinto dia 
(D15: dia do desafio). Em D15 os animais foram desafiados com SAL ou ET 1,8 g/kg. ***p<0,001, 
atividade locomotora em D15 foi mais alta que D1, no grupo desafiado com ET. *p<0,05, a atividade 
locomotora em D15 foi menor, comparado com D1 e D8, no grupo desafiado com SAL. DZP + S: 
grupo tratado com DZP 30 min antes do procedimento de estresse por imobilização. 

 

5.2.3.2 Dizocilpina potencializa sensibilização cruzada entre estresse e etanol 

 

A figura 13 mostra os efeitos de DZP ao longo de mudanças em atividade 

locomotora total de várias fases do procedimento de sensibilização comportamental 

no estresse repetido de camundongos desafiados com 1,8 g/kg de etanol em D15. 

ANOVA de duas vias para pré-tratamento X dia em D1 e D8 mostrou que o fator 

tratamento foi significante (F2,16 = 15,66, p < 0,001). O teste t não revelou diferenças 

no grupo em D1 de tratamento repetido (p > 0,05), enquanto a atividade locomotora 

de camundongos submetidos ao estresse pré-tratados com DZP em D8 foi 

aproximadamente o dobro do observado em animais sem pré-tratamento, grupo 
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S/ET (t = 6,483, p < 0,0001). Comparando a atividade locomotora no dia do desafio 

com etanol (D15), o teste t mostrou que o pré-tratamento com DZP sob o estresse 

aumentou atividade locomotora (7141 ± 675) comparado com o grupo não pré-

tratado (4107 ± 418,9), confirmando que DZP sob o estresse produziu atividade 

locomotora mais alta no dia do desafio com etanol (t = 4,047, p = 0,0014). 

 

Figura 13 - Atividade locomotora em camundongos Swiss machos adultos expostos 
aos dias de habituação e submetidos ao EI ou pré-tratados com DZP 30 
minutos antes de EI por 14 dias, desafiados etanol. 
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A atividade locomotora foi quantificada nos dias de habituação (dia 1: H1 e dia 2: H2), no primeiro dia 
de tratamento (D1), no oitavo dia de tratamento (D8) e no décimo quinto dia (D15: dia do desafio). No 
dia do desafio ambos os grupos foram desafiados com etanol (ET) 1,8 g/kg IP. S/ET: grupo 
submetido ao estresse por imobilização desafiado com etanol; DZP + S/ET: grupo tratado com 
dizocilpina 0,25 mg/kg 30 min antes do estresse por imobilização, desafiado com etanol. ***p<0,001, 
atividade locomotora em D8 do grupo DZP + S/ET foi mais alta comparado com o grupo S/ET. 
**p<0,01, atividade locomotora em D15 do grupo DZP + S/ET foi mais alta comparada com o grupo 
S/ET. 
 

A figura 14 mostra a atividade locomotora total nos dias D1 e D15 no grupo 

controle (SAL/SAL) e nos grupos submetidos ao estresse repetido e desafiados com 

salina (S/SAL) ou etanol (S/ET), e pré-tratados com DZP antes do procedimento de 

estresse, desafiados com etanol (DZP + S/ET). ANOVA de duas vias para 

tratamento X dia confirmou que o pré-tratamento com DZP aumentou atividade 

locomotora somente em animais com uma história de estresse repetido que 

receberam etanol no desafio em D15 (F4,32 = 35,40, p < 0,0001). 
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Figura 14 - Atividade locomotora em D1 e D15 de camundongos Swiss machos 
adultos submetidos ao EI ou pré-tratados com DZP antes de EI. 
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A atividade locomotora foi quantificada no 1° dia de tratamento (D1) e no dia do desafio (D15). 
***p<0,001, atividade locomotora em D15 do grupo DZP + S/ET foi mais alta comparada com os 
grupos: SAL/SAL, S/SAL e S/ET. SAL/SAL: grupo que recebeu solução salina IP por 14 dias, 
desafiado com salina; S/SAL: grupo submetido ao estresse por imobilização durante 14 dias, 
desafiado com salina; S/ET: grupo submetido ao estresse por imobilização durante 14 dias, desafiado 
com etanol 1,8 g/kg IP; DZP + S/ET: grupo tratado com dizocilpina 0,25 mg/kg 30 min antes do 
estresse por imobilização durante 14 dias, desafiado com etanol 1,8 g/kg IP. 
 

 

5.2.4 Experimento IV - Atividade da nNOS em sensibilização cruzada entre 

estresse e etanol e diante do pré-tratamento com dizocilpina 

 

5.2.4.1 Dizocilpina atenua a atividade de nNOS induzida pelo desafio com etanol 

após estresse, em córtex frontal e hipocampo 

 

A figura 15 mostra a atividade de nNOS em córtex frontal de camundongos 

submetidos ao estresse por imobilização desafiados com SAL ou ET, pré-tratados ou 

não com DZP. Análise estatística revelou, com ANOVA de duas vias para tratamento 

X atividade de nNOS, uma interação entre estes fatores (F6,24 = 6,765, p < 0,05). Na 

ausência do pré-tratamento com DZP, o pós-teste Bonferroni confirmou um aumento 

da atividade de nNOS no grupo submetido ao estresse desafiado com ET (S/ET), 

comparado com os grupos: controle e com os animais submetidos ao estresse 

desafiados com SAL  (p < 0,05). O grupo S/ET apresentou uma diminuição da 

atividade de nNOS quando pré-tratado com DZP, comparado com o mesmo grupo 
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sem o pré-tratamento (p < 0,05). Estes resultados indicam que DZP diminuiu 

atividade de nNOS em córtex frontal de animais que exibiram sensibilização cruzada 

entre estresse e ET, apontando a participação do receptor NMDA neste fenômeno. 

