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RESUMO 

 

O consumo da associação de etanol (EtOH) e energético (EN) tornou-se 

uma tendência entre os jovens nos últimos anos e popularizou um 

padrão de consumo chamado binge ou ´porre´. Evidências sugerem que 

o binge pode facilitar a transição para a dependência, no entanto, pouco 

se sabe sobre os efeitos da associação EtOH+EN na transição para o 

alcoolismo. Por esse motivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos da exposição repetida da associação de EtOH e EN nos 

comportamentos preditivos de transição ao alcoolismo em modelos 

animais. Inicialmente, ratos Wistar adultos foram submetidos ao 

protocolo de livre-escolha entre duas garrafas, no qual grupos 

independentes de animais tinham acesso contínuo (24 h/todos os dias) 

ou intermitente (24 h/dias alternados) a EtOH ou a associação 

EtOH+EN durante 26 dias. Os grupos desse tratamento foram: EtOH 

contínuo (EtOH_cont) ou intermitente (EtOH_int), EtOH+EN contínuo 

(EtOH+EN_cont) ou intermitente (EtOH+EN_int) e controle. Foi 

avaliada a atividade locomotora basal dos animais durante o tratamento 

e os seguintes comportamentos durante a abstinência: busca pela 

novidade (BN), efeitos de privação ao EtOH, comportamento tipo-

ansiedade e a função cognitiva através da tarefa de reconhecimento de 

objetos (RO). Os resultados mostraram que os animais previamente 

expostos a EtOH+EN consumiram maiores quantidades de EtOH, 

comparados com o grupo controle (EtOH). Apenas os grupos cuja 

exposição foi intermitente apresentaram alteração significativa do 

comportamento de BN. A exposição a EN preveniu os efeitos de 

privação ao etanol somente nos ratos expostos ao regime contínuo. Não 

houve diferença nos comportamentos locomotor, do tipo-ansiedade e 

cognitivo entre os grupos avaliados. Adicionalmente, outros grupos 

experimentais (EtOH, EtOH+EN, EN e controle) foram expostos a 

EtOH (3,4 g/kg/dia) e/ou EN (10,71 ml/kg/dia), via gavagem (i.g.), por 

6 dias consecutivos. A locomoção dos animais foi avaliada nos dias 1 e 

6 do tratamento e, durante a abstinência, foram realizadas os testes de 

RO, discriminação social (DS), e preferência condicionada ao lugar 

(PCL). A pré-exposição a EtOH+EN facilitou a resposta na PCL, 

mostrando que essa associação pode aumentar a motivação na busca 

pela droga e os efeitos reforçadores da mesma. No dia 1, o grupo 

EtOH+EN apresentou hiperlocomoção comparado ao grupo controle, 

enquanto o grupo EtOH, uma hipolocomoção. No dia 6 de tratamento, 

ambos os grupos apresentaram atenuação desses efeitos. Nos testes 

cognitivos, os grupos EtOH e EtOH+EN apresentaram prejuízo 



cognitivo em ambos os testes de memória (RO e DS), mostrando que 

EN não preveniu danos cognitivos. Dessa forma, concluímos que a 

associação EtOH+EN pode favorecer a transição à dependência pela 

facilitação do efeito de recompensa do EtOH. 

 

 

Palavras-chave: Energético, etanol, dependência, ratos.  

 



 

ABSTRACT 

 

Consumption of ethanol (EtOH) and energy drink (EN) has become 

popular among youth in recent years and it has been proposed that this 

association may increase binge drinking. Several pieces of evidence 

have shown that binge drinking may facilitate the transition to addiction. 

However, little is known about the effects of this association in the 

development of alcoholism. For this reason, the aim of this study is to 

examine the effects of repeated EtOH+EN exposure on predictive 

behaviors for the transition to alcoholism in animal models Initially, 

male adult Wistar rats were submitted to a two-bottle choice paradigm, 

in which independent groups were given continuous (24 h/every day) or 

intermittent (24h /every other day) access to EtOH or EtOH+EN for 26 

days. Therefore, the experimental groups were: EtOH continuous 

(EtOH_cont) or intermittent (EtOH_int), EtOH+EN continuous 

(EtOH+EN_cont) or intermittent (EtOH+EN_int) and control. 

Locomotor activity was monitored during the treatment and the 

following behaviors were assessed during withdrawal: novelty-seeking 

(BN), EtOH deprivation effects, anxiety-like behavior and short-term 

memory using the Object Recognition test (RO). Our results showed 

that animals pre-exposed to EN increased EtOH consumption compared 

to the control group (EtOH group). Both intermittent groups showed 

higher NS behavior. EN prevented the EtOH deprivation effects only in 

the continuous group. There were no changes in locomotion, anxiety-

like behavior and cognitive function among groups. Additionally, other 

experimental groups were exposed to EtOH (3.4 g/kg/day) and/or EN 

(10.71 ml/kg/day) for 6 consecutive days (i.e., EtOH+EN, EtOH, EN 

and control). Locomotor activity was assessed on day 1 and 6 during the 

treatment and the following behaviors were evaluated during abstinence: 

short-term memory and conditioned place preference (CPP). Pre-

exposition to EtOH+EN facilitated CPP response, showing that this 

association may increase drug-seeking behavior and the reinforcing 

effects of EtOH. On day 1 of treatment, EtOH+EN group showed 

hyperlocomotion compared to control group, whereas EtOH group 

showed hypolocomotion. On day 6, both groups showed tolerance to 

those effects. In the cognitive tests, EtOH and EtOH+EN showed 

memory deficit. Therefore, the association of EtOH and EN might 

facilitate the transition to alcoholism by increasing the reinforcing 

effects of alcohol. 

 

Keywords: Energy drink, ethanol, addiction, rats.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O consumo de álcool ou etanol
1
 (EtOH) ocasional ou crônico por 

mamíferos e outras espécies, como algumas moscas de frutas, é uma 

prática moldada há milhares de anos. Registros arqueológicos revelam 

que os primeiros indícios sobre o consumo de EtOH pelo ser humano 

datam aproximadamente 10.000 anos a.C. (HANSON, 1995). Nessa 

época, o EtOH era obtido através da fermentação natural de produtos 

vegetais ricos em açúcar, como as frutas, néctar e seiva (SPANAGEL, 

2009). Portanto, o conteúdo alcoólico era relativamente baixo, como o 

vinho e a cerveja (graduação alcoólica entre 4 e 12%). Foi a partir do 

século XV que os destilados (graduação alcoólica de ~ 40%) começaram 

a se tornar populares no mercado. O primeiro documento de produção 

de vodka na Rússia data final do século IX e o uísque, por volta do ano 

de 1400 na Irlanda. Em 1690, o governo britânico promulgou uma lei 

encorajando o consumo dessas bebidas, gerando um aumento da 

produção de 0,5 milhão de galões em 1685 para 5 milhões em 1727 e 18 

milhões no início do século XIX (GOODMAN & GILMORE, 2011; 

MCKEE, 1999). 

Atualmente, os perigos do consumo excessivo de EtOH são 

reconhecidos pelas etnias do mundo inteiro e a dependência e/ou o uso 

abusivo de EtOH tornaram-se um dos problemas de saúde pública mais 

custosos e graves da atualidade (HARPER & MATSUMOTO, 2005).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 

aproximadamente 76,3 milhões de pessoas apresentam algum distúrbio 

no consumo de EtOH e cerca de 2,5 milhões morrem anualmente por 

causas relacionadas ao uso excessivo dessa bebida. Desses, 320.000 são 

jovens de 15 a 29 anos, representando 9 % de todas as mortes nessa 

faixa etária (OMS, 2011).  

No Brasil, esse cenário não é diferente. Um estudo recente 

realizado pela INPAD (Instituto Nacional de Políticas Públicas do 

Álcool e Outras Drogas) da UNIFESP (Universidade Federal de São 

Paulo) mostrou que a taxa de consumidores frequentes (aqueles que 

consomem EtOH pelo menos uma vez por semana) subiu de 45 para 

54%, e o consumo binge (intoxicação por EtOH em um período de até 2 

h), de 45% para 59% na população de bebedores, entre os anos de 2006 

e 2012 (LENAD, 2012).  

 

                                                             
1
 Os termos álcool e etanol serão usados como sinônimos neste trabalho 
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1.1 EFEITOS DO ETANOL 

 

 

O EtOH é considerado uma droga psicotrópica hipnótica-sedativa 

que produz efeitos comportamentais de forma dose-dependente. Em 

baixas concentrações no sangue (0,01 a 0,05 g%) produz desinibição e 

redução da tensão. Em concentrações moderadas (0,08 a 0,10 g%) a 

oscilação de humor se torna mais pronunciada, com euforia. A 

alcoolemia de 0,08 g% produz prejuízos distintos de julgamento e 

função motora. Em níveis maiores (0,15 a 0,20 g%) há presença de uma 

ataxia marcante, uma fala arrastada e prejuízo no tempo de reação. 

Considera-se a dose letal (DL50) uma alcoolemia de 0,40 a 0,50 g% em 

indivíduos não-dependentes (KOOB & LE MOAL, 2006). 

Devido a sua fórmula molecular simples (C2H6O) e 

características químicas, o EtOH é rapidamente absorvido pelo 

estômago e intestino delgado. O pico plasmático é alcançado 

aproximadamente 30 min após a ingestão oral, sem alimento no 

estômago. Seu metabolismo ocorre primariamente no fígado, através de 

três vias enzimáticas principais: a álcool desidrogenase (ADH), o 

sistema de oxidação citocromo P450E1 (CYP2E1), e o ácido graxo etil 

éster sintetase (FAEE).  

A ADH é predominantemente expressa no fígado, onde ocorre a 

maioria da oxidação de EtOH consumido. Essa enzima transforma EtOH 

para acetaldeído, reduzindo simultaneamente NAD
+
 para NADH. Essa 

etapa é também considerada uma etapa limitante do metabolismo de 

EtOH, uma vez que são necessários 2 mols de NAD
+
 para 

metabolização de 1 mol de EtOH, o qual corresponde a metabolização 

de 8 g de EtOH por hora em um adulto saudável de 70 kg. Em seguida, 

o acetaldeído é metabolizado para ácido acético, através da enzima 

aldeído desidrogenase (NAGY, 2004). Ambas as enzimas apresentam 

variações genéticas que alteram o metabolismo do álcool e a 

susceptibilidade para seus efeitos. Isso corresponde a cerca de 30 a 45 % 

dos asiáticos, 50 a 90 % dos russos e judeus, e menos de 10 % dos 

europeus (EDENBERG et al., 2006).  

A segunda maior via de metabolização de EtOH é pela indução 

enzimática de CYP2E1. A atividade desta via ocorre durante o consumo 

de altas concentrações de EtOH ou em alcoolistas crônicos. Essa via 

também parece contribuir para a tolerância metabólica ao EtOH por 

aumentar a excreção renal de seus substratos pela urina. Além disso, a 

produção de diversas espécies reativas de oxigênio resultante da 
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metabolização dessa via podem contribuir com os danos hepáticos 

causados por essa bebida (NAGY, 2004).  

A terceira via ocorre pela FAEE, que leva a formação de ácidos 

graxos. A concentração de FAEE é alta em órgãos susceptíveis aos 

efeitos tóxicos de EtOH, incluindo pâncreas e fígado, e exerce um 

impacto negativo na atividade de mitocôndrias e lisossomos (NAGY, 

2004).  

Apenas cerca de 5 a 10% de EtOH é excretada de forma 

inalterada pelos pulmões ou pela urina (GOLDBERG, 1943). 

 

 

1.2 MECANISMO DE AÇÃO 

 

No sistema nervoso central (SNC), o EtOH atua em diversos 

receptores e sinapses neuronais (SPANAGEL, 2009; BERRY & 

PENTREATH, 1980). Após a administração aguda dessa droga, ocorre 

um aumento da inibição mediada pelos neurotransmissores GABA e 

glicina (Gly). Ocorre também uma inibição da entrada de Ca
2+

 pelos 

canais de cálcio dependentes de voltagem, a ativação de alguns tipos de 

canais de K
+
, a inibição dos receptores ionotrópicos de glutamato e a 

inibição do transporte de adenosina (HARRIS et al., 2008; TABAKOFF 

& HOFFMAN, 1996; LOVINGER, 1997).  

O EtOH facilita a abertura dos canais de cloreto e aumenta a ação 

de GABA nos receptores GABAA, semelhante aos benzodiazepínicos. 

Dessa forma, o agonista inverso dos receptores benzodiazepínicos 

flumazenil é capaz de reverter alguns dos efeitos depressores centrais de 

EtOH de forma não competitiva na interação com o receptor GABAA. O 

EtOH, assim como a taurina e a β-alanina, parece também ativar os 

receptores de glicina (GlyR) possivelmente pela interação do EtOH com 

a subunidade α1 desse receptor mediado pela ativação de fosfoquinase 

C. O resultado dessa ativação é o aumento da liberação de dopamina 

(DA) no núcleo accumbens (NAc). A taurina, particularmente, parece 

aumentar a liberação de DA pela ativação simultânea de GlyR e dos 

receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) (ERICSSON et al., 2010, 

2006; MOLANDER & SÖDERPALM, 2005; LOBO et al., 2004). Os 

neurônios dopaminérgicos da área tegmental ventral (VTA) expressam 

diversas subunidades de nAChR e sua ativação aumenta a taxa de 

disparo dos neurônios dopaminérgicos, principalmente da região 

posterior de VTA, os quais conectam-se ao NAc (LESLIE, 2013). Dessa 

forma, o consumo agudo de EtOH aumenta os níveis de acetilcolina 
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(ACh) na VTA, os quais ativam os nAChR e aumentam a liberação de 

DA no NAc (JOSLYN et al., 2008).  

A inibição dos efeitos excitatórios de glutamato por EtOH ocorre 

em concentrações que produzem os efeitos depressivos no SNC in vivo. 