 

Figura 15 - Atividade de nNOS em córtex frontal de camundongos Swiss machos 
adultos tratados com salina ou submetidos ao EI pré-tratados e não 
pré-tratados com DZP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A medida ocorreu a partir de taxas de conversão de [
3
 H] L-citrulina. A atividade de nNOS foi medida 

3 horas após a atividade locomotora em campo aberto. Descrição das barras: grupos não tratados 
com DZP (barras brancas); grupos tratados com DZP (barras pretas). Comparação entre grupos 
tratados com DZP (barras pretas) e grupos não tratados com DZP (barras brancas): +p<0,05 vs S/ET 

(barra branca). Cada coluna representa a média  E.P.M. 
 

A figura 16 mostra a atividade de nNOS em HP de camundongos submetidos 

ao estresse por imobilização desafiados com SAL ou ET, pré-tratados ou não com 

DZP. ANOVA de duas vias para tratamento X atividade de nNOS indicou uma 

interação entre estes fatores (F6,24 = 10,48, p < 0,001). Confirmado por pós-teste 

Bonferroni, os animais do grupo S/ET apresentaram diminuição da atividade de 

nNOS quando pré-tratados com DZP, comparando com o mesmo grupo sem o pré-

tratamento e com o grupo controle (SAL/SAL) (p < 0,05). Os animais somente 

submetidos ao estresse, pré-tratados com DZP apresentaram uma diminuição da 

atividade de nNOS, comparado com o grupo SAL/SAL (p < 0,001). Estes resultados 

sugerem a participação do receptor NMDA em estudo de sensibilização cruzada 

entre estresse e ET, e na resposta ao estresse em HP. 
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Figura 16 - Atividade de nNOS em hipocampo de camundongos Swiss machos 
adultos tratados com salina ou submetidos ao EI pré-tratados e não 
pré-tratados com DZP. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A medida ocorreu a partir de taxas de conversão de [
3
 H] L-citrulina. A atividade de nNOS foi medida 

3 horas após a atividade locomotora em campo aberto. Descrição das barras: grupos não tratados 
com DZP (barras brancas); grupos tratados com DZP (barras pretas). Comparação entre grupos 
tratados com DZP (barras pretas) e grupos não tratados com DZP (barras brancas): ***p<0,001 vs 

S/SAL (barra branca); +p<0,05 vs S/ET (barra branca). Cada coluna representa a média  E.P.M. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Estudo I: Sensibilização cruzada entre estresse crônico imprevisível e 

etanol em camundongos Swiss machos adolescentes e adultos 

 

Em humanos, o estresse crônico durante a adolescência é visto como um fator 

chave para a vulnerabilidade às drogas de abuso e o desenvolvimento tardio de 

psicopatologias.   

Os resultados demonstram que há sensibilização cruzada entre ECI e ET em 

camundongos ADL e AD. Os animais (ADL e AD) submetidos ao estresse ou pré-

tratados com ET apresentaram aumento de atividade locomotora, comparados aos 

tratados com SAL, após uma injeção de ET no dia do desafio (fig. 3A e fig. 3B).  Os 

resultados mostram que animais ADL também estão sujeitos aos efeitos do estresse 

sobre respostas a drogas de abuso. 

Nos AD observamos que os animais do grupo que recebeu ET agudo, ou seja, 

receberam injeções de solução salina durante 11 dias e foram desafiados com ET, 

demonstraram um aumento da atividade locomotora, comparados com o grupo 

controle (SAL/SAL). Este fato não ocorreu com os ADL, mostrando respostas 

diferenciais aos efeitos agudos locomotores do ET dependentes da idade. Os dados 

sugerem que os camundongos ADL são menos sensíveis ao efeito estimulante 

agudo locomotor do etanol, comparados aos AD. Diferenças de maturação neuronal 

podem explicar esses resultados comportamentais diferenciais. De fato, há uma 

resposta variável no efeito agudo de ET entre ADL. Vale ressaltar que a 

sensibilização comportamental ao ET é um fenômeno evidenciado pelo aumento 

gradativo da atividade locomotora após administração repetida. Dados de nosso 

Laboratório demonstram que os ADL apresentam ausência de sensibilização quando 

o ET é administrado de forma pareada ao campo aberto. Quando administrado de 

forma não pareada, ocorre uma sensibilização, porém, mais atenuada do que a 

observada nos AD (CARRARA-NASCIMENTO et al., 2011; FARIA et al., 2008).  

Dados de nosso Laboratório (CAMARINI et al., 2011; CARRARA-

NASCIMENTO et al., 2011; FARIA et al., 2008) corroboram os de Stevenson et al. 