Os receptores NMDA e não-NMDA (Kainato e AMPA) são inibidos por 

essa droga, sendo os receptores AMPA mais resistentes aos efeitos de 

EtOH, ou seja, maiores concentrações de EtOH são necessárias para 

inibir esses receptores (CARTA et al., 2003).   

O EtOH também inibe a abertura de canais de cálcio sensíveis à 

voltagem, reduzindo a despolarização do nervo terminal e, 

consequentemente, diminuindo a liberação de neurotransmissores para a 

fenda sináptica. A diminuição da excitabilidade neuronal ocorre pela 

ativação dos canais de potássio corretores do fluxo de internalização 

acoplados a proteínas G (GIRK) (BODHINATHAN & SLESINGER, 

2013) bem como da atividade dos canais de potássio ativados por cálcio. 

Os canais GIRK controlam a excitabilidade neuronal do circuito da via 

da recompensa cerebral e parecem ter um papel importante nos 

distúrbios relacionados ao EtOH. Camundongos nocautes para os canais 

GIRK2 autoadministram maiores quantidades de EtOH e não 

desenvolvem preferência no teste de preferência condicionada de lugar 

(PCL), comparados aos camundongos selvagens (HILL et al., 2003; 

BLEDNOV et al., 2001). No entanto, os mecanismos moleculares dessa 

ativação ainda não estão bem estabelecidos. 

Alguns estudos têm demonstrado que o neurotransmissor 

adenosina está envolvido em alguns dos efeitos farmacológicos de EtOH 

(NAM et al., 2013; ASATRYAN et al., 2011; PREDIGER et al., 2006, 

2004; DAR et al., 1983). A adenosina possui uma família com quatro 

subtipos de receptores, todos acoplados a proteína G: A1, A2A, A2B e A3 

(CUNHA, 2008). Dentre esses receptores, os dois primeiros são 

predominantemente expressos no encéfalo, principalmente no estriado, e 

parecem estar envolvidos nos efeitos reforçadores e motores da cafeína, 

um antagonista competitivo e não seletivo dos receptores de adenosina, 

mas preferencialmente de A1 e A2A. Os receptores A2A estriatais 

modulam a neurotransmissão dopaminérgica pelo estabelecimento de 

interações diretas com os receptores D2 de DA, formando dímeros A2A-

D2. Nessas interações, a estimulação dos receptores A2A bloqueia a 

função dos receptores D2. No estriado ventral, essas interações parecem 

exercer um papel importante nos comportamentos relacionados à 

recompensa (FERRÉ & O´BRIEN, 2011; PREDIGER et al., 2006). 

Semelhante aos antagonistas dos receptores D2, os agonistas dos 

receptores A2A elevam o limiar de estimulação da recompensa, 
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indicando que adenosina, via receptores A2A, pode inibir os processos de 

recompensa centrais. Por outro lado, a estimulação dos receptores 

estriatais pré-sinápticos A1 inibe a liberação de DA, enquanto seu 

bloqueio facilita a liberação desse neurotransmissor por mecanismos 

dependentes e independentes de glutamato (FERRÉ & O´BRIEN, 2011). 

Os opióides endógenos também apresentam papel importante nos 

efeitos hedônicos de EtOH (HERZ, 1997; REID & HUNTER, 1984). 

Um exemplo disso é o antagonista dos receptores μ-opióides (MOR) 

naloxona que parece prevenir o desenvolvimento da sensibilização a 

EtOH em camundongos, mostrando o papel do sistema opioidérgico nos 

efeitos estimulantes de EtOH (CAMARINI et al, 2000). Estudos 

posteriores confirmaram essa teoria bem como mostraram que a 

administração aguda de EtOH estimula a liberação de opióides 

endógenos β-endorfinas (βEND), encefalinas (ENK) e dinorfinas 

(DYN), os quais ligam-se aos receptores MOR, δ-(DOR) e κ-(KOR) 

opióides (GIANOULAKIS et al., 1996; MARINELLI et al., 2003, 2004, 

2005, 2006; DAI et al., 2005; LAM et al., 2008; JARJOUR et al., 2009). 

A ativação de MOR e DOR parecem estar envolvidos nos efeitos 

eufóricos e positivos de EtOH. A DYN, por sua vez, parece produzir 

efeitos negativos relacionados à retirada da droga durante a abstinência 

(SIROHI et al., 2012).  

Em suma, o EtOH interage com múltiplos sistemas de 

neurotransmissores e a compreensão de como estas interações ocorrem 

poderá desvendar alvos potenciais para o tratamento do alcoolismo.  
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Tabela 1. Resumo dos principais sistemas de neurotransmissores envolvidos 

nos efeitos do EtOH 
 

Sistema de 

Neurotransmissor 
Efeitos produzidos pelo EtOH 

GABAA Liberação de GABA e da densidade do receptor 

NMDA 
Inibição dos receptores pós-sinápticos NMDA; no 

uso crônico do EtOH, superexpressão 

Dopamina  DA sináptica e dos efeitos recompensadores 

ligados ao NAc 

Glicina  liberação de glicina no NAc e ativação de GlyR 

Opióides 

Liberação de β-endorfinas e encefalina após 

administração aguda de EtOH; liberação de 

dinorfina durante abstinência 

Acetilcolina 

 liberação de ACh após administração aguda de 

EtOH e ativação de nAChR seguido de  

liberação de DA no NAc 

Adenosina  liberação de adenosina no estriado e ativação de 

receptores A1 e A2A 
 

 

 

1.3 SISTEMA DE RECOMPENSA 

 

O sistema dopaminérgico mesocorticolímbico, conhecido 

também como a via da recompensa ou do reforço, é a via responsável 

pelos efeitos reforçadores positivos de natureza hedônica de forma geral, 

como comer, beber e manter relações sexuais, que são atividades vitais 

para a perpetuação das espécies (NESTLER, 2005; KOOB & LE 

MOAL, 1997). De forma semelhante, as drogas de abuso também 

podem ativar esse circuito, que engloba projeções da VTA para o NAc e 

o córtex pré-frontal (PFC) (SESACK & GRACE, 2010). O NAc abrange 

a parte ventral do estriado e pode ser considerado a região central do 

sistema de recompensa. Portanto, o aumento da liberação de dopamina 

no NAc produzido pela administração de drogas de abuso, por exemplo, 

gera sensação de prazer, o qual reforça a manutenção dessa atividade 

(Fig.1).  
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Figura 1. Esquema simplificado do sistema dopaminérgico mesocorticolímbico 

no encéfalo humano. Os neurônios dopaminérgicos se originam na área 

tegmental ventral em direção ao núcleo accumbens e o córtex pré-frontal (figura 

obtida da UNESP VIRTUAL, 2014). 

 

 

Além das projeções dopaminérgicas originadas da VTA e dos 

interneurônios gabaérgicos e colinérgicos, o NAc recebe inervações 

glutamatérgicas do PFC e de regiões límbicas, como amígdala (AMY) e 

hipocampo (HIP) (MORALES & PICKEL, 2011). Essas três últimas 

regiões encefálicas (PFC, AMY e HIP) também estão envolvidas nos 

processos de aprendizagem e memória (NESTLER, 2009).  

O PFC, particularmente, é uma estrutura que controla a função 

executiva do comportamento, ou seja, exerce um controle cognitivo 

sobre o comportamento inibitório e a tomada de decisão (NESTLER, 

2009). Semelhante ao NAc, o PFC é inervado por uma variedade de 

projeções de sistemas de neurotransmissores, como a norepinefrina, 

serotonina, acetilcolina e substanciais inervações dopaminérgicas. Por 

esse motivo, essa região encefálica é frequentemente conhecida por 

exercer um controle ´top-down´, ou seja, um controle cognitivo do 

comportamento (cortical sobre regiões subcorticais). Além disso, a 

função executiva depende significativamente da memória de curta-

duração, uma capacidade do encéfalo de manter a representação de uma 

informação sensorial por um período curto de tempo (NESTLER, 2009). 
Essas memórias de curta-duração permitem a integração e a 

manipulação dessas informações para guiar o raciocínio, as emoções e o 

comportamento, sendo crucial para os mamíferos (NESTLER, 2009).  
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Há muito tempo se sabia que dependentes de drogas apresentam 

prejuízos da função frontal do encéfalo (BECHARA, 2003), os quais 

estão relacionados com os prejuízos do controle executivo, inibitório e 

de tomada de decisão dos indivíduos (FEIL et al., 2010; BAICY & 

LONDON, 2007; TAPERT et al., 2007; VERDEJO-GARCÍA et al., 

2007; YÜCEL et al., 2007; MONTEROSSO et al., 2005). E, nos últimos 

anos, tem sido proposto que o prejuízo dessa região encefálica poderia 

ocorrer ao longo do desenvolvimento da dependência de drogas (FEIL et 

al., 2010), ou seja, o prejuízo da função do PFC ocorreria durante a 

transição à dependência. 

A dependência é uma doença crônica de recaída que se 

caracteriza pelo comportamento persistente de busca e uso compulsivo 

da droga, apesar das consequências negativas produzidas pelo consumo 

da droga (KOOB, 2013; THOMAS et al., 2008). Diversos fatores 

contribuem para o desenvolvimento dessa doença, como a exposição 

repetida às drogas de abuso, que produz mudanças mal adaptativas e 

afeta a regulação da motivação ligada à droga, somadas às 

características biológicas (ansiedade, busca por sensações e novidade, e 

sensibilidade à droga) e ambientais (disponibilidade da droga e estresse) 

(STEKETEE & KALIVAS, 2011; NESTLER & CARLEZON, 2006; 

KOOB & LE MOAL, 2006). Dentre os consumidores de drogas, as 

linhas atuais de pesquisa dividem o uso de drogas em três tipos: (1) 

ocasional, (2) uso controlado ou social, e (3) a dependência de drogas 

(KOOB & LE MOAL, 2006).  

No grupo de consumidores sociais ou controlado da droga, 

existem indivíduos que consomem o EtOH de forma esporádica e 

abusiva, conhecidos popularmente como consumidores binge. Esses 

indivíduos são considerados pertencerem a um grupo de risco para 

desenvolver o alcoolismo devido os diversos prejuízos sistêmicos e no 

SNC produzidos pelo consumo abusivo de EtOH.  

 

 

1.4 BINGE DRINKING OU BEBER PESADO EPISÓDICO 

 

O termo binge drinking ou beber pesado episódico descreve um 

padrão de consumo caracterizado pela ingestão de bebidas alcoólicas 

com a intenção primária de intoxicação (níveis de alcoolemia que 

podem alcançar 0,08 g % em um período de até 2 h) (STOCK & 

BESTE, 2013; PETIT et al., 2013; LIU et al., 2011; NIAA, 2004). Para 

adultos do sexo masculino, isso corresponde à ingestão de pelo menos 

cinco doses padrões e, para o sexo feminino, no mínimo quatro doses 
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padrões (CRABBE et al., 2011). Em média, uma dose padrão de EtOH 

equivale de 10 - 14 g de álcool, que varia conforme a graduação 

alcoólica das bebidas, normalmente sendo 350 ml de cerveja (4 a 6%, 

v/v), 80 a 140 ml de vinho (10-15%, v/v) e 40 a 50 ml de destilados 

(~40%, v/v) (CRM-SP, 2003). 

Diversas evidências em seres humanos e animais têm mostrado 

que beber de forma binge pode facilitar a transição para a dependência 

por causar diversos danos, como, por exemplo, disfunção do sistema de 

estresse, déficit cognitivo e alterações morfonatômicas do encéfalo 

(CAMPANELLA et al., 2013; STOCK & BESTE, 2013; PETIT et al., 

2013; PARADA et al., 2012; SPROW&THIELE, 2012; CIPPITELLI et 

al., 2012; MAURAGE et al., 2012; GILPIN et al., 2012; LIU et al., 

2011; CREGO et al., 2010; STEPHENS & DUKA, 2008; FIELD et al., 

2008; SMITH et al., 2008). Os sistemas neuroquímicos principais que 

medeiam as respostas comportamentais ao estresse incluem os 

glicocorticoides, o fator de liberação de corticotrofina (CRF), a 

noreprinefrina e a dinorfina (KOOB, 2013). Os neurônios do CRF estão 

presentes em diversas regiões encefálicas e diversos estudos tem 

demonstrado um papel chave dos neurônios CRF do núcleo 

paraventricular do hipotálamo em controlar a resposta da pituitária-

adrenal ao estresse e o papel dos neurônios CRF do núcleo central da 

amígdala e do núcleo da estria terminal em mediar as respostas afetivas 

negativas do estresse e da retirada da droga (KOOB, 2013). Dentre as 

alterações morfoanatômicas comumente encontradas em consumidores 

binge são reduções do córtex frontal e do hipocampo, da densidade da 

substância cinzenta, alteração no volume do tálamo, dos ventrículos e do 

putamen, e uma atividade parietal aumentada durante as tarefas de 

memória espacial (ZHAR et al., 2014; FEIN et al., 2013; MEDINA et 

al, 2008; BERESFORD et al., 2006; TAPERT et al., 2004).  

Apesar de diversos estudos comprovarem as mudanças biológicas 

e neurofisiológicas do consumo binge em seres humanos e modelos 

animais, recentemente Piazza e Deroche-Gamonet (2013) publicaram 

um artigo propondo que modelos de binge não representam modelos de 

transição à dependência. Os pesquisadores afirmam que o consumo 

binge pertence à categoria similar a tolerância e retirada da droga, além 

de não ser um critério de diagnóstico explícito em manuais 

internacionais de diagnóstico de doenças mentais (DSM-5 e CID-10), ou 

uma condição necessária para o desenvolvimento da dependência, pois 

esse padrão de consumo pode ser observado em indivíduos na fase de 

uso recreacional da droga (jovens que bebem nos finais de semana). No 

entanto, apesar de alguns adeptos ao padrão binge apresentarem 
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consumo “controlado” e intencional de EtOH nos finais de semana, os 

prejuízos da ingestão excessiva dessa droga não podem ser ignoradas. 