(2008). Os animais ADL são menos sensíveis ao fenômeno do que os AD. A 

importância desse resultado reside no fato de que filhos de alcoólicos, que 



68 

 

 

 

representam um grupo de risco para o desenvolvimento do alcoolismo, são menos 

sensíveis aos efeitos fisiológicos do ET, sobretudo quando recebem administrações 

repetidas (NEWLIN; THOMSON, 1991). É possível supor que a menor sensibilidade 

às neuroadaptações que ocorrem durante a indução da sensibilização em ADL seja 

um dos fatores que contribuem para a maior vulnerabilidade à dependência em 

indivíduos AD que usaram a droga durante a adolescência (GRANT; DAWSON, 

1998).  

Crescentes trabalhos publicados indicam que os efeitos do ET sobre a função 

neurocomportamental são regulados pelo desenvolvimento neuronal (LITTLE et al., 

1996; SILVERI; SPEAR, 1998; YAN et al., 2010). 

De acordo com Itzhak e Anderson (2008), repetida exposição ao ET em ADL 

pode causar adaptações neurais duradouras ocasionando maior sensibilidade ao ET 

na vida adulta. Faria et al. (2008) e Stevenson et al. (2008), usando diferentes doses 

de ET, concluíram que os ADL não demonstram sensibilização ao ET em baixas 

doses, como exemplo a dose utilizada neste trabalho: 1,8 g/kg; necessitando de 

doses maiores para expressar o fenômeno de forma semelhante aos AD. Outros 

estudos em roedores mostram que a sensibilidade ao ET em ADL pode ser maior ou 

menor que em AD, dependendo dos paradigmas específicos estudados (SIRCAR; 

SIRCAR, 2005; SPEAR; VARLINSKAYA, 2005; VARLINSKAYA; SPEAR, 2006). A 

ausência de efeito estimulante ao ET agudo em ADL pode ser justificada pelo fato de 

que os sistemas de neurotransmissores envolvidos: via mesolímbica, receptores 

ionotrópicos e metabotrópicos de glutamato, receptores gabaérgicos e receptores 

opióides (BLEDNOV et al., 2004; DEMAREST et al., 1998; KALIVAS, 1995; MEYER; 

PHILLIPS, 2007; PASTOR et al., 2005; VEZINA; KIM, 1999), não estão 

completamente desenvolvidos na adolescência (SPEAR, 2000).  

Estudos demonstram que ADL exibem diferenças de respostas em medidas 

comportamentais relacionadas a medo, ansiedade, depressão e reação ao estresse 

(ver revisões ADRIANI; LAVIOLA, 2004; SLAWECKI, 2005). Em relação ao efeito de 

ET interferindo nos níveis de glicocorticóides, a administração de ET eleva os níveis 

de corticosterona em animais em desenvolvimento e animais maduros (RIVIER et 

al., 1984; RIVIER, 1993) e as elevações associadas ao ET nos níveis de 

corticosterona aumentam significativamente durante a ontogenia (SILVERI; SPEAR, 

2004). ADL apresentam picos semelhantes de corticosterona em resposta a 
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estímulos estressores, mas por tempo mais prolongado do que AD (CHOI; 

KELLOGG, 1996; GOLDMAN et al., 1973; SAPOLSKY et al., 1985).  Os resultados 

deste trabalho confirmaram aumento substancial de corticosterona em ADL 

submetidos ao ECI e desafiados com ET, quando comparados com o mesmo grupo 

em animais AD, em amostra de soro coletada 15 minutos após o desafio com etanol 

(fig. 4A e fig. 4B). Meaney et al. (1985) sugerem que a resposta prolongada de 

animais jovens ao estresse pode ser devido à imaturidade na regulação feedback 

(ou retroalimentação) negativa do eixo HPA, mediada, em parte, por receptores 

glicocorticóides no HP. Isso poderia explicar o aumento exacerbado nos níveis de 

corticosterona em ADL pré-expostos ao estresse, após uma injeção desafio de ET. 

Os dados deste trabalho sugerem que os ADL podem ser mais vulneráveis a 

estímulos estressores, corroborado por elevada atividade locomotora no desafio com 

ET; sustentando a hipótese de sensibilização cruzada entre ECI e ET. Esse aumento 

de maior magnitude não ocorreu em ADL do grupo tratado repetidamente com ET e 

desafiado com ET.  

A corticosterona tem uma ação específica em neurônios dopaminérgicos da 

AVTM, potencializando a atividade sináptica mediada por ativação de receptores 

NMDA, AMPA e cainato. O eixo HPA de ADL responde de maneira bastante 

diferente dos AD, aos estímulos estressores (PRENDERGAST; LITTLE, 2007). Em 

ratos, a atividade elevada de disparo de neurônios dopaminérgicos na AVTM prevê 

uma maior susceptibilidade à dependência. Em ADL, os neurônios dessa região 

mesencefálica disparam mais rapidamente do que em AD. Ao mesmo tempo, as 

correntes inibitórias pós-sinápticas espontâneas (sIPSC) ocorrem em menor 

frequência e amplitude em ADL, comparado com AD (McCUTCHEON et al., 2012).  