Diversas evidências já mostraram as alterações neurofisiológicas 

causadas pelo abuso do EtOH. Além disso, o padrão binge de consumo 

não necessariamente seria um sintoma, como a tolerância, descrito por 

Piazza & Deroche-Gamonet, (2013), mas uma recente tendência 

comportamental capaz de elevar os riscos para o desenvolvimento da 

dependência, em indivíduos não dependentes. Outro fator que deve ser 

considerado é a dificuldade de distinguir o ponto exato de transição 

entre o uso controlado da droga para a perda de controle. Dessa forma, 

não é possível estabelecer quantos episódios de binge e abstinências são 

necessários para desencadear a doença ou mesmo para manter o uso 

controlado e ocasional da droga, uma vez que diversas alterações 

biológicas ocorrem nesses consumidores. Portanto, no presente estudo o 

consumo binge será considerado como um comportamento de risco para 

a transição à dependência. 

Uma recente tendência entre os consumidores jovens que tem 

preocupado e divergido opiniões dos cientistas é o consumo de EtOH 

em padrão binge pela associação de EtOH e energético (EN). 

 

 

1.5 ENERGÉTICOS  

 

Bebida energética ou energético (EN) é uma bebida não alcoólica 

criada na Tailândia na década de 60 (REISSIG et al., 2009). Entretanto, 

começou a ganhar popularidade apenas a partir da introdução da bebida 

Red Bull na Áustria em 1987, e dos pesados investimentos de 

publicidade que ocorreram nos Estados Unidos da América uma década 

depois. Dentre os consumidores regulares de EN, 31% são adolescentes 

e 34 a 51% são jovens de 18 a 24 anos de idade (HOWLAND & 

DAMARIS, 2012).  

O EN entrou no mercado com a promessa de melhorar o humor, o 

desempenho físico e psicomotor, além de aumentar a concentração e o 

alerta (FERREIRA et al, 2004; SEIDL et al, 2000; ALFORD & 

WESCOTT, 2001). Esses efeitos são devido aos seus constituintes - por 

exemplo, uma lata de Red Bull contém uma combinação de carboidratos 

(~11 g/dl), taurina (~400 mg/dl), cafeína (~32 mg/dl), glucoronolactona 

(~240 mg/dl) e vitaminas do complexo B. Outros fabricantes ainda 

adicionam estimulantes fitoterápicos, como guaraná, ginseng, extratos 

de acerola, cranberry ou açaí. Dentre eles, acredita-se que a cafeína e a 

taurina são os principais componentes responsáveis pelos efeitos do EN.  
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A taurina (Tau) é um aminoácido inibitório, semelhante ao 

GABA, que se encontra distribuído em grandes quantidades em diversas 

regiões do organismo de mamíferos. Apesar de seu papel ainda não estar 

bem esclarecido, a Tau parece modular a excitabilidade da membrana, 

diminuir a concentração de cálcio intracelular produzido pela 

excitotoxicidade glutamatérgica e aumentar a atividade da enzima 

aldeído desidrogenase (FROSINI et al, 2003; WARD et al., 2001; 

WATANABE et al., 1985; HAYES & STURMAN, 1981).  

A cafeína é um psicoestimulante encontrado em diversos 

alimentos como chocolate, café, chás e refrigerante de cola. Em doses 

não tóxicas, atua principalmente como um antagonista dos receptores A1 

e A2A de adenosina e produz um efeito estimulante, aumentando o alerta 

e reduzindo o sono e a fadiga. Diversos estudos também já mostraram o 

papel neuroprotetor da cafeína, principalmente pela sua ação nos 

receptores A2A (ESPINOSA et al., 2013; PIRES et al., 2010; 

PREDIGER, 2010; DALL´IGNA et al., 2003). No entanto, o consumo 

excessivo dessa droga pode produzir efeitos negativos, como aumento 

da liberação de Ca
2+

 e o bloqueio dos receptores GABA, e a 

dependência com a ingestão frequente dessa droga (FREDHOLM et al., 

1999).  

Apesar das ações benéficas produzidas por esses componentes, 

ainda não existe uma regulamentação de dose ou constituintes de EN 

pela Agência de Vigilância Sanitária, aumentando os riscos de 

intoxicação pelo mesmo (REISSIG et al., 2009). A cafeína, por 

exemplo, pode variar de 50 a 505 mg por lata ou conteúdo de ED, 

dependendo do fabricante (REISSIG et al., 2009). A recomendação para 

o consumo dessa droga pela FDA, a Agência Reguladora da 

Comercialização de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos, é de no 

máximo 100 a 200 mg a cada 3 ou 4 horas, em adultos e jovens acima 

de 12 anos de idade, o equivalente a uma xícara de café (77~150 mg de 

cafeína). A taurina, por sua vez, ainda não tem sua dose tóxica 

estabelecida, dificultando o controle na venda ou fabricação dessas 

bebidas.  

A tendência de associar EN aos destilados, como a vodka, produz 

drinks conhecidos como “alcopops” (KPONEE et al., 2013; LIU et al., 

2011; VENDRUSCOLO et al., 2010; HEALTH EDUCATION 

AUTHORITY, 1999; HUGHES et al. 1997). Popularmente acredita-se 

que essa associação reverte alguns dos efeitos indesejados de EtOH, 

como a sedação e a descoordenação motora, devido ao efeito 

estimulante de EN. No entanto, um estudo controlado realizado por 

Ferreira et al. (2004) em voluntários mostrou que não há diferenças 



38 

 

fisiológicas (tempo de reação e coordenação motora) e metabólicas 

(alcoolemia) entre indivíduos que consumiram EtOH+EN ou EtOH 

apenas. As alterações encontradas naqueles que consumiram EtOH+EN 

foram na percepção de intoxicação e no julgamento cognitivo, os quais 

poderiam explicar a tendência aumentada de dirigir embriagado, os 

frequentes casos de intoxicação por EtOH ou pelos componentes de EN, 

como a cafeína, relatados na literatura (KPONEE et al., 2013; 

HOWLAND & DAMARIS, 2012; ANITEI et al., 2011, ARRIA et al., 

2011; O´BRIEN et al., 2008; OTERI et al., 2007; FERREIRA et al., 

2006). 

Os alcopops também parecem ter contribuído para a 

popularização do consumo em padrão binge, um comportamento que 

tem se dissipado entre jovens adultos de diversos países. Possivelmente, 

o elevado conteúdo de açúcares presentes nos EN aumenta a 

palatabilidade de EtOH, aumentando a ingestão total de EtOH 

(FERREIRA et al., 2004; VENDRUSCOLO et al., 2010).  

Embora consumidores da associação EtOH+EN frequentemente 

parecem ingerir EtOH em padrão binge, algumas controvérsias na 

literatura tem questionado se de fato essa associação pode facilitar ou 

não a transição à dependência. A maioria dos estudos sobre a associação 

de EtOH e EN é epidemiológico e, de fato, é bastante difícil de controlar 

algumas variáveis, como, por exemplo, o histórico de consumo de EtOH 

e/ou o histórico familiar de cada indivíduo antes de consumir a 

associação de EtOH+EN. E apesar dessa crescente popularização do 

padrão binge de EtOH+EN, inclusive no Brasil, poucos estudos foram 

realizados para avaliar sistematicamente os prejuízos da exposição a 

EtOH+EN em modelos animais.  

A maioria dos progressos científicos que existem na pesquisa 

farmacológica e comportamental deriva de estudos realizados em 

modelos animais. Apesar de não existir nenhum modelo animal que 

mimetize totalmente as condições clínicas apresentadas por seres 

humanos, eles permitem que elementos específicos do processo para a 

dependência sejam estudados (KOOB & LE MOAL, 2006). E, por esse 

motivo, diversos modelos animais têm sido desenvolvidos e usados a 

fim de avaliar diferentes comportamentos nos estágios do ciclo da 

dependência. Recentemente, Simms et al. (2008) e George et al. (2012) 

mostraram que ratos que possuem acesso intermitente de EtOH 20% em 

protocolo de livre-escolha entre duas garrafas desenvolve consumo 

escalonar de EtOH entre quatro a seis semanas e seus níveis de 

alcoolemia alcançam níveis próximos de consumidores binge nas duas 

primeiras horas de acesso à solução alcoólica, mostrando que esse 
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protocolo pode ser um modelo animal do tipo-binge interessante para 

estudar a transição à dependência ao EtOH. 

Com base nos temas abordados acima sobre o crescente índice de 

alcoolismo na população mundial e brasileira, a relevância do consumo 

da associação EtOH e EN entre os jovens e as limitações dos estudos 

epidemiológicos sobre as consequências produzidas pela associação 

dessas bebidas a longo prazo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar 

se a exposição repetida de EtOH+EN pode alterar alguns dos 

comportamentos preditivos de transição ao alcoolismo em um modelo 

animal tipo-binge. 

 

  



40 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar se a combinação de EN e EtOH pode alterar alguns dos 

comportamentos preditivos de transição à dependência em ratos 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

1. Avaliar o padrão de consumo de EtOH de animais com acesso 

contínuo (24 h/dia) ou intermitente (24 h/2as, 4as e 6as - feiras) 

de EtOH ou EtOH+ENp  
2
por 26 dias; 

2. Avaliar a atividade locomotora dos animais durante o consumo 

voluntário; 

3. Avaliar o comportamento do tipo-ansiedade na abstinência 

aguda; 

4. Avaliar a função cognitiva durante a privação ao EtOH;  

5. Avaliar o comportamento de busca pela novidade; 

6. Avaliar os efeitos reforçadores ou de privação ao EtOH no teste 

de preferência condicionada de lugar após 7 dias de privação.  

                                                             
2
  ENp corresponde a uma solução preparada com os principais componentes de 

EN (açúcares, cafeína, taurina, glucuronolactona e inositol), baseado na dose de 

Red Bull. 



41 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade entre 60 e 75 

dias pós-natal no início dos experimentos, oriundos do Biotério Setorial 

do departamento de Farmacologia da UFSC. Os animais foram trazidos 

para o biotério setorial em caixas com 5 animais, e mantidos em 

temperatura controlada de 22±2
o
C, sob ciclo claro-escuro de 12 h, 

recebendo água e ração ad libitum. A ração e água foram apenas 

retiradas 3 h antes da administração via gavagem. Nos primeiros dias de 

ambientação, os animais foram submetidos ao tratamento com 

ivermectina (anti-helmíntico) na dose de 5 mg/ L, por 3 dias 

consecutivos. Animais submetidos ao consumo livre-escolha foram 

isolados em caixas individuais após 7 dias de ambientação no biotério 

setorial, enquanto animais submetidos ao tratamento via gavagem foram 

mantidos em caixas com 5 animais do mesmo sexo durante todo o 

experimento. Animais naives usados em alguns testes experimentais 

representam não tratados com drogas e mantidos em caixas com 5 

animais do mesmo sexo. Todos os experimentos foram previamente 

aprovados pela Comissão de Ética do Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Santa Catarina, sob número de protocolo 

PP00816. Além disso, todos os testes foram realizados no laboratório de 

psicofarmacologia do departamento de Farmacologia da UFSC.foram 

realizados no laboratório de psicofarmacologia do departamento de 

Farmacologia da UFSC. 

 

 

3.2 CONSUMO VOLUNTÁRIO DE EtOH OU EtOH+ENp 

 

O protocolo de consumo voluntário de EtOH ou livre-escolha 

entre duas garrafas é um modelo validado e amplamente utilizado para o 

estudo de consumo de uma solução de interesse em relação à água 

(MCCLEARN & RODGERS, 1959; MARDONES et al., 1953; 

RICHTER & CAMPBELL, 1940). O procedimento escolhido para o 

presente estudo foi baseado no protocolo tipo-binge previamente 

descrito por Simms et al. (2008) e George et al. (2012). Esses 

pesquisadores mostraram que animais que possuem acesso intermitente 

à solução de EtOH 20% desenvolve um padrão de consumo escalonar de 

EtOH e seus níveis de alcoolemia alcançam níveis semelhantes aos de 
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consumidores binge da clínica nas primeiras 2 h de acesso ao EtOH. 

Dessa forma, em nosso protocolo experimental os animais com acesso 

intermitente à solução de EtOH ou EtOH+ENp serão considerados como 

consumidores em padrão tipo-binge de EtOH.  

Após o período de ambientação no biotério setorial, os animais 

foram separados em caixas individuais contendo serragem limpa e 

receberam ração e duas garrafas, contendo em uma delas água, e em 

outra garrafa, a solução experimental de EtOH 20% ou EtOH+ENp 

20%. O acesso à solução experimental ocorreu em regime contínuo (24 

h/ todos os dias) ou intermitente (24 h/ 2as, 4as e 6as - feiras), formando 

os seguintes grupos: EtOH contínuo (EtOH_cont), EtOH intermitente 

(EtOH_int), EtOH+ENp contínuo (EtOH+ENp_cont), EtOH+ENp 

intermitente (EtOH+ENp_int) e o grupo controle, conforme mostra a 

tabela 2. O grupo controle representa animais que foram igualmente 

isolados em caixas individuais, mas que não receberam a solução 

experimental. A solução de EtOH 20% corresponde a diluição de EtOH 

(p/v, etanol 99%, Synth®) com água potável, enquanto a solução 

EtOH+ENp 20%, a diluição de EtOH com uma solução preparada no 

laboratório de EN (ENp), a qual continha os principais componentes e 

dose da bebida energética Red Bull (em 250 mL): 21 g de sacarose, 5 g 

de glicose, 50 mg de inositol, 1 g de taurina, 80 mg de cafeína e 600 mg 

de glucuronolactona. O resultado do consumo de EtOH será 

representado como consumo de EtOH/ kg de peso corporal, calculado da 

seguinte forma: (Δ peso da garrafa em 24 h de acesso à solução 

experimental/ peso do animal em kg) x densidade (g/ ml) x g de EtOH 

na solução experimental. Todos os animais foram mantidos no mesmo 

biotério e na mesma estante, tendo suas posições alternadas 

semanalmente para reduzir a influência da localização do animal no 

consumo de EtOH (IZÍDIO et al., 2005). As garrafas foram alternadas a 

cada 24 h. 