Os estudos que acessam a trajetória do controle dopaminérgico de 

interneurônios GABAérgicos, mostram que a modulação da dopamina de 

interneurônios GABAérgicos da classe “Fast-Spiking” (que disparam pulsos tônicos 

de alta frequência) mudam dramaticamente durante a adolescência, com agonistas 

D2 passando de moderadamente inibitórios em ratos na fase pré-puberal para 

extremamente excitatórios em ratos AD jovens (ver O’DONNELL, 2010 como 

revisão).  Portanto, agentes moduladores GABAérgicos podem induzir uma resposta 

comportamental ou bioquímica diferencial durante uma fase do desenvolvimento em 

que as interações dopaminérgicas-gabaérgicas ainda não estão bem estabelecidas. 
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De fato, ADL são menos sensíveis aos efeitos sedativos induzidos pelo ET 

(SILVERI; SPEAR, 1998).  

Analisando o resultado do ensaio de corticosterona em AD, nas amostras de 

soro da segunda coleta (15 minutos após o desafio com SAL ou ET), notamos que 

os animais AD apresentaram maior nível de corticosterona quando tratados 

repetidamente com ET e desafiados com ET (fig. 4B), inclusive com maior nível se 

comparado com o mesmo grupo em ADL. Nossos resultados demonstraram também 

que os animais AD, os quais desenvolveram sensibilização comportamental ao ET, 

apresentaram aumento de corticosterona em soro. Este fato sugere que o fenômeno 

de sensibilização comportamental poderia, em parte, estar acompanhado do 

aumento de corticosterona em AD, sugerindo uma correlação de desregulação do 

eixo HPA e adição. Assim, a hipótese de sensibilização cruzada entre ECI e ET, com 

estes dados segue confirmando a relação estresse-etanol; uma vez que não 

somente pré-exposição ao ECI aumenta corticosterona no desafio com ET, mas, 

também o tratamento repetido com ET seguido por desafio com ET aumenta 

corticosterona. Estes dados sinalizam que ambos, ECI e ET, aumentam 

corticosterona, demonstrando que vias comuns são requeridas para os efeitos 

comportamentais associados ao aumento de corticosterona neste estudo de 

sensibilização cruzada. 

Considerando a atividade da enzima nNOS em HP  de ADL e AD (figuras: 5A e 

5B, respectivamente), podemos observar que nos camundongos ADL não houve 

alteração da atividade enzimática em nenhum dos grupos, com relação ao grupo 

controle.  

O HP em particular é um crítico mediador do funcionamento do eixo HPA, 

dependente do mecanismo de retroalimentação negativa por liberação de 

glicocorticóides (BROWN et al., 1999). Assim, uma desregulação desta 

retroalimentação negativa subsequente ao etanol pode contribuir à responsividade 

do eixo HPA alterada, o que é observada na dependência ao álcool 

(PRENDERGAST; LITTLE, 2007). Somando a este fato, a maturação encefálica 

durante a adolescência, que ocorre particularmente no CPF e HP (MONTI et al., 

2005; SPEAR, 2000), como já discutido anteriormente, sugere que os ADL 

apresentam respostas diferenciais a agentes estressores e ao efeito antagonista 

glutamatérgico induzido pelo ET, comparado aos AD. 
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Alterações de desenvolvimento na expressão de receptores NMDA são 

específicas da subunidade e dependentes da região encefálica (PORTERA-

CAILLIAU, 1996; WINSLOW et al., 1990), com a expressão da subunidade de NR2 

sendo regulada de tal forma, em termos maturacionais, que ao nascer, a subunidade 

predominante é a NR2B (SHENG et al., 1994; VALLANO, 1998). Por exemplo, no 

córtex e tálamo, os níveis das subunidades NR2B são expressos em níveis elevados 

no período pós-natal recente, comparado com AD, enquanto a expressão da 

subunidade NR2A é quase ausente ao nascer (LIU et al., 2004; SHENG et al., 1994). 

Durante o curso do desenvolvimento pós-natal, a predominância do NR2B diminui 

com aumento da expressão da subunidade NR2A, alcançando gradativamente os 

padrões típicos de expressão de receptores NMDA de AD (SHENG et al., 1994).  

Essas mudanças maturacionais são, no entanto, regiões-específicas. Por exemplo, a 

reposição de NR2B por NR2A é observada no cerebelo (VALLANO, 1998) e na 

amígdala lateral (LOPEZ DE ARMENTIA; SAH, 2003), embora não ocorra na 

amígdala central (LOPEZ DE ARMENTIA; SAH, 2003). Essas mudanças regionais 

na expressão de NMDA bem como as diferenças ontogênicas na composição das 

subunidades no encéfalo imaturo versus maduro podem explicar a ausência de 

alteração da atividade da nNOS em HP de ADL. A menor quantidade de proteínas 

em HP de ADL, comparando com AD (fig. 5A e 5B), indica que há diferenças em 

neurodesenvolvimento e expressão de receptor NMDA e suas subunidades, 

confirmando a ausência de alteração da atividade de nNOS, resultado de menor 

efeito de ativação do receptor NMDA. Portanto, na comparação entre atividade da 

nNOS em HP de ADL e AD, a ausência de diferença da atividade desta enzima em 

ADL, demonstra um grau de maturidade diferente devido ao estado de formação 

desta região neuronal em ADL, envolvendo os receptores NMDA.  

Nos camundongos AD do grupo S/ET (estresse desafiado com etanol) 

observamos uma diminuição da atividade de nNOS em HP, comparado com o grupo 

S/SAL (estresse desafiado com salina). De modo complementar, os animais do 

grupo S/SAL, demonstraram um significativo aumento da atividade de nNOS, 

quando comparado com o controle (SAL/SAL: salina desafiado com salina). Os 

dados sugerem que o ET nos camundongos AD, parece atenuar o efeito do ECI sob 

a atividade da nNOS. Dados de literatura mostram que o etanol inibe o receptor 

NMDA (NESTLER et al., 1993) e pode promover diminuição do influxo de cálcio e, 
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consequentemente, diminuição da atividade da nNOS, e, portanto, menor produção 

de NO.  

Ainda analisando os resultados da atividade de nNOS em HP de AD, sabe-se 

que o CRF aumenta PEPS (potencial excitatório pós-sináptico) em HP 

(ALDENHOFF et al., 1983), por potencializar transmissão sináptica mediada por 

receptor NMDA via ativação do receptor CRF2 (UNGLESS et al., 2003). O desafio 

com ET em HP de AD garantiu antagonismo de receptor NMDA em animais pré-

tratados com ET ou submetidos ao estresse. O desafio com ET pode ter ativado 

interneurônios hipocampais, devido ao aumento de amplitude de hiperpolarização 

mediada por receptor GABA A (YAN et al., 2010), denotando um desequilíbrio entre 

GABA e glutamato no HP. Os receptores NMDA, particularmente, os que contêm as 

subunidades 2A (NR2A) e 2B (NR2B) são os que têm maior afinidade ao ET no 

encéfalo (ALLGAIER, 2002; WOODWARD, 2000; YAMAKURA et al., 1993). 

No raciocínio, uma provável explicação é que a inibição do receptor NMDA por 

ET, levou à ativação de interneurônios hipocampais, com aumento de amplitude de 

hiperpolarização mediada por receptor GABA A (YAN et al., 2010), conforme 

abordado anteriormente. O desenvolvimento da expressão deste efeito difere entre 

interneurônios localizados no stratum oriens (SO) e stratum lacunosum moleculare 

(SLM), consideradas importantes regiões hipocampais. 

Analisando a atividade de nNOS em CF de camundongos ADL observamos 

que os grupos submetidos ao ECI (S/SAL e S/ET) demonstraram um aumento da 

atividade de nNOS se comparado com os grupos tratados repetidamente com ET, 

desafiados com SAL ou ET (respectivamente: ET/SAL e ET/ET) (fig. 6A). Portanto, 

em ADL a sensibilização cruzada entre ECI e ET (grupo S/ET) aumentou atividade 

da nNOS em CF (fig. 6A), comparado com o grupo tratado repetidamente com ET 

(ET/ET). Em camundongos AD, houve um aumento da atividade de nNOS no grupo 

S/SAL (submetido ao ECI e desafiado com salina), comparado com o grupo controle 

(fig. 6B).  

Notamos em CF de ADL, que o ECI aumentou atividade de nNOS, diferente do 

que ocorreu com os grupos tratados com ET. Com este resultado, está mais uma 

evidência da discussão discorrida anteriormente acerca do grau de maturidade 

envolvendo neurotransmissão dopaminérgica e glutamatérgica, com expressão de 

receptores diferente nestes sistemas, bem como a resposta diferencial diante de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12213224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11253956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8347808
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estímulo estressor, comparado com AD. De modo complementar em ADL, o ECI 

seguido de SAL ou ET no desafio, sinaliza que os efeitos do estresse aumentando 

atividade de nNOS são observados 1 dia após a última exposição ao estresse. Isto 

não ocorreu em CF de ADL tratados cronicamente com ET, desafiados com SAL ou 

ET. 

A exposição repetida ao estresse aumentou significativamente a atividade da 

nNOS em CF de AD (grupo S/SAL) (fig. 6B), confirmado por observação 1 dia após 

a última exposição do protocolo de ECI. O desafio com ET após ECI indica uma 

tendência de redução da atividade de nNOS, embora não exista diferença 

estatística. Haddad (2004) relata que a exposição aguda ao ET, neste caso no dia 

do desafio, pode estimular a atividade do eixo HPA. Mas, aqui, a injeção aguda de 

ET ocorreu após pré-exposição ao ECI, atenuando a atividade da enzima. Nossos 

resultados (fig. 5B e fig. 6B) suportam a hipótese de que alterações na atividade do 

eixo HPA em AD podem estar relacionadas com alterações hipotalâmicas 

responsivas ao NO.  

O gene de nNOS é necessário para o desenvolvimento de sensibilização 

comportamental à cocaína (ITZHAK et al., 1998) e ao ET (ITZHAK; ANDERSON, 

2008), sugerindo uma influência do gene de nNOS na plasticidade sináptica 

relacionada aos efeitos de drogas de abuso. O NO pode desempenhar um papel 

como sinalizador molecular em neuroadaptações diante da exposição repetida ao 

ET. Isto conduz à hipótese de que a expressão do gene de nNOS pode resultar em 

alterações dos níveis de NO, e, portanto, este funcionamento pode ser modulado 

indiretamente por drogas de abuso e estresse.  