 

 
Tabela 2. Grupos do protocolo consumo voluntário de EtOH ou EtOH+ENp 

Contínuo (24 h/ todos os dias) Intermitente (24 h/ dias alternados) 

EtOH EtOH 

EtOH+EN EtOH+EN 

Grupo Controle recebeu apenas água  
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3.3 ATIVIDADE LOCOMOTORA 

 

A avaliação da atividade locomotora e estereotipia é uma 

ferramenta bastante usada e útil para avaliação de comportamentos 

como tolerância, sensibilização e reatividade do animal a um ambiente 

novo (KOOB, 2000; KALIVAS et al., 1998).  

Foi utilizado o equipamento EP149 Monitor de Atividades da 

Insight® (Fig. 2) para avaliação da atividade locomotora dos animais em 

ambos os tratamentos (consumo voluntário e gavagem). O equipamento 

era composto por uma caixa feita de acrílico (50 x 50 x 48 cm) que 

ficava sobre um suporte metálico equipado com 16 sensores 

infravermelho posicionados lateralmente. Esses sensores detectam o 

movimento do animal, transmitindo os sinais para um computador 

conectado ao equipamento. O teste foi realizado sob baixa iluminação 

(~10 lux) durante 30 min (grupo gavagem) ou 15 min (grupo consumo). 

Os primeiros 5 min analisados foram considerados como reatividade do 

animal a um ambiente novo e a locomoção total, uma medida da 

locomoção geral. Os animais submetidos ao consumo voluntário foram 

avaliados nos dias 0, 1, 6, 13, 20 e 26, ou seja, uma vez por semana. 

Animais tratados via gavagem foram avaliados apenas nos dias 1 e 6 do 

tratamento, após 15 min da administração. O parâmetro de atividade 

locomotora dos animais será representado em mm/s (velocidade).  

 

   

Figura 2. Monitor de atividades 

 

 

 

3.4 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) é utilizado para 

mensurar comportamentos tipo-ansiedade de roedores, baseado no 

conflito destes animais de explorar um ambiente novo e o medo de áreas 

elevadas abertas (PELLOW et al., 1985; MONTGOMERY, 1955). O 
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aparato (Fig. 3) possui quatro braços elevados (52 cm de altura) com 50 

cm de comprimento e 10 cm de largura, produzida em madeira revestida 

com fórmica. Os braços estão dispostos perpendicularmente, formando 

uma cruz. Destes, dois braços opostos são fechados por paredes de 40 

cm de altura e dois braços são abertos com uma borda de 1 cm de altura 

em cada braço. A intersecção desses braços forma a plataforma central 

(10 x 10 cm) com acesso a todos os braços. O teste foi conduzido sob 

iluminação moderada (~50 lux na plataforma central) e registrados por 

uma câmera de vídeo acoplada a um aparelho de DVD na sala adjacente. 

Os animais foram avaliados após 24 h de abstinência da exposição ao 

consumo voluntário de 26 dias de EtOH e/ou ENp. Cada animal foi 

colocado na plataforma central, com a face voltada para um dos braços 

fechados, e avaliou-se o número de entradas e o tempo de permanência 

nos braços abertos e nos braços fechados por 5 min (foi considerado 

entrada no braço quando o animal colocava as quatro patas dentro do 

braço). Estes dados foram utilizados para calcular o percentual de 

entradas nos braços abertos [% de entradas nos braços abertos = 

entradas nos braços abertos / (entrada nos braços abertos + entradas nos 

braços fechados) x 100] e o percentual de tempo gasto nos braços 

abertos [% de tempo gasto nos braços abertos = tempo nos braços 

abertos / (tempo nos braços abertos + tempo nos braços fechados) x 

100], ambos utilizados como índices de ansiedade. O número de 

entradas nos braços fechados foi utilizado como medida da atividade 

locomotora (RODGERS & DALVI, 1997).  

 

 
Figura 3. Labirinto em cruz elevado 

 

 

3.5 RECONHECIMENTO DE OBJETOS 

 

Em 1950, Berlyne reportou pela primeira vez que ratos 

gastavam mais tempo explorando um objeto novo do que um objeto 
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familiar. No entanto, foi apenas em 1988 que esse conceito foi inserido 

na comunidade científica pelos pesquisadores Ennaceur & Delacour 

como um método para avaliação da função da memória. Este 

procedimento utiliza a tendência dos roedores de se aproximar e 

explorar novidades e tem sido replicado com sucesso em diferentes 

laboratórios, usando uma variedade de aparatos e objetos (BEVINS & 

BESHEER, 2006). 

O teste de Reconhecimento de Objeto (RO) utilizado foi 

adaptado dos protocolos previamente descritos por Pires et al., 2009 e 

Norman & Eacott, 2004. Este teste foi realizado no 3º dia de abstinência 

de animais expostos a ambos os tratamentos, consumo voluntário e 

gavagem. O teste consistiu de 2 dias, dos quais o 1º dia foi a habituação 

na arena do Campo Aberto (100 x 100 cm) (Fig. 4) e o 2º dia, o teste de 

RO. O Campo Aberto (CA) era formado por paredes brancas de 40 cm 

de altura e base dividida por linhas pretas formando 25 quadrados de 20 

x 20 cm. Os objetos utilizados foram 2 garrafas de material plástico de 1 

L, sendo os objetos A e A´ idênticos (Fig. 5-a), transparentes e com 

detalhes em verde e amarelo, e o objeto B, uma garrafa levemente 

diferente do objeto A, feita de material fosco e com detalhes em 

vermelho (Fig. 5-b). A habituação foi realizada por 10 min sob baixa 

intensidade luminosa (~ 10 lux) e, ao final de cada sessão, o CA foi 

limpo com papel toalha e álcool 10%. O teste de RO consistiu de 2 

sessões de 5 min: a apresentação dos objetos iguais (A e A´) e, após 30 

min, a reapresentação dos objetos com a troca de um objeto familiar por 

um objeto novo (A e B). O intervalo de 30 min foi escolhido para 

avaliação da memória de curta-duração. O teste foi registrado por uma 

câmera de vídeo localizada acima do CA, conectado a uma TV e DVD 

na sala adjacente. O tempo em que o animal investigou cada objeto foi 

mensurado para o cálculo do percentual de reconhecimento de objetos: 

% discriminação dos objetos = [(tempo de investigação do objeto novo – 

tempo de investigação do objeto familiar) / (tempo total de 

investigação)]*100. Animais que não investigaram os objetos por pelo 

menos 10 s foram excluídos do teste. 
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Figura 4. Campo aberto 

 

 

 

(a)    (b) 

Figura 5. Objetos A e A´ (a) e B e A (b) do teste de reconhecimento de objetos 

 

    

3.6 BUSCA PELA NOVIDADE 

 

Em modelos animais, a busca pela novidade (BN) e a 

impulsividade têm sido usados para predizer a compulsão por 

autoadministração de drogas (PARKITNA et al., 2013). Para a avaliação 

desse traço comportamental foi utilizado o aparato de Preferência 

Condicionada de Lugar (PCL), descrito no item 3.10, e realizado no 5º 

dia de abstinência de animais expostos ao consumo voluntário de EtOH 

e/ou ENp por 26 dias. O teste de BN consistiu em colocar cada animal 

aleatoriamente em um dos compartimentos da PCL por 10 min, com a 

porta tipo guilhotina fechada. Passado esse período, a porta foi retirada 

para exploração de todos os compartimentos pelo animal por 10 min. 

Esse teste foi conduzido sob baixa iluminação (~10 min) e o tempo em 

que o animal permaneceu nos compartimentos familiar e novo foi 
registrado para o cálculo do percentual de busca pela novidade: % BN = 

[(tempo nos compartimentos novos – tempo no compartimento 

habituado) /600) *100]. 
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3.7 EFEITOS DE PRIVAÇÃO AO ETANOL 

 

O efeito de privação ao EtOH é considerado uma medida 

preditiva de recaída ao EtOH e pode ser associada aos efeitos disfóricos 

relacionados com abstinência aguda (GARCÍA-BURGOS et al., 2009; 

SANCHIS-SEGURA & SPANAGEL, 2006).  

O efeito de privação foi avaliado após 7 dias de abstinência de 

animais expostos ao consumo voluntário de EtOH ou EtOH+EN (DE 

CARVALHO et al., 2012). Todos os grupos, incluindo o controle, 

tiveram acesso a solução de EtOH 10% por 48 h consecutivas, sendo as 

garrafas alternadas a cada 24 h. O consumo de EtOH foi mensurado em 

g/kg de peso corpóreo, usando a mesma equação anteriormente descrita 

no item 3.2.  

 

 

 

  
Figura 6. Desenho experimental do consumo voluntário. Os animais expostos a 

26 dias de consumo em livre-escolha entre duas garrafas foram submetidos à 

avaliação da ambulação antes e durante o tratamento (dias 0, 1, 6, 13, 20 e 26) 

no monitor de atividade. Durante a abstinência, foram avaliados os 

comportamento do tipo-ansiedade no LCE (1), a função cognitiva através do 

teste de RO (2), o comportamento de busca pela novidade (3) e os efeitos de 

privação a EtOH (4). 
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3.8 TRATAMENTO INTRAGÁSTRICO (GAVAGEM) 

 

O objetivo deste tratamento foi confirmar a função cognitiva 

dos animais submetidos ao consumo voluntário, uma vez que alguns 

estudos mostraram que quatro semanas de livre-escolha de EtOH não 

produzem déficits cognitivos (FARR et al., 2005). Dessa forma, este 

protocolo foi escolhido por produzir prejuízo cognitivo temporário 

(entre 3 a 6 dias após o tratamento) usando uma dose moderada de 

EtOH, e com recuperação das funções cognitivas nos dias posteriores 

(KUZMIN et al., 2011).  

O protocolo consistiu de 6 dias consecutivos de administrações 

via gavagem (i.g.) de dose de 3,4 g/kg/dia (p/v) de EtOH combinado ou 

não com EN (Red Bull), na dose de 10,71 ml/kg/dia, uma dose que 

antagonizou a hipolocomoção produzida por 2,5 g/kg de EtOH em 

camundongos (FERREIRA et al., 2004). Os grupos do presente 

tratamento, portanto, foram: EtOH, EtOH+EN, EN e controle (água). 

Aproximadamente 3 h antes de cada administração os animais foram 

colocados em jejum (retirada de ração e água), a fim de que o estômago 

estivesse vazio para melhor a absorção das soluções.  

 

 

3.9 DISCRIMINAÇÃO SOCIAL 

 

O teste de Discriminação Social (DS) usa a capacidade de um 

rato adulto em discriminar um rato jovem familiar de um jovem novo 

(ENGELMANN et al. 1995). Este teste é considerado uma ferramenta 

bastante útil para avaliar o aprendizado e os processos de memória em 

roedores.  

O protocolo foi baseado no trabalho de Watson et al (2012) e 

foi executado no 3º dia de abstinência após o tratamento via gavagem. 

Os animais foram isolados por 2 dias previamente a avaliação de DS, o 

qual consistiu de 2 fases: a apresentação de um animal jovem (J1) por 5 

min em sua caixa de habituação e, após 30 min, a reintrodução de J1 

juntamente com um outro animal jovem (J2) por outros 5 min. O tempo 

em que o animal adulto cheirou ou seguiu os animais jovens foram 

mensurados. A taxa de discriminação foi calculada através da seguinte 

equação: tempo de investigação entre J2/ J1. Animais que não 

investigaram o animal J1 por pelo menos 10 s durante a apresentação 

foram excluídos do teste. 
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3.10 PREFERÊNCIA CONDICIONADA DE LUGAR 

 

A preferência condicionada de lugar (PCL) é utilizada para 

avaliar os efeitos reforçadores de drogas com potencial de abuso e uma 

avaliação preditiva de recaída (PANDOLFO et al., 2009; BARDO & 

BEVINS, 2000; CUNNIGHAM et al., 2000; TZSCHENTKE, 2007). 

Neste teste, o animal aprende a associar o efeito reforçador da droga 

com um determinado ambiente.  

O aparato de PCL era constituído por três diferentes 

compartimentos separados por portas tipo guilhotina (10 x 10 cm). O 

compartimento central “neutro” (15 x 25 x 40 cm) dava acesso a outros 

dois compartimentos (30 x 25 x 40 cm) que apresentavam diferentes 

pistas visuais e táteis: um compartimento era preto com piso de madeira 

lisa e o outro, branco com listras verticais pretas e piso de alumínio. O 

experimento foi conduzido em uma sala com baixa iluminação (~10 lux) 

e o comportamento de cada animal era registrado através de uma câmera 

de vídeo posicionada acima das caixas e monitorada em uma sala 

adjacente por um circuito fechado de TV. Ao final de cada sessão, os 

animais retornavam para suas respectivas caixas de vivência e os 

aparatos eram limpos com papel toalha e solução de etanol a 20%. 

Dados do nosso laboratório mostraram que são necessários no 

mínimo 20 sessões de condicionamentos com EtOH alternados com 

salina para condicionar ratos Wistar com EtOH. No entanto, como nosso 

objetivo foi avaliar se a pré-exposição ao EtOH e/ou EN poderia 

facilitar o condicionamento no teste da PCL os animais foram 

condicionados na PCL com sessões reduzidas de condicionamento. O 

protocolo de PCL (Fig. 7), portanto, consistiu de 2 dias de pré-

condicionamento, 10 dias de condicionamento e 1 dia de pós-

condicionamento. No pré e pós-condicionamento os animais possuíam 

acesso a todos os compartimentos por 10 min, a partir do compartimento 

central. No 2º dia de pré-condicionamento e no pós-condicionamento 

mensurou-se o tempo em que o animal permanecia em cada um dos 

compartimentos maiores. O tempo gasto no pré-condicionamento foi 

considerado como tempo basal de cada animal e comparado com o 

tempo gasto no pós-condicionamento. Animais que apresentavam 

marcante aversão (menos de 15% do tempo da sessão) ou preferência 

(mais de 85%) no tempo basal eram excluídos do experimento (DE 

CARVALHO et al., 2010).  