Nesta parte do trabalho, pode-se concluir que há sensibilização cruzada entre 

estresse e ET em camundongos ADL e AD, mas diferenças na atividade de nNOS 

em HP e CF, bem como nos níveis de corticosterona, ocorrem devido à diferença de 

idade, influenciando nos aspectos diferenciais entre expressão e densidade de 

receptores CRF, dopaminérgicos, glutamatérgicos e subunidades do receptor 

NMDA, em resposta aos efeitos de ECI e ET. 

 Conduzidos pela hipótese de que existe sensibilização cruzada entre estresse 

e ET, a qual pode ser mediada pela neurotransmissão glutamatérgica e pelo NO, a 

próxima etapa foi tratar os animais com o inibidor da nNOS, o 7NI. Neste trabalho, 

demonstramos que o pré-tratamento com 7NI reduziu a atividade locomotora em 
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ADL e AD submetidos ao estresse ou tratados com ET, desafiados com ET (fig. 7A e 

7B). Todavia, o resultado foi mais robusto em AD, onde o pré-tratamento com 7NI 

tanto IP como em água de beber em animais submetidos ao protocolo de estresse, 

demonstrou redução de atividade locomotora no dia do desafio. Estes resultados 

sustentam nossa hipótese acerca da participação de NO na sensibilização cruzada 

entre estresse e ET e a constatação de uma menor sensibilidade dos animais ADL 

aos efeitos do ET mediados pela enzima nNOS, no sistema glutamatérgico/ NO via 

receptor NMDA.  

 

6.2 Estudo II: Participação do sistema glutamatérgico/ óxido nítrico na 

sensibilização cruzada entre estresse por imobilização e etanol em 

camundongos Swiss machos adultos 

 

O estresse pode desencadear ou intensificar o consumo de drogas de abuso, 

assim como reinstalar comportamentos de busca pela droga; já extintos. Isso se 

deve à atuação em circuitos neuronais que medeiam o consumo de drogas induzido 

pelo estresse. Vários tipos de estressores induzem sensibilização cruzada com 

drogas psicoestimulantes. A natureza e previsibilidade do estímulo aversivo são 

fatores importantes quando se considera a influência do estresse sobre os efeitos 

comportamentais. Trabalhos de Araújo et al. (2003) e Lepsch et al. (2005) 

demonstram que enquanto em ADL a sensibilização cruzada foi observada após a 

exposição a ambos os tipos de estresse, por imobilização e imprevisível, nos AD a 

sensibilização ocorreu apenas após a exposição a estresse previsível. 

No presente trabalho, utilizamos tanto o ECI quanto o estresse por imobilização 

(EI). O ECI tem como vantagem mimetizar situações de estresse não esperadas e 

evitar a adaptação do eixo HPA ao estresse repetido. O protocolo do ECI requer a 

exposição a diferentes tipos de estressores, com distintos tempos de exposição. 

Porém, como um de nossos objetivos foi tratar os animais com antagonistas que 

pudessem inibir o desenvolvimento da sensibilização cruzada, optamos, nesta etapa 

do trabalho, por utilizar o EI para termos melhor controle do tempo de atuação do 

antagonista sobre o estresse aplicado, assim como compreender as respostas 

comportamentais diante do EI, o qual já havia sido demonstrado por Roberts et al. 

(1995) na sensibilização cruzada com etanol.   
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A figura 9 confirma sensibilização comportamental ao etanol, assim como 

observamos no protocolo do estudo I. Mas, neste protocolo os animais foram 

tratados por 14 dias, além de dois dias de habituação com SAL. A habituação é 

importante para reduzir o estresse da novidade. Quando estes mesmos grupos 

foram pré-tratados com DZP (fig. 9), o pré-tratamento antes de SAL em animais 

desafiados com SAL (DZP + SAL/SAL) aumentou a atividade locomotora, 

comparado com o grupo sem pré-tratamento com DZP (grupo controle: SAL/SAL). 

Isto indica que somente o pré-tratamento com DZP é capaz de aumentar atividade 

locomotora no dia do desafio. Este resultado foi mais robusto nos animais 

desafiados com ET (grupo DZP + SAL/ET), sugerindo que houve sensibilização 

cruzada entre DZP e ET. Este fato compõe um indicativo que contraria nossa 

hipótese inicial, pautada na possibilidade de prevenção de sensibilização 

comportamental ao ET. Porém, representa uma resposta importante aos resultados 

posteriores, embasando a hipótese consolidada a partir deste resultado, em que 

DZP seria capaz de potencializar o EI, demonstrado tanto em nível comportamental, 

através da atividade locomotora, quanto bioquímico, através da atividade da nNOS. 

Analisando as figuras 8 e 9, claramente notamos que o desafio com ET após pré-

tratamento com DZP antes de injeções diárias de SAL, mantém a atividade 

locomotora observada em D8, e demonstra superior atividade locomotora na 

comparação com D1. Esta é uma evidência notória de que DZP não foi capaz de 

reverter efeito agudo de ET. No grupo tratado repetidamente com ET, o pré-

tratamento com DZP demonstra efeito semelhante ao grupo ET/ET, mais uma vez 

apontando que o pré-tratamento com DZP não reduziu atividade locomotora no dia 

do desafio. As figuras 8 e 9 confirmam que no grupo tratado repetidamente com ET, 

o pré-tratamento com DZP não reduziu atividade locomotora no dia do desafio com 

ET, uma vez que o desafio com ET apresentou atividade locomotora maior que a 

exibida no primeiro dia de tratamento (DZP + ET). A maior evidência de que DZP, de 

fato, colabora aumentando a atividade locomotora é identificada no grupo controle, 

ou seja, quando os animais receberam DZP 30 min antes de SAL e foram 

desafiados com SAL. Wolf e Khansa (1991) também demonstraram que DZP 

associado com SAL apresenta pronunciada atividade locomotora, até superior a 

outro grupo estudado com anfetamina associada à salina. Outros estudos têm 

confirmado que a administração repetida de DZP pode gerar sensibilização (CAREY 
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et al., 1995; CRISWELL et al., 1993; DUKE et al., 1997; JEZIORSKI et al., 1994; 

SEGAL et al., 1995; WEDZONY et al., 1993; WEDZONY, CZYAK, 1994; WISE et al., 

1996; WOLF et al., 1993). O resultado aqui apresentado sobre os efeitos de DZP em 

tratamento repetido de ET, contradiz o observado em um trabalho de nosso grupo 

(CAMARINI et al., 2000a), em que DZP bloqueou o desenvolvimento de 

sensibilização comportamental ao ET. Todavia, em Camarini et al. (2000a), os 

animais foram tratados repetidamente com etanol no mesmo ambiente em que eram 

avaliados, determinando uma sensibilização condicionada às pistas ambientais. No 

presente trabalho, os animais não receberam o etanol no mesmo local do teste. 

Esses resultados confirmam a hipótese levantada no artigo de Camarini et al. 

(2000a) de que DZP, um antagonista de receptor NMDA, é capaz de interferir nos 

mecanismos de aprendizagem e prevenir o desenvolvimento da sensibilização 

condicionada, mas não da sensibilização não condicionada.  

Ainda assim, é paradoxal o fato de DZP prevenir sensibilização 

comportamental diante de efeitos estimulantes, como observado por Camarini et al. 

(2000a) para ET e por Wolf e Khansa (1991) para anfetaminas; ao mesmo tempo 

que elicia a sua própria sensibilização (WOLF; KHANSA, 1991) na mesma dose 

(0,25 mg/kg).  

Com a finalidade de conhecer os efeitos de DZP sob o EI no estudo de 

sensibilização cruzada, primeiro confirmamos a existência de sensibilização cruzada 

entre EI e ET (fig. 10). A sensibilização cruzada entre estresse e etanol, conforme 

mostra a figura 10, evidencia uma via comum de ativação. A plasticidade neuronal 

do sistema dopaminérgico mesocorticolímbico em resposta a estressores e às 

drogas de abuso é a base de convergência desses estímulos (GOEDERS, 2002; 

MARINELLI; PIAZZA, 2002). Entretanto, a indução da sensibilização 

comportamental depende também da funcionalidade de receptores NMDA e AMPA 

localizados em neurônios dopaminérgicos da AVTM (KARLER et al., 1989; 

VANDERSCHUREN; KALIVAS, 2000; WOLF, 1998; ZHANG et al., 1997). Como 

revelado farmacologicamente pelo uso de antagonistas de receptores NMDA, os 

receptores NMDA da AVTM têm um papel essencial em várias formas de 

adaptações comportamentais (KALIVAS; ALESDATTER, 1993; SUTO et al., 2003). 

Por esta razão, o pré-tratamento com DZP representou uma ferramenta 

farmacológica para investigar a participação do receptor NMDA neste fenômeno. As 
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figuras 11, 13 e 14 mostram claramente que o pré-tratamento com DZP 

potencializou EI diante da sensibilização cruzada com ET; circunstância em que ET 

no desafio mantém os efeitos comportamentais observados ao longo do pré-

tratamento com DZP associado ao EI (fig. 12). A potencialização é evidenciada na 

comparação entre o grupo EI desafiado com ET sem pré-tratamento com DZP e o 

mesmo grupo pré-tratado com DZP (fig. 13). Neste contexto, alguns trabalhos 

demonstraram que DZP induz aumento de corticosterona (TOLLIVER et al., 1996; 

WEDZONY, CZYAK, 1994), sustentando mais uma evidência de que a repetida 

administração de DZP potencializa EI induzindo sensibilização comportamental ao 

ET. 

Correlacionando estes resultados comportamentais com a participação da 

enzima nNOS, e considerando que o CPF envia aferências glutamatérgicas para a 

AVTM e para o NAc (sítios que estão envolvidos na indução e expressão da 

sensibilização comportamental, respectivamente) e que vias glutamatérgicas do CPF 

modulam a atividade de células da dopamina na AVTM e no NAc, estudamos 

também os efeitos da sensibilização cruzada entre EI e ET sob a atividade da nNOS 

em CF. Observamos na figura 15 que a sensibilização cruzada entre EI e ET 

aumentou atividade da nNOS em CF. Este resultado sugere o envolvimento de NO 

na sensibilização comportamental, pois há confirmação do aumento da atividade da 

nNOS no grupo submetido ao EI sem pré-tratamento com DZP, sinalizando o 

aumento de DA e glutamato nesta região.  

Porém, o pré-tratamento com DZP parece modular o desenvolvimento de 

sensibilização quando os animais vivenciam estímulo estressor associado à 

subsequente injeção de ET, demonstrado por diminuição da atividade da nNOS (fig. 