O condicionamento consistiu de uma sessão diária de 

administração de 1 g/ kg de EtOH (solução de 15% (p/v), i.p.), 

alternadas com veículo (salina). O grupo controle de cada pré-
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tratamento recebeu apenas veículo durante os 10 dias de 

condicionamento. Cada animal foi individualmente colocado em um dos 

compartimentos da PCL logo após a administração via i.p., onde 

permanecia por 30 min. O índice de preferência, o qual fornece um 

parâmetro para mensurar os efeitos reforçadores de EtOH, foi calculado 

pela diferença no tempo gasto no compartimento pareado com EtOH no 

pré e pós-condicionamento. 

 

 

 
Figura 7. Preferência condicionada de lugar 

 

 

 
 

 

 
Figura 8. Desenho experimental do tratamento via gavagem. Novos grupos de 

animais foram submetidos a administrações de EtOH e/ou EN, via gavagem, por 

6 dias consecutivos. A avaliação da ambulação no monitor de atividade foi 

realizada nos dias 1 e 6 do tratamento 15 min após receberem a administração 

via gavagem. No 3º dia pós-tratamento os animais foram avaliados nos testes de 

RO ou DS (grupos independentes), e a partir do 7º dia pós-tratamento foram 

condicionados no teste da PCL. 
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3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados obtidos dos procedimentos experimentais foram 

analisados utilizando o programa GraphPad Prism® 6.0. Para os testes 

com repetições, como a atividade locomotora, PCL, RO, DS e consumo 

de etanol, foi realizada ANOVA de medidas repetidas ou ANOVA de 2-

vias, seguido do teste post-hoc de Bonferroni. Para os testes LCE, NS, 

%RO, taxa de DS e os efeitos de privação ao EtOH foram usadas 

ANOVA de 1 via, seguido do teste post-hoc de Bonferroni. Na análise 

de dose dos componentes de ENp, foi realizado o teste t de Student. 

Todos os dados estão apresentados como média ± E.P.M. e valores que 

ficaram fora de 2 desvios padrões foram excluídos da análise estatística. 

O nível de significância aceito para os testes foi de 5% (P < 0,05). 
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4 RESULTADOS 

 
 

4.1 CONSUMO VOLUNTÁRIO  
 

4.1.1 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente sobre o consumo de EtOH 

 
A figura 9 ilustra o resultado do aumento da ingestão de EtOH 

pelos grupos contínuo e intermitente de EtOH+ENp e o comportamento 

de consumo escalonar dos grupos intermitentes (EtOH_int e 

EtOH+ENp_int). Foi realizado ANOVA de medidas repetidas, com teste 

post-hoc de Bonferroni. A análise estatística revelou um efeito 

significativo para todos os fatores: tratamento [F (3, 54) = 60; 

P<0,0001], tempo (dias) [F (11, 594) = 8,2; P<0,0001] e interação entre 

os grupos [F (33, 594) = 2,5; P<0,0001]. 
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Figura 9. Consumo voluntário de EtOH de animais expostos ao regime contínuo 

ou intermitente de EtOH ou EtOH+ENp durante durante 26 dias. As curvas 

representam a média ± E.P.M. do consumo de EtOH em g/kg/24h (n = 14 ou 

15). * indica diferença significativa entre os grupos EtOH+ENp vs. EtOH 

(ANOVA de medidas repetidas, P < 0,01); & EtOH_cont vs. EtOH_int (P < 

0,05) e # EtOH+ENp_cont vs. EtOH+ENp_int (P < 0,0001). 

 

 

Em paralelo, foram quantificados o consumo total médio dos 

componentes de ENp e a variação do peso dos animais durante o 

consumo voluntário. A tabela 3 ilustra os resultados obtidos através da 
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análise do teste t de Student, os quais indicam que o grupo intermitente 

consumiu maiores quantidades de cada substância de ENp quando 

comparado ao grupo contínuo. Como a concentração de ENp para 

ambos os grupos são equivalentes, a diferença estatística encontrada foi 

igual para todos os grupos (t = 4,487; P = 0,0001). A figura 10 ilustra o 

peso médio dos animais expostos à solução de EtOH ou EtOH+ENp 

durante os 26 dias de consumo livre-escolha. A ANOVA de medidas 

repetidas mostrou que não houve diferença significativa entre os 

tratamentos [F (4, 70) = 0,17; P = 0,95]. 

 
Tabela 3. Consumo total médio dos componentes de ENp, representados em 

mg ou g/ kg de peso corporal/ dia 

COMPONENTES EtOH+ENp_cont EtOH+ENp_int 

taurina (mg/kg) 72,15 ± 4,705 108,7 ± 6,656* 

cafeína (mg/kg) 5,772 ± 0,3764 8,698 ± 0,5325* 

inositol (mg/kg) 3,607 ± 0,8803 5,436 ± 0,3328* 

glucuronolactona (mg/kg) 43,29 ± 2,823 65,23 ± 3,994* 

açúcares (sacarose+glicose) (g/kg) 1,876 ± 0,1223 2,827 ± 0,1731* 

NOTA: Os valores indicam média ± E.P.M. de cada componente. O teste t de 

Student para cada componente revelou diferença significativa entre 

EtOH+ENp_cont e EtOH+ENp_int (n = 14; * t = 4,487; P = 0,0001).  
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Figura 10. Peso dos animais ao longo do consumo livre-escolha de EtOH ou 

EtOH+ENp. As linhas representam a média ± E.P.M do peso dos animais (n = 
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14 ou 15). ANOVA de medidas mostrou que não houve diferença significativa 

entre os grupos ao longo do tratamento de 26 dias (P > 0,05). 

 
 

4.1.2 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente sobre o consumo total de EtOH 

 

A figura 11 ilustra o aumento da ingestão de EtOH produzido 

pela associação ENp e EtOH. Apesar da figura 8 ter revelado maior 

consumo de EtOH em 24h de acesso a solução experimental de ambos 

os grupos intermitente nos dias analisados, os grupos contínuos 

consumiram de forma equivalente ou maior quando somados todos os 

dias de tratamento. A ANOVA de 1-via revelou diferença significativa 

no consumo total de EtOH entre os grupos [(F (3, 54) = 74,07; P < 

0,0001)]. 
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Figura 11. Consumo total de etanol, representados em g/kg de peso corpóreo, 

após 26 dias de livre-escolha. A) Área sobre a curva do consumo de EtOH da 

fig. 9. B) Consumo total de EtOH dos grupos contínuos (∑ = 26 dias). As barras 

representam média ± E.P.M (n = 14 ou 15). * indica diferença significativa 

entre os grupos EtOH vs. EtOH+ENp (ANOVA de 1-via, P < 0,0001); # indica 

diferença estatística entre EtOH+ENp_cont vs. EtOH+ENp_int (P < 0,001). 
 

 

 

A) B) 
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4.1.3 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente no comportamento locomotor dos 

animais 
 

A figura 12 ilustra a atividade locomotora basal dos animais 

ao longo dos 26 dias de livre-escolha. O resultado mostra que o 

consumo de EtOH ou EtOH+ENp não alterou o comportamento de 

reatividade a ambiente novo nem a locomoção total de animais expostos 

a ambas as soluções durante os 26 dias de tratamento. Os animais foram 

colocados no monitor de atividade por 15 min nos dias 0, 1, 6, 13, 20 e 

26 do tratamento. A ANOVA de 1-via revelou que não há diferença 

significativa entre os grupos em nenhum dos tempos avaliados: 

tratamento [F (4, 39) = 0,23; P = 0,91] (n = 14 ou 15).  
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Figura 12. Atividade locomotora dos animais expostos a EtOH ou EtOH+ENp 

ao longo de 26 dias de consumo livre-escolha. O grupo controle representa 

animais isolados, sem acesso a EtOH ou EtOH+EDp durante os 26 dias de 

tratamento. O tempo 0 indica avaliação antes do consumo de EtOH, o dia 1 

corresponde avaliação locomotora dos animais após 24 h de acesso à solução de 

EtOH. As barras representam média ± E.P.M. e os dados estão apresentados em 

3 blocos de 5 min (n = 8 a 10). Não houve diferença significativa entre os 

grupos (primeiros 5 min e tempo total avaliado) (ANOVA de 1-via, P > 0,05).  

 

 
4.1.4 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente no comportamento tipo-ansiedade 

avaliado após 24h de abstinência 

 
A tabela 4 ilustra os resultados da avaliação do 

comportamento tipo-ansiedade no teste de L.C.E. após 24h de 

abstinência a EtOH ou EtOH+ENp. A ANOVA de 1-via revelou que 

não houve diferença significativa em nenhum dos parâmetros 

analisados: % entrada nos braços abertos [F (4, 63) = 0,61; P = 0,65]; % 

tempo nos braços abertos [F (4, 63) = 0,95; P = 0,43]; % entrada nos 

braços fechados [F (4, 63) = 0,62; 0,65] e % tempo nos braços fechados 

[F (4, 63) = 0,96; P = 0,43]. O grupo controle são animais isolados e 

sem exposição a EtOH ou EtOH+ENp durante os 26 dias de livre-

escolha; o grupo naïve são animais mantidos em caixas moradias em 

grupos de 5 animais do mesmo sexo, sem tratamento. (%E.B.A. = % 

entrada nos braços abertos; %E.B.F. = % entrada nos braços fechados; 

% T.B.A. = % tempo nos braços abertos; %T.B.F. = tempo nos braços 

fechados). 
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Tabela 4. Dados da avaliação do comportamento tipo-ansiedade avaliado 24 h 

após os 26 dias de exposição livre-escolha de EtOH ou EtOH+ENp em regime 

contínuo ou intermitente 

 
   Grupos 

 
Medidas 

Controle EtOH 

contínuo 

EtOH 

intermitente 

EtOH+ENp 

contínuo 

EtOH+ENp 

intermitente 

%EBA 39,6±3,7 33,2±3,4 38,3±2,3 38,6±2,9 38,7±4,2 

%EBF 60±3,7 67±3,4 62±2,3 61±2,9 61±4,0 

%TBA 23±2,9 16,2±2,6 21,9±2,3 22,9±2,9 20,6±3,5 

%TBF 77±3,0 84±2,7 78±2,3 77±3,0 79±3,5 

 
 

4.1.5 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente sobre a função cognitiva avaliada 

no período de abstinência 

 

A figura 13 mostra que animais tratados com solução 

experimental de EtOH ou EtOH+EDp apresentaram a função cognitiva 

preservada quando comparado ao grupo controle. Este grupo controle 

representa animais isolados e sem exposição a EtOH ou EtOH+EDp 

durante os 26 dias de livre-escolha; o grupo naïve são animais mantidos 

em caixas moradias em grupo de 5 animais do mesmo sexo, sem 

tratamento, e usados para validar nosso experimento. A ANOVA de 

medidas repetidas revelou diferença significativa na interação [F (5, 61) 

= 5,195; P = 0,0005], no tempo de investigação dos objetos novo e 

familiar [F (1, 61) = 149,0; P < 0,001] e no pareamento [F (61, 61) = 

6,707; P < 0,0001] (Fig. 12-A). A ANOVA de 1-via (Fig. 12-B) revelou 

que houve diferença significativa no percentual de reconhecimento de 

objetos entre os grupos [F (5, 62) = 7,698; P < 0,0001].  
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Figura 13. Memória de curta duração avaliada no teste de reconhecimento de 

objetos após 3 dias de abstinência do consumo voluntário de EtOH ou 

EtOH+ENp por 26 dias. O percentual de reconhecimento de objetos (RO) foi 

calculado da seguinte forma: % RO = [(tempo de investigação do objeto novo – 

tempo de investigação do objeto familiar) / (tempo total de investigação)] * 100. 

As barras representam a média ± E.P.M. (n = 10 – 12). * representa diferença 

significativa entre o tempo de investigação dos objetos novo e familiar 

(ANOVA de medidas repetidas, P < 0,05); # representa diferença significativa 

comparados aos grupos Controle, EtOH_cont e EtOH+ENp_cont (ANOVA de 

1-via, P < 0,001). 

 

 

 

4.1.6 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente sobre o comportamento de busca 

pela novidade no período de abstinência 

 

A figura 14 ilustra o aumento do percentual de busca pela 

novidade de animais com acesso intermitente a EtOH ou EtOH+ENp no 

5º dia de abstinência após 26 dias de consumo voluntário. A ANOVA de 

1-via revelou diferença significativa entre os grupos [F (4, 58) = 4,475; 

P = 0,0032]. 
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Figura 14. Comportamento de busca pela novidade após 5 dias de abstinência 

do consumo voluntário de EtOH ou EtOH+ENp por 26 dias. O tempo gasto no 

compartimento familiar e novo foi usado para o cálculo do percentual de busca 

pela novidade: %NS = [(tempo gasto no ambiente novo – tempo gasto no 

ambiente familiar) / 600] * 100. As barras representam a média ± E.P.M. (n = 

11 - 13). * indica diferença significativa comparada ao grupo controle (ANOVA 

de 1-via, P = 0,0032). 

 
 
 

4.1.7 Efeito da exposição à associação de EtOH e ENp em regime 

contínuo ou intermitente sobre os efeitos de privação a 

etanol avaliado durante o período de abstinência 

 

A figura 15 ilustra o resultado do consumo de EtOH 10% por 

48 h consecutivos após 7 dias de abstinência. Os dados mostram que EN 

não preveniu os efeitos de privação ao EtOH em animais que tiveram 

acesso intermitente em comparação ao grupo intermitente de EtOH (não 

houve diferença significativa entre ambos os grupos). Por outro lado, o 

grupo que teve acesso contínuo à EtOH+ENp sugere que EN pode ter 

prevenido os efeitos de privação ao EtOH. Isso revela que o padrão tipo-

binge (grupos intermitentes) aumenta os riscos de recaída ao EtOH. A 

ANOVA de 1-via, seguido do teste post hoc de Bonferroni, revelou 

diferença significativa no tratamento [F (4, 68) = 6,573, P = 0,0002]. 
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Figura 15. Efeitos de privação ao EtOH após 7 dias de privação do consumo 

voluntário de EtOH ou EtOH+ENp por 26 dias. As barras representam a média 

± E.P.M. das 48 h de consumo de EtOH 10% expressa em g/kg (n = 14 ou 15). 

* representa diferença significativa comparada ao controle (ANOVA de 1-via, P 

< 0,001); # representa diferença significativa comparado ao grupo 

EtOH+EDp_cont (P < 0,01).  

 
 

 

4.2 TRATAMENTO INTRAGÁSTRICO (I.G.) 
 

 

4.2.1 Avaliação da atividade locomotora após administração 

intragástrica aguda e repetida da associação de EtOH e EN 

 

A figura 16-A ilustra a hiperlocomoção produzida pela 

administração aguda de EtOH+EN nos primeiros 5 min de avaliação e a 

hipocolocomoção total produzida por EtOH no dia 1 do tratamento (Fig. 

16-B). No 6º dia de tratamento (Fig. 16-C), não houve diferença 

significativa nos efeitos locomotores produzidos pela administração 

repetida de ambas as drogas nos primeiros 5 min de avaliação; e apenas 

houve diferença estatística entre os grupo EtOH e EN (Fig. 16-D). O 

grupo controle recebeu apenas água. A ANOVA 1-via mostrou 

diferença significativa no dia 1 em ambos os tempos avaliados [F (3, 43) 

= 4,880, P = 0,005] (Fig. 16 A e B); e diferença significativa no tempo 

total avaliado no dia 6 [F (3, 42) = 4,780; P = 0,005] (Fig. 16-D), mas 

não houve diferença significativa nos primeiros 5 min de avaliação [F 

(3, 42) = 2,550; P = 0,068] (Fig. 16-C). 
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Dia 6: 
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Figura 16. Atividade locomotora de animais submetidos à administração aguda 

e repetida de EtOH e/ou EN via gavagem. Os animais foram individualmente 

avaliados no monitor de atividades por 30 min após 15 min da administração 

i.g. de EtOH (3,4 g/kg/dia) e/ou EN (10,71 ml/kg/dia). A) representa os 

primeiros 5 min de avaliação dos animais submetidos à administração aguda; B) 

representa a atividade locomotora total dos animais submetidos à administração 

aguda; C) representa os primeiros 5 min de avaliação dos animais submetidos à 

administração via i.g. no dia 6 do tratamento; D) representa a atividade 

locomotora total dos animais submetidos à administração via i.g. no dia 6 do 

tratamento. As barras e linhas representam as médias ± E.P.M. de cada grupo (n 

= 11-13). * indica diferença significativa entre os grupos EtOH+EN vs. 

Controle e EtOH; # indica diferença significativa entre os grupos EtOH vs. 

A) B) 

C) 
D) 



62 

 

Controle e EN; & indica diferença significativa entre EtOH vs. EN (ANOVA de 

1-via, P<0,05).  

 

 

A Tabela 5 ilustra a dose administrada diariamente de cada 

componente de EN (Red Bull) dos grupos EtOH+EN ou EN, submetidos 

a administração via gavagem. Ambos os grupos (EtOH+EN e EN) 

receberam a mesma dose de EN. 

 
 

Tabela 5: Dose diária administrada de cada componente do energético Red Bull, 

representados em mg ou g/kg de peso animal. 

COMPONENTES Dose administrada 

taurina (mg/kg) 42,8 

cafeína (mg/kg) 3,4 

inositol (mg/kg) 2,1 

glucuronolactona (mg/kg) 25,7 

açúcares (sacarose+glicose) (g/kg) 1,1 

 

 

4.2.2 Avaliação da função cognitiva após administração 

intragástrica repetida da associação EtOH e EN 

 

As figuras 17 e 18 ilustram o prejuízo cognitivo produzido 

pela administração repetida de dose de 3,4 g/kg/dia de EtOH via 

gavagem. Ambos os testes foram realizados no 3º dia após o tratamento 

e representam grupos independentes. Para o teste de Reconhecimento de 

Objetos, a ANOVA de medidas repetidas (Fig. 17-A) revelou diferença 

significativa na interação [F (3, 41) = 9,9; P < 0,0001], no tempo [F (1, 

41) = 16; P = 0,0003] e no pareamento [F (41, 41) = 2,9; P = 0,0005] do 

tempo de investigação entre os objetos familiar e novo. A ANOVA de 

1-via (Fig. 17-B) revelou diferença significativa no tratamento [F (3, 42) 

= 7,215; P = 0,0005].  
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Figura 17. Memória de curta duração avaliada no teste de reconhecimento de 

objetos após 3 dias do fim das administrações via gavagem. O percentual de 

reconhecimento de objetos (RO) foi calculado da seguinte forma: % RO = 

[(tempo de investigação do objeto novo – tempo de investigação do objeto 

familiar) / (tempo total de investigação)] * 100. As barras representam média ± 

E.P.M (n = 11 ou 12). * indica diferença significativa entre o tempo de 

investigação do objeto novo e familiar (ANOVA medidas repetidas, P<0,05); # 

indica diferença significativa comparada ao grupo controle (ANOVA de 1-via, 

P = 0,0005). 

 

No teste de discriminação social, a ANOVA de medidas 

repetidas (Fig. 18-A) revelou diferença significativa na interação [F (3, 

36) = 5,3; P = 0,0038], no tempo [F (1, 36) = 23; P < 0,0001] e no 

pareamento [F (36, 36) = 8,6; P < 0,0001] do tempo de investigação dos 

animais J1 e J2. A ANOVA de 1-via (Fig. 18 – B) revelou diferença 

significativa entre os grupos [F (3, 36) = 5,510; P = 0,0032]. 
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Figura 18. Memória de curta duração avaliada pelo teste de discriminação social 

após 3 dias do fim do tratamento via gavagem. A taxa de discriminação foi 

calculada usando a seguinte fórmula: (tempo de investigação de J2/ tempo de 

investigação de J1). As barras representam média ± E.P.M. (n = 10). * indica 

A) B) 

A) B) 
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diferença significativa no tempo de investigação entre os jovens novo e familiar 

(ANOVA de medidas repetidas, P<0,01); # indica diferença significativa 

comparada ao grupo controle (ANOVA de 1-via, P<0,05). 

 

 

4.2.3 Avaliação dos efeitos reforçadores de etanol após 

administração intragástrica repetida da associação de EtOH 

e EN 

 

A figura 19 ilustra que a pré-exposição à EtOH+EN 

intragástrica aumentou a preferência dos animais no teste da PCL. Sete 

dias após o fim do tratamento repetido da associação de EtOH e EN, os 

animais foram condicionados na PCL através de 10 ciclos de 

condicionamento (5 pareamentos com a droga alternados com salina). A 

ANOVA de medidas repetidas (Fig. 19-A) mostra que houve diferença 

significativa na interação [F (7, 72) = 3,4; P = 0,0024], no tempo [F (1, 

72) = 47; P < 0,0001], no tratamento [F (7, 72) = 2,4; P = 0,0284] e no 

pareamento [F (72, 72) = 1,6; P = 0,0269] dos animais condicionados 

com EtOH. A ANOVA de 1-via (Fig. 19-B) revelou diferença 

significativa entre os grupos condicionados com EtOH 1 g/kg [F (3, 36) 

= 3,076; P = 0,0397].  
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Figura 19. Efeitos reforçadores de EtOH avaliado no teste da PCL em ratos 

previamente tratados com EtOH e/ou EN via gavagem. O teste iniciou após 7 

dias do fim do tratamento via gavagem e consistiu de 2 dias de pré-

condicionamento, 10 dias de condicionamento e 1 dia de pós-condicionamento. 

O tempo gasto no compartimento pareado com EtOH no pré e pós-

condicionamento foi mensurado e usado para calcular o índice de Preferência: Δ 

do tempo gasto no compartimento pareado com EtOH no pré e pós-

condicionamento. As barras representam médias ± E.P.M. (n = 8 - 10). * indica 

diferença significativa entre o tempo gasto no pré e pós condicionamento 

(ANOVA de medidas repetidas, P < 0,0001); # indica diferença significativa em 

comparação com o grupo Controle (ANOVA de 1-via, P = 0,0096). 

A) 
B) 
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Tabela 6. Resumo de experimentos e resultados 
 

TESTES RESULTADOS 

Consumo voluntário de EtOH ou 

EtOH+ENp por 26 dias 

   Consumo de EtOH dos grupos cont e 

int de EtOH+ENp comparado aos 

grupos EtOH 

Atividade locomotora durante o 

consumo voluntário (c.v.) 

Não houve diferença estatística 

Comportamento tipo-ansiedade 

após 24h de abstinência (c.v.) 

Não houve diferença estatística 

Memória de curta duração após 

3 dias de abstinência (c.v.) 

Não houve déficit cognitivo dos grupos 

expostos à solução experimental 

Busca pela Novidade após 5 dias 

de abstinência (c.v.) 

Apenas os grupos com regime 

intermitente apresentaram maior % NS 

Efeitos de Privação ao EtOH 

após 7 dias de abstinência (c.v.) 

EN preveniu os efeitos de privação do 

grupo contínuo  

Atividade locomotora após 

administração aguda e repetida 

de EtOH e/ou EN via gavagem 

(i.g.) 

Hiper e hipolocomoção dos grupos 

EtOH+EN e EtOH, respectivamente, 

após administração aguda. Não houve 

diferença significativa entre os grupos 

no 6º dia de tratamento. 

Memória de curta duração após 

3 dias de abstinência (i.g.)  

Prejuízo cognitivo dos grupos EtOH e 

EtOH+EN  

Efeitos reforçadores de EtOH 

após 7 dias de abstinência (i.g.) 

avaliada no teste de PCL 

Pré-tratamento com EtOH+EN facilitou 

o condicionamento na PCL  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A hipótese deste trabalho de que o consumo da associação de 

EtOH e EN pode facilitar a transição para o alcoolismo foi corroborada 

com os dados do presente estudo. Nossos resultados mostraram que 

animais submetidos ao consumo voluntário prolongado de EtOH+ENp 

apresentaram um elevado consumo de EtOH em 24 h de acesso e no 

total de 26 dias de tratamento quando comparados aos animais expostos 

apenas a solução de EtOH. Foi também mostrado que o padrão de 

consumo (contínuo ou intermitente) pode ser um fator relevante para o 

desenvolvimento da dependência, uma vez que o comportamento de 

busca pela novidade mostrou-se alterado em animais com acesso 

intermitente às soluções EtOH ou EtOH+ENp e os efeitos de privação 

ao EtOH não foram prevenidos em animais com acesso intermitente a 

EtOH+ENp. Além disso, EN parece não prevenir os prejuízos 

cognitivos causados pelo EtOH e a pré-exposição à associação 

EtOH+EN facilitou o condicionamento na PCL com reduzidas sessões 

de condicionamento. 

Segundo os conceitos tradicionais de transição a dependência, o 

acesso intermitente à solução etanólica neste protocolo simula o perfil 

binge de consumo de EtOH (consumo escalonar e intensificado) 

(GEORGE et al., 2012). Esse padrão de consumo é considerado um 

comportamento de risco para a transição à dependência e alguns estudos 

mostraram que os repetidos episódios de abstinência podem produzir 

distúrbios no eixo HPA e aumento da sensibilidade dos receptores 

glicocorticóides, os quais estão envolvidos na resposta ao estresse 

(BECKER & HAPPEL, 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012; 

SPANAGEL, 2009).  

O resultado da avaliação da atividade locomotora basal dos 

animais (Fig. 12) foi diferente do esperado. Em um estudo realizado por 

Tukey et al. (2013), houve elevação da locomoção espontânea de ratos 

Sprague-Dawley pelo consumo de 25% de sacarose ao longo de 7 dias. 

Kofman et al. (2008) mostraram que a administração de 1,5 g/ kg/ dia de 

inositol por três semanas consecutivas aumentou a atividade locomotora 

basal de roedores. Harvey et al. (2001) mostraram que doze semanas de 

tratamento com 1,2 mg/ kg de inositol, via oral, em cobaias aumentou a 

densidade de receptores dopaminérgicos D2 estriatais. Em nosso estudo, 

os animais expostos a associação EtOH+ENp consumiram 

aproximadamente 3,5 a 5 mg/ kg/ dia de inositol durante 

aproximadamente 4 semanas e a concentração de sacarose da solução 
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era aproximadamente 11%. Dessa forma, provavelmente a dose de 

inositol e de sacarose consumida pelos animais em nosso estudo foi 

subefetiva para causar tal fenômeno ou a resultante da combinação de 

todos os componentes EtOH+ENp pode ter anulado essas respostas. 

Mais estudos seriam necessários para avaliar se 26 dias de exposição a 

essa dose de inositol seria suficiente para alterar a densidade dos 

receptores dopaminérgicos. Por outro lado, o tratamento crônico com 

inositol poderia ser interessante para reverter a redução dos níveis de 

receptores D2 estriatais de animais dependentes ou de ratos que preferem 

EtOH (STEFANINI et al., 1992; MCBRIDE et al., 1993). Não foi 

encontrado nenhum dado na literatura sobre os efeitos da interação de 

glucuronolactona, taurina e cafeína com EtOH na atividade locomotora 

basal de roedores em exposição prolongada. 

O resultado do consumo voluntário mostra que a associação 

EtOH+ENp aumentou o consumo total de EtOH (Fig. 9, 11), sem alterar 

o peso animal. Esses resultados concordam com os dados 

epidemiológicos realizados em seres humanos – aumento da ingestão de 

quantidade de EtOH pela associação de EtOH e EN (ARRIA et al., 

2011; O´BRIEN et al., 2008; NAIMI et al., 2003; KNIGHT et al., 2002). 

Diversos fatores podem ter influenciado esse comportamento, como o 

aumento da palatabilidade de EtOH causado pelos açúcares de EN 

(aproximadamente 11% de glicose e sacarose) e consequente aumento 

da ativação da via da recompensa, redução de alguns dos efeitos 

indesejados de EtOH e/ou algum mecanismo de interação específico 

entre alguns dos componentes de ENp e EtOH. 