15). A diminuição da atividade da nNOS em CF, ocasionada por bloqueio de 

receptor NMDA, possivelmente altera a regulação promovida por aferência 

glutamatérgica desta região incidindo no NAc e na AVTM. Evidências 

eletrofisiológicas sustentam a regulação inibitória de glutamato projetado do CPF, na 

liberação de DA no NAc (PENNARTZ et al., 1992). Esta diminuição da regulação 

inibitória glutamatérgica partindo de CPF até o NAc, sinaliza que diminui  o efeito 

inibitório de glutamato atuando indiretamente em receptor dopaminérgico pré-

sináptico, consequentemente causando aumento de liberação de DA em NAc. Esta 

explicação vem de encontro com o resultado comportamental, em que DZP 
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potencializou EI na sensibilização comportamental ao ET, fundamentado por 

aumento de DA no NAc. As consequências do aumento de DA em NAc, conhecidas 

na expressão da sensibilização comportamental às drogas de abuso, sinalizam, em 

estudos de adição, dependência produzida por uma droga. Os resultados 

apresentados tanto comportamentais, bem como da atividade da nNOS em CF, nos 

permitem visualizar que a associação do estresse (neste caso um tipo de estresse 

previsível) com uma droga antagonista do receptor NMDA pode intensificar 

sensibilização comportamental ao ET. A demonstração deste fenômeno se consolida 

com o expressivo aumento da atividade locomotora no dia do desafio (fig. 11) e 

diminuição da atividade da nNOS em CF (fig. 15) do grupo S/ET pré-tratado com 

DZP, em comparação com os outros grupos. Naturalmente, a investigação da 

expressão de receptores dopaminérgicos pré e pós-sinápticos, assim como a 

concentração extracelular de DA no NAc e até mesmo a expressão de 

autorreceptores localizados nos corpos celulares dopaminérgicos da AVTM 

confirmariam tal explicação, conduzida pela hipótese da regulação dependente de 

aferência glutamatérgica projetada desde o CPF. 

Na figura 16 constatamos uma nítida diminuição da atividade de nNOS em HP 

no grupo que recebeu DZP antes do EI, desafiado com uma injeção de SAL (DZP + 

S/SAL), comparando também com o grupo S/SAL. Neste caso, o pré-tratamento com 

DZP influenciou na ativação da nNOS. O mesmo ocorreu com os animais desafiados 

com ET (grupo: DZP + S/ET). Deste modo, o aprendizado e a memória ficam 

comprometidos, pois os receptores NMDA estão preferencialmente localizados no 

HP, e animais com bloqueio específico de receptor NMDA perdem a capacidade de 

aprendizado (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Vale lembrar também da relação 

com LTP e memória, com envolvimento de NO (BÖHME, 1993).  

Portanto, os estudos propostos neste trabalho sinalizam que a enzima nNOS 

via receptor NMDA/ óxido nítrico participa na sensibilização cruzada entre estresse e 

etanol. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A partir dos resultados e da discussão apresentada, pode-se concluir que:  

 há sensibilização cruzada entre ECI e ET em camundongos machos Swiss 

ADL e AD; 

 ADL mesmo demonstrando menor atividade locomotora no desafio (se 

comparado com AD) apresentam aumento de corticosterona quando recebem 

uma dose de ET após ECI repetido (grupo S/ET). Já em AD, ET aumenta 

corticosterona (grupo ET/ET, na 2ª coleta), compondo mais uma evidência da 

relação ECI – ET em estudo de sensibilização cruzada, porque não somente 

ECI aumenta corticosterona, mas ET também aumenta corticosterona; 

 o tratamento repetido com ET demonstra níveis diferentes de corticosterona 

entre ADL e AD, apontando menor sensibilidade de ADL aos efeitos de ET; 

 Em AD, ECI aumenta atividade de nNOS em HP e CF. Esta atividade é 

amenizada por ET. Já em ADL o ECI aumenta atividade da nNOS em CF na 

sensibilização cruzada com ET, comparado com o grupo tratado repetidamente 

com ET, indicando que o estresse compõe um estímulo ao comportamento de 

busca de uma droga. Este fato em ADL sinaliza que o estresse nesta idade é 

um fator que pode predispor e agravar o consumo de ET; 

 o pré-tratamento com 7NI reduziu a atividade locomotora em ADL e AD 

submetidos ao ECI ou tratados com ET, desafiados com ET. O resultado foi 

mais robusto em AD. Estes resultados confirmam a participação da enzima 

nNOS na sensibilização cruzada entre ECI e ET em ADL e AD, sustentando a 

hipótese da participação do NO e a constatação de uma menor sensibilidade 

dos animais ADL aos efeitos do ET mediados pelo sistema glutamatérgico/NO;  

 há sensibilização cruzada entre EI e ET em camundongos Swiss machos AD e 

sensibilização cruzada entre DZP e ET, indicando que DZP tem seus efeitos 

comportamentais estimulantes aumentados por ET; 

 DZP potencializou sensibilização cruzada entre EI e ET. Este dado se 

correlaciona com a diminuição da atividade de nNOS em CF e HP, sinalizando 

a participação do receptor NMDA relacionada com a enzima nNOS em 

resposta à associação de estresse e antagonista de receptor NMDA no sistema 

glutamatérgico/ NO. 
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