Diversos estudos em modelos animais já demonstraram que a 

sacarose misturado à solução de EtOH pode aumentar o consumo total 

de EtOH. Mathews et al. (2001) compararam o padrão de consumo de 

EtOH e a etanolemia de ratos Sprague-Dawley submetidos ao protocolo 

de livre-escolha em solução de EtOH (6%) combinado com sacarose 

(10%) ou com sacarina (0,125%). O grupo com acesso a EtOH+sacarose 

apresentou maior consumo de dose de EtOH em comparação com os 

grupos expostos a EtOH+sacarina ou EtOH apenas. Czachowski et al. 

(2003) e Slawecki et al (1997) também encontraram o mesmo efeito no 

consumo de EtOH em ratos Long-Evans com acesso a EtOH+sacarose. 

Além disso, esses estudos mostraram que o consumo de EtOH em g/kg 

aumentou equivalentemente às concentrações alcoólicas na solução de 

sacarose, sendo mais importante a concentração de sacarose (1 – 20 %) 

do que de etanol (5 - 20%) na solução no perfil de consumo de EtOH. 

Portanto, a sacarose per se parece aumentar substancialmente o consumo 

de EtOH quando ambas estão associadas e de forma proporcional a 
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concentração alcoólica da solução. Esse aumento do consumo causado 

pelo aumento da palatabilidade pode também estar relacionado com o 

aumento da ativação da via da recompensa. 

Não apenas alimentos palatáveis podem aumentar a liberação 

de DA no NAc, como também cafeína, taurina e EtOH (FERRÉ & 

O´BRIEN, 2011; ERICSSON et al., 2006; AVENA et al., 2004; 

DAHCHOUR et al., 1996). A cafeína parece potencializar a liberação de 

DA pelo bloqueio dos receptores pré-sinápticos A1 nos terminais 

dopaminérgicos e pelo bloqueio dos receptores A2A pós-sináptico no 

estriado ventral. Nesta região, os receptores A2A parecem formar 

dímeros com os receptores D2 de DA, cuja interação é antagônica, ou 

seja, o bloqueio de receptores A2A aumentará a função dos receptores D2 

simultaneamente ao aumento da liberação de DA produzido pelo EtOH 

(FERRÉ & O´BRIEN, 2011). A taurina, por sua vez, parece aumentar a 

liberação de DA pela ativação direta de GlyR presentes no NAc de 

forma dependente da ativação concomitante dos receptores nACh 

(ERICSSON et al., 2010, 2006; MOLANDER & SÖDERPALM, 2005; 

LOBO et al., 2004). Dessa forma, a associação dessas bebidas 

(EN+EtOH) possivelmente intensificaria a liberação de DA e a atividade 

dos receptores dopaminérgicos no estriado ventral, produzindo um 

efeito estimulante. De fato, a administração i.g. aguda da associação 

EtOH+EN aumentou a atividade locomotora dos animais nos primeiros 

5 min de avaliação no monitor de atividades (Fig. 16-A). Esse aumento 

responsivo da atividade locomotora dos animais tratados com EtOH+EN 

poderia também ter uma correlação com o impacto a novidade. Sabe-se 

que o aumento desse comportamento animal em resposta a um efeito de 

uma droga de abuso está relacionado com o aumento dos efeitos 

reforçadores da mesma (BARDO et al., 1996; BARDO & DWOSKIN, 

2004; BEVINS, 2001). 

Diferente de mostrado por Ferreira et al. (2004) que viram 

apenas um antagonismo dos efeitos depressores de EtOH na atividade 

locomotora, em nosso estudo a associação dessas bebidas aumentou a 

atividade locomotora dos animais nos primeiros 5 min de avaliação (Fig. 

16-A). Essas diferenças poderiam ter ocorrido possivelmente pelas 

diferentes doses de EtOH administrada, a espécie utilizada e/ou a 

representação dos dados, uma vez que Ferreira et al. (2004) 

representaram seus dados como média da avaliação dos 45 min 

divididos em 3 blocos de 15 min. Ferreira et al (2004) administraram 

uma dose de 2,5 g/ kg (i.g) de EtOH em camundongos, enquanto em 

nosso estudo foi administrado a dose de 3,4 g/ kg (i.g.) em ratos. A dose 

de EtOH sobre a locomoção de roedores parece ser importante para os 
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efeitos de Tau, que parece produzir efeito dose-dependente sobre os 

efeitos de EtOH (OLIVE, 2002). Aragon et al. (1992) encontraram um 

aumento da atividade locomotora de ratos Long-Evans tratados com Tau 

(30, 45 e 60 mg/kg, via oral) pela administração de 2 g/ kg (i.p.) de 

EtOH no teste de campo aberto, enquanto uma atenuação da locomoção 

com administração de dose de 1 g/ kg (i.p.) de EtOH na mesma espécie 

de animais. Ginsburg e Lamba (2008) viram uma atenuação da 

hiperlocomoção causada pela dose de 1,75 g/ kg de EtOH em associação 

com 1,75 g/ kg de Tau em camundongos. Esses resultados mostram que 

a Tau parece produzir efeitos estimulatórios em doses altas de EtOH, e 

reduzir os efeitos estimulatórios de uma dose baixa de EtOH em 

roedores. A cafeína associada ao EtOH parece aumentar a atividade 

locomotora de animais, independente da dose de EtOH administrada 

(HILBERT et al., 2013; KURIBARA et al., 1992). Portanto, 

possivelmente a espécie ou dose de EtOH administrada tenha produzido 

essas divergências.  

Outra hipótese para o elevado consumo de EtOH seria pela 

redução de alguns dos  efeitos indesejados de EtOH pelo ENp. Estudos 

em roedores mostraram que Tau e cafeína podem reduzir os efeitos 

hipnóticos produzidos pelo EtOH (BOGGAN et al., 1978; YACOUBI et 

al.; 2003). A cafeína, particularmente, parece reduzir também a ataxia e 

os efeitos hipnóticos produzidos pelo EtOH, além de modular os efeitos 

ansiolíticos de EtOH (FERRÉ & O´BRIEN, 2011; PREDIGER et al., 

2006, 2004). Portanto, possivelmente a interação desses componentes 

com EtOH reduziria a aversão produzida pelo consumo de grandes 

quantidades de EtOH, o que contribuiria também para o elevado 

consumo de EtOH.  

Outros estudos ainda mostraram que a associação de cafeína e 

EtOH per se poderia aumentar o consumo deste último. Kunin et al. 

(2000) mostraram um efeito dose-resposta em U invertido de cafeína no 

consumo de EtOH. A administração de dose de 5 mg/ kg de cafeína (via 

i.p.) antes de cada sessão de livre-escolha aumentou o consumo de 

EtOH, enquanto uma dose maior (10 mg/ kg) ou menor (2,5 mg/ kg) não 

produziu efeito no consumo de EtOH. Gilbert (1979) mostrou que a 

associação de cafeína na solução alcoólica facilitou o consumo de EtOH 

em ratos, enquanto De Carvalho et al. (2012) não encontraram diferença 

entre os animais com acesso a EtOH ou EtOH+cafeína em protocolo 

livre-escolha. Essas divergências possivelmente se devem a dose de 

cafeína administrada. Doses elevadas de cafeína, como no estudo 

realizado por De Carvalho et al. (2012) (animais administraram 

aproximadamente 40 a 50 mg/ kg de cafeína), parecem não alterar o 
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consumo de EtOH. Entretanto, doses em torno de 5 mg/ kg de cafeína 

possivelmente podem aumentar o consumo de EtOH (REZVANI et al., 

2013; KUNIN et al., 2000). A dose de cafeína administrada pelos 

animais em nosso estudo foi de aproximadamente 6 a 8 mg/ kg, ou seja, 

uma dose que possivelmente pode elevar o consumo de EtOH. Além 

disso, é possível que um efeito diurético da cafeína possa contribuir para 

o aumento do consumo de EtOH. No entanto, possivelmente esse efeito 

seria tênue uma vez que diversos estudos anteriores já demonstraram 

que a cafeína afeta o perfil de consumo de EtOH de forma dose-

dependente. 

Estudos sobre os efeitos da interação entre EtOH e inositol ou 

glucuronolactona ainda são bastante escassas na literatura. A 

glucuronolactona é um metabólito natural formado através da 

metabolização de glucose no fígado e parece apresentar um papel 

positivo no desempenho de ratos testados no nado por exaustão 

(MCLELLAN & LIEBERMAN, 2012). Além disso, outros estudos 

sugerem que sua metabolização pelo fígado forma o ácido L-ascórbico, 

contribuindo com um agente antioxidante (CHATTERJEE et al., 1959; 

BURNS & EVANS, 1956; EISENBERG & FIELD, 1956). Dessa 

forma, a glucuronolactona parece aumentar a resistência durante a 

exaustão e contribuir como antioxidante no combate às espécies reativas 

de oxigênio produzidas durante o metabolismo de EtOH.  

O inositol também deriva da glicose e é considerado um 

precursor na via metabólica de fosfatidilinositol (IP), um componente 

importante para os sistemas de sinalização dos receptores acoplados a 

Proteína G (BRINK et al., 2004). Alguns estudos sugerem que o inositol 

atua nos receptores serotoninérgicos 5-HT2, sem afetar diretamente as 

sinapses e os níveis encefálico de monoaminas (EINAT et al., 2001, 

1999). Além disso, outros estudos mostraram que o inositol parece 

apresentar um efeito antidepressivo (BRINK et al., 2004; FISHER et al., 

2003; HARVEY et al., 2002; EINAT et al., 2001, 1999).  

Ainda sobre o consumo voluntário, é interessante notar que o 

grupo intermitente de EtOH+ENp parece apresentar um perfil de 

consumo escalonar mais intensificado do que o grupo intermitente de 

EtOH (Fig. 9). Uma possível hipótese para tal fenômeno, o qual poderia 

somar aos episódios de abstinência repetida, seria um possível 

desenvolvimento de tolerância farmacológica aos efeitos de EtOH e/ou 

EN, uma vez que estudos prévios já mostraram que indivíduos e animais 

desenvolvem tolerância aos efeitos de EtOH e cafeína com o uso 

repetido dessas substâncias. Por esse motivo, a atenuação da atividade 

locomotora dos animais tratados com EtOH e/ou EN avaliada no 6º dia 
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de administração intragástrica (Fig. 16 - C e D) poderia ter ocorrido 

devido ao desenvolvimento da tolerância farmacológica. Dessa forma, a 

fim de obter um efeito estimulante semelhante ao apresentado no dia 1 

(Fig. 16-A), maiores doses de EtOH e/ou EN seriam necessários. No 

entanto, esse resultado pode também ser interpretado como uma 

habituação dos animais ao monitor de atividades, não tendo implicação 

dos componentes de EN ou EtOH sobre a locomoção.  

Outro fator relevante dos grupos expostos ao regime 

intermitente de EtOH ou EtOH+ENp é o desenvolvimento de um 

comportamento mais aguçado de busca pela novidade (Fig. 14), um 

comportamento considerado de risco para o desenvolvimento da 

dependência às drogas (PARKITNA et al., 2013; BECKER & HAPPEL, 

2012; GEORGE et al., 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012; 

SPANAGEL, 2009). Esse traço comportamental também foi observado 

no percentual do teste de RO (Fig. 13-B), um teste também usado para 

avaliar esse comportamento. Esses resultados mostram que o consumo 

binge per se é capaz de alterar esse comportamento de risco para o 

desenvolvimento, seja pela exposição apenas ao EtOH ou a associação 

de EtOH+ENp. 

O déficit cognitivo produzido pelas administrações i.g. de EtOH 

mostra que EN não preveniu os prejuízos da memória de curta duração 

(Fig. 17 e 18), apesar dos resultados do consumo voluntário mostrarem 

déficit cognitivo apenas do grupo controle (Fig. 13-A). Provavelmente 

esse resultado do grupo controle do consumo voluntário se deve ao 

isolamento social prolongado dos animais. Diversos estudos mostraram 

que quatro semanas de isolamento social produz estresse e depressão 

nos animais, além de ser suficiente para causar diversos danos 

neuronais, resultando, por exemplo, em prejuízos cognitivos (KAMAL 

et al., 2014; CIPPITELLI et al., 2012; STRANAHAN et al., 2006; 

HUONG et al., 2005; LAPIZ et al., 2003; BARTOLOMUCCI et al., 

2003; HILAKIVI et al., 1989). Por outro lado, esse resultado confirma 

os dados da literatura sobre o uso de EtOH para aliviar ou prevenir 

sintomas emocionais negativos, como ansiedade e disforia (BECKER & 

HAPPEL, 2012; EDWARDS & KOOB, 2010). No entanto, é necessário 

ressaltar que o período de 26 dias de exposição ao EtOH ou EtOH+ENp 

preveniu os danos produzidos no encéfalo pelo estresse prolongado no 

protocolo livre-escolha. Possivelmente, em uma exposição mais 

prolongada desses componentes não haveria tal efeito protetor, mas 

danos neuronais produzidos pela própria exposição ao EtOH. Dessa 

forma, apesar de animais expostos às soluções experimentais durante o 

consumo voluntário não terem apresentados déficit cognitivo, o 
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resultado do tratamento i.g. mostrou que EN não foi efetivo em prevenir 

os danos cognitivos produzidos por EtOH (Fig. 17 e 18), um efeito 

deletério comumente observado em consumidores binge. Outro fator 

que poderia ser relevante para o resultado da DS (Fig. 18) seria um 

possível prejuízo olfativo dos animais produzidos pelos efeitos 

deletérios de EtOH. De fato, esse teste comportamental utiliza a 

capacidade do animal em discriminar o cheiro do animal familiar e o 

novo. No entanto, como o resultado do teste de RO (Fig. 17) foi 

semelhante ao de DS, o prejuízo olfativo dos animais tratados com 

EtOH ou EtOH+EN seria possivelmente tênue.  

Apesar dos efeitos neuroprotetores de cafeína e Tau estarem 

bem estabelecidos na literatura (ESPINOSA et al., 2013; WU & 

PRENTICE, 2010; DAHCHOUR & DE WITTE, 2000), possivelmente 

o consumo binge de EN associado ao EtOH não previne dos efeitos 

deletérios deste último no encéfalo. Considerando que a função do PFC 

é essencial para as funções executivas dos mamíferos, como o controle 

inibitório do comportamento e os processos de tomada de decisão, 

nossos resultados sugerem que consumidores binge de EtOH ou 

EtOH+EN apresentarão danos neuronais equivalentes na função da 

região frontal do encéfalo. Além disso, possivelmente o consumo de 

maiores doses de EtOH, como ocorre nos consumidores da associação 

EtOH+EN, poderia implicar em danos cognitivos ou alterações 

neurofisiológicas ainda mais graves.  

Os efeitos de privação ao EtOH é um teste preditivo para 

recaída ao uso da droga (MORSE & FLAVIN, 1992) e pode ser 

considerada um comportamento relevante para a transição à 

dependência (COLOMBO et al., 2003). A Fig. 15 revelou que a 

exposição intermitente de EtOH+ENp não preveniu dos efeitos de 

privação ao EtOH, uma vez que não houve diferença significativa entre 

os grupos intermitentes de EtOH ou EtOH+ENp. Os grupos EtOH_cont 

e EtOH_int apresentaram os efeitos de privação ao EtOH como 

esperado, uma vez que quatro semanas de exposição ao EtOH em 

protocolo livre-escolha é capaz de produzir o desenvolvimento desse 

comportamento (LÊ & SHAHAM, 2002). Os efeitos de privação ao 

EtOH do grupo intermitente de EtOH+ENp provavelmente se deve aos 

repetidos episódios de abstinência durante os 26 dias de tratamento, os 

quais poderiam desregular a função do sistema de estresse e aumentar a 

motivação na busca pela droga (BECKER & HAPPEL, 2012; 

VENDRUSCOLO et al., 2012; SPANAGEL, 2009; SANCHIS-

SEGURA & SPANAGEL, 2006). Dessa forma, a exposição intermitente 

ao EtOH ou EtOH+ENp, ou o consumo tipo-binge dessas bebidas, 
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parece produzir alterações semelhantes para o comportamento de 

recaída em animais. Curiosamente, EN preveniu esse comportamento 

em animais expostos ao regime contínuo. No entanto, a falta dos 

componentes açucarados na solução de EtOH 10% para avaliação dos 

efeitos de privação pode ter contribuído para uma resposta falso-

negativa. Como os animais expostos de forma ilimitada à solução 

EtOH+ENp não experimentaram episódios de abstinência e apenas 

foram expostos à solução adocicada de EtOH durante os 26 dias de 

tratamento, possivelmente o sabor não-palatável do EtOH (sem os 

açúcares) no teste de efeitos de privação tenha limitado o consumo de 

EtOH por esse grupo. No entanto, considerando que os grupos 

EtOH+ENp_cont consumiram doses muito maiores de EtOH comparado 

ao seu grupo controle de EtOH (EtOH_cont) e o aumento dos efeitos 

recompensadores de EtOH+EN pela avaliação locomotora dos animais 

tratados via i.g. (Fig. 16-A) poderia incentivar o comportamento de 

busca pela droga, não se pode descartar que o consumo prolongado e 

diário de EtOH+ENp tenha produzido diferentes alterações no sistema 

de estresse ou na neuroplasticidade produzido pelo consumo repetido de 

EtOH quando comparado ao seu grupo controle (EtOH_cont). É 

interessante observar também que os efeitos hedônicos de EtOH ou 

EtOH+ENp não foram afetados durante o consumo voluntário, uma vez 

que o consumo de EtOH desse grupo apresentou-se praticamente 

estável. Dentre os constituintes com possíveis ações sobre esse 

comportamento, se de fato houve um efeito protetor de ENp sobre os 

efeitos de privação, seriam novamente a cafeína, o inositol e/ou a Tau. 

O inositol parece produzir um alívio dos efeitos de abstinência 

aguda ao EtOH devido sua ação nos receptores serotoninérgicos. De 

fato, não houve alteração do comportamento tipo-ansiedade avaliados 

durante a abstinência aguda em nenhum dos grupos avaliados (tabela 4), 

mesmo daqueles que consumiram grandes quantidades de EtOH (grupos 

EtOH+EDp). No entanto, se de fato o efeito de inositol fosse 

significativo possivelmente haveria uma redução do consumo de EtOH 

ao longo do consumo voluntário, como mostrado por algumas pesquisas, 

devido seu efeito antidepressivo (BRINK et al., 2004; 

EINAT&BELMAKER, 2001; EINAT et al., 2001; LEMARQUAND et 

al., 1994). Dessa forma, possivelmente os efeitos de inositol sobre a 

privação ao EtOH seriam tênues. 

De Carvalho et al. (2012) mostraram que a associação de EtOH 

e cafeína (1 g/L) em um protocolo de livre-escolha por 50 dias preveniu 

os efeitos de privação ao EtOH após 7 dias de abstinência. Porém, a 

dose de cafeína consumida pelos animais de De Carvalho et al. (2012) 
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foi de aproximadamente 40 a 50 mg/ kg, cerca de 7 vezes maior do que 

a dose ingerida pelos animais em nosso estudo (6~8 mg/ kg). Poucos 

estudos na literatura abordam os efeitos da administração concomitante 

e prolongada de cafeína e EtOH nos efeitos de privação ao EtOH. Por 

isso, mais estudos seriam necessários para avaliar se doses menores de 

cafeína produziria os mesmos efeitos.  

A taurina poderia ter algum papel relevante sobre os efeitos de 

privação. Sabe-se que o antagonismo dos receptores kappa-opióide 

(KOR) impede o aumento dos níveis de corticosterona, bloqueia o 

comportamento de busca pela droga induzido pelo estresse, previne o 

comportamento tipo-depressivo e tipo-ansiogênico induzido pela 

abstinência, sem afetar os efeitos relacionados à recompensa, como por 

exemplo, sem alteração do consumo de sacarose ou a estimulação 

locomotora induzida por morfina na administração de antagonista KOR, 

como nor-BNI (VEER & CARLEZON JR, 2013). No consumo agudo 

de EtOH há a ativação de MOR e DOR para produzir os efeitos 

hedônicos da droga, enquanto a ativação de KOR ocorre durante a 

abstinência, produzindo os efeitos indesejados de retirada. De acordo 

com a teoria de motivação de processo-oponente (SOLOMON & 

CORBIT, 1974), se o EtOH medeia a estimulação de MOR ou DOR 

para produzir os efeitos hedônicos, então poderia haver um mecanismo 

compensatório para aumentar DYN ou a função de KOR (SIROHI et al., 

2012). No entanto, isso produziria estados afetivos negativos, como o 

estresse, os quais anulariam os efeitos hedônicos produzidos pelo MOR 

e DOR. Seria mais coerente pensarmos se não haveria algum 

mecanismo para bloquear KOR ou inibir a liberação de DYN durante a 

administração aguda de EtOH a fim de que os efeitos hedônicos 

produzidos por MOR e DOR seja manifestado.  

Alguns estudos mostraram que agonistas KOR parecem reduzir 

a liberação de DA no NAc e no PFC (SIROHI et al., 2012; 

SHIPPENBERG et al., 2007), concordando com a nossa hipótese sobre 

a redução da liberação de DYN ou o bloqueio de KOR durante a 

administração aguda de EtOH. Ericsson et al. (2010) demonstraram que 

a administração de EtOH (via i.p.) aumenta a liberação de DA e de Tau 

no NAc. Outros estudos usando a técnica de microdiálise mostraram que 

KOR localizados na PFC e VTA também regulam a atividade basal dos 

neurônios dopaminérgicos mesocorticais (MARGOLIS et al., 2006; 

TEJEDA et al., 2009). Apesar de ser apenas uma especulação, é possível 

que a taurina seja capaz de interagir, direta ou indiretamente, em algum 

mecanismo para reduzir a liberação de DYN, uma vez que a taurina 

também é encontrado endogenamente no organismo de mamíferos. 
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Alguns estudos mostraram que a administração (i.p.) de Tau produz 

alguns efeitos semelhantes aos efeitos produzidos por antagonistas de 

KOR, como efeito ansiolítico (KONG et al., 2006) e antidepressivo em 

roedores (IIO et al., 2012; MURAKAMI & FURUSE, 2010; WU & 

PRENTICE, 2010; KONG et al., 2006; CHEN et al., 2004). Além disso, 

níveis de Tau parecem estar reduzidos no encéfalo de ratos dependentes 

ao EtOH (IWATA et al., 1980), ou seja, em animais que estão na fase 

negativa da retirada da droga. Obviamente mais estudos são necessários 

para provar essa hipótese, mas se de fato a Tau for capaz de reduzir a 

liberação de DYN e, consequentemente, reduzir a ativação de KOR, os 

distúrbios no sistema de estresse poderia ser prevenido, uma vez que o 

consumo oral de Tau parece elevar os níveis séricos desse aminoácido 

(ROSA et al., 2013). Um mecanismo molecular que poderia 

possivelmente estar envolvido seria a ativação dos receptores inibitórios 

de glicina pela Tau reduziria a liberação de neurotransmissores, 

incluindo de DYN. Consequentemente, a redução da ativação de KOR 

preveniria os efeitos de privação ao EtOH (Fig 15). Apesar das 

discussões dos efeitos isolados dos constituintes do EN, é possível que 

ocorra uma interação dessas substâncias em conjunto.  

A avaliação dos efeitos reforçadores de EtOH no teste de PCL 

(Fig. 19) mostrou que uma prévia exposição a doses moderadas de 

EtOH e/ou EN, via gavagem, facilitou o condicionamento no teste da 

PCL, possivelmente por aumentar a sensibilidade aos efeitos 

reforçadores de EtOH, uma vez que foram usadas reduzidas sessões de 

condicionamento. Esses dados estão de acordo com recentes evidências. 

Ferreira et al (2013) recentemente mostraram que a administração de 

EtOH e EN em camundongos que apresentam baixa sensibilização 

locomotora reverteu esse comportamento, ou seja, produziu 

sensibilização locomotora em camundongos que anteriormente 

apresentavam baixa sensibilização a dose desafio de EtOH. Hilbert et al. 

(2013) mostraram aumento da preferência de camundongos C57/B6 

condicionados com a associação de cafeína (3 e 15 mg/ kg) e EtOH 

(1,75 g/ kg) quando comparados a administração dessas drogas 

isoladamente no teste da PCL. Patkina e Zvartau (1998), por outro lado, 

viram apenas preferência em doses baixas (1,5 a 3 mg/ kg, i.p.) de 

cafeína, enquanto que doses maiores (6 a 50 mg/ kg, i.p.) produzia 

aversão no teste da PCL em ratos. Em nosso estudo, foi administrada 

uma dose aproximada de 3,5 mg/ kg de cafeína (Tabela 5) em ratos, uma 

dose que poderia contribuir para a preferência na PCL. A taurina parece 

também aumentar a preferência na PCL quando condicionados com 

dose estimulatória de EtOH (1 g/kg), enquanto que em doses aversivas 
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(>2 g/kg) parecem apenas reduzir os efeitos aversivos do EtOH em ratos 

(QUERTEMONT et al., 1997). O inositol poderia ter uma ação indireta 

no reforço. Quando consumido pela dieta, o inositol é incorporado na 

membrana das células neuronais como fosfolipídio de inositol onde atua 

como um metabólito precursor para receptores acoplados a Proteína G 

(HARVEY et al., 2002). Já foi demonstrado por López-Téllez et al. 

(2010) que a atividade ótima de IP3 é essencial para o funcionamento 

normal da memória de curta-duração. Além disso, o aumento da 

plasticidade sináptica resulta de um aumento no potencial de inositol 

trifosfato (IP3) em produzir a facilitação do potencial de ação evocado 

pela sinalização de Ca2+, os quais são críticos para a indução de LTP. 

Este aumento no efeito de IP3, os quais duram por uma semana e não 

mais que um mês poderia facilitar a memória associativa de drogas 

durante o condicionamento na PCL e, consequentemente, facilitar a 

resposta nesse teste (LÓPEZ-TÉLLEZ et al., 2010). O grupo de Zhai et 

al. (2008) mostraram que a sacarose administrada previamente às 

sessões de condicionamento suprimiu a expressão da PCL induzida por 

morfina. Em nosso estudo, os animais receberam administrações de 

EtOH+EN ou EN uma semana antes do início do condicionamento na 

PCL com EtOH. Portanto, possivelmente a sacarose não contribuiu para 

prevenir tal efeito. Não há evidências dos efeitos da glucuronolactona na 

PCL.  

Em suma, nossos resultados da PCL, somados aos resultados 

anteriores, sugerem que a associação de EtOH e EN pode aumentar os 

efeitos reforçadores do EtOH e contribuir para o desenvolvimento da 

dependência. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

A associação de EtOH e EN parece facilitar a transição à 

dependência, uma vez que a exposição à essas bebidas combinadas 

aumentou o consumo total de EtOH, facilitou a resposta na PCL e 

aumentou a reatividade do animal após administração aguda da 

associação EtOH+EN via i.g. Além disso, a exposição tipo-binge de 

EtOH ou EtOH+EN parece aumentar o comportamento de risco, como a 

busca pela novidade, produz efeitos de privação ao EtOH e os prejuízos 

cognitivos semelhantes.  

Mais estudos ainda são necessários para entender melhor os 

mecanismos de ação da interação dos componentes de EN e EtOH. 

Entretanto, a taurina parece ser alvo promissor em algum efeito protetor 

de privação a EtOH.  

Com base neste trabalho, enfatizamos que o consumo da 

associação de EtOH e EN deve ser realizada com moderação e 

precaução, e sua venda e uso restringidos e regulamentados pelos órgãos 

governamentais de saúde para melhor informação da população e 

prevenção do desenvolvimento do alcoolismo. 
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