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RESUMO 
 

Os mecanismos que determinam a preferência pelo etanol e a adição por essa droga não 

estão limitados apenas ao sistema nervoso central (SNC). Um crescente corpo de evidên-

cias sugere que o consumo abusivo de etanol afeta diretamente a microbiota intestinal e o 

sistema imune, que, por sua vez, interagem com o SNC, desencadeando respostas e alte-

rações neuronais que resultam na adição pela droga. De fato, a microbiota intestinal se 

comunica com o SNC via eixo intestino-cérebro, e há um aumento da neuroinflamação 

frente à ingestão de etanol. Entretanto, são poucos os estudos que relacionam esses acha-

dos ao perfil transcricional de genes associados ao consumo problemático de etanol. 

Nesse sentido, acreditamos que, no estriado, região integradora do sistema de recom-

pensa cerebral, a interação da resposta imune e microbiota intestinal com o perfil transcri-

cional do gene Lrrk2 (associado à perda de controle e à adição por etanol) possa influenciar 

no consumo excessivo e na preferência pelo etanol. Com base nessas informações, o pre-

sente trabalho teve como objetivo avaliar as interconexões entre a microbiota intestinal, o 

sistema imune, o perfil transcricional do gene Lrrk2 e o consumo abusivo de etanol. Para 

atingir nosso objetivo, usamos um modelo animal, desenvolvido pelo nosso grupo de pes-

quisa, no qual camundongos machos C57BL/6 e knockouts para os genes Il6 e Nfat foram 

submetidos às seguintes etapas: Etapa 1 (T1) ‒  Tratamento dietético, por oito semanas, 

em que os animais receberam a dieta hipercalórica,  High Sugar and Butter (grupo HSB), 

ou a dieta padrão, American Institute of Nutrition 93-Growth (grupo AIN93G); e Etapa 2 

(T2) ‒ Consumo de etanol, em que os animais foram submetidos, por quatro semanas, ao 

etanol no paradigma da livre escolha, sendo eles divididos em dez grupos: [1] AIN93G + 

H2O; [2] AIN93G + EtOH; [3] HSB + H2O; [4] HSB + EtOH; [5] HSB-AIN93G + H2O; e [6] 

HSB-AIN93G + EtOH; [7] HSB-AIN93G Il6 KO + H2O; [8] HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH; [9] 

HSB-AIN93G Nfat + H2O e [10] HSB-AIN93G Nfat + EtOH. Os cinco grupos (+ H2O) tiveram 

acesso apenas a água, enquanto os cinco restantes (+ EtOH) tiveram livre escolha entre 

água e uma solução de etanol 10%. Nos grupos HSB-AIN93G, a dieta HSB é substituída 

pela dieta AIN93G. Ao final das 12 semanas de experimento, os animais do grupo HSB-

AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 + EtOH e HSB-AIN93G Nfat + EtOH tiveram alta prefe-

rência e consumiram excessivamente etanol. Com isso, observamos que o consumo de 

etanol resultou em (1) alterações na composição e abundância da microbiota intestinal; (2) 

aumento da permeabilidade intestinal; (3) elevação de células inflamatórias no estriado; (4) 

hiperregulação de genes associados a citocinas pró-inflamatórias; e (5) hiporregulação do 

gene Lrrk2. Nossos achados sugerem que as interações entre microbiota intestinal, sis-

tema imune e o perfil transcricional do gene Lrrk2 influenciam o consumo preferencial e 

abusivo de etanol. Contudo, mais estudos para entender a interação desses fatores são 

necessários. 

 

Palavras-chave: Álcool. Microbiota Intestinal. Comportamento. Sistema Imune. Lrrk2. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

Mechanisms that dictate the preference for ethanol and its addiction are not only restricted 

to the central nervous system (CNS). An increasing body of evidence has suggested that 

abusive consumption of ethanol directly affects the gut microbiota and the immune system, 

which in turn interact with the CNS, triggering neuronal responses and changes, resulting 

in addition by the drug. It is a fact that the gut microbiota communicates with the CNS 

through the gut-brain axis, and there is an increase in neuroinflammation as a result of the 

ethanol consumption. Nevertheless, there are few studies linking these findings to the tran-

scriptional profile of genes associated with heavy ethanol consumption. In this regard, there 

is a belief that, in the groove, an integrating region of the brain reward system, the interac-

tion of the immune response and gut microbiota with the transcriptional profile of the Lrrk2 

gene (associated with loss of control and addiction to ethanol) may influence the heavy 

consumption and preference of ethanol. Given this information, this study aimed at evalu-

ating the interconnections between the gut microbiota, immune system, transcriptional pro-

file of the Lrrk2 gene, and heavy ethanol consumption. For this purpose, an animal model, 

developed by our research group, is adopted, in which male C57BL/6 mice and knockouts 

for the Il6 and Nfat genes were subjected to each of the following stages: Stage 1 (T1) ‒ 

Dietary treatment, for eight weeks, in which the animals receive high-calorie diet, High 

Sugar and Butter (HSB group), or standard diet, American Institute of Nutrition 93-Growth 

(AIN93G group); and Stage 2 (T2) ‒ Ethanol consumption, in which the animals are sub-

mitted, for four weeks, to ethanol within the free choice paradigm, being each of them di-

vided into six groups: [1] AIN93G + H2O; [2] AIN93G + EtOH; [3] HSB + H2O; [4] HSB + 

EtOH; [5] HSB-AIN93G + H2O; [6] HSB-AIN93G + EtOH; [7] HSB-AIN93G Il6 KO + H2O; [8] 

HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH; [9] HSB-AIN93G Nfat + H2O and [10] HSB-AIN93G Nfat + 

EtOH. The five groups (+H2O) had access to only water, while the five others (+ EtOH) had 

free choice between water and a 10% ethanol solution. The HSB diet is substituted by the 

AIN93G diet in the HSB-AIN93G groups. At the end of the 12-week experiment, animals in 

the HSB-AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 + EtOH e HSB-AIN93G Nfat + EtOH groups 

had a high preference and consume excessive amounts of ethanol. Thus, we observed that 

ethanol consumption leads to (1) alterations in the composition and abundance of gut mi-

crobiota; (2) increased gut permeability; (3) elevation of inflammatory cells in the groove; 

(4) overregulation of genes associated with proinflammatory cytokines; and (5) under reg-

ulation of the Lrrk2 gene. The findings suggest interactions among the gut microbiota, im-

mune system, and transcriptional profile of the Lrrk2 gene influence the preferential and 

heavy ethanol consumption. Nevertheless, further studies will be necessary to understand 

the interaction of these factors. 

 

 

Keywords: Alcohol. Gut microbiota. Behavior. Imune system. Lrrk2. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Neurobiologia do consumo problemático de etanol: Uma breve visão 

O etanol é a droga de abuso mais consumida mundialmente, com cerca de 2,3 

bilhões de usuários segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) [1]. Seu alto 

consumo é diretamente responsável por aproximadamente 3 milhões de mortes ao ano e 

está relacionado com o desenvolvimento de diversas condições patológicas [1-3]. O uso 

problemático do etanol, conhecido clinicamente, como Desordem do Uso do Álcool (AUD) 

é uma condição multifatorial, na qual, o componente genético é responsável pela herdabi-

lidade de aproximadamente 55% [3, 4]. Nesse panorama, sabe-se que o consumo - tanto 

agudo quanto crônico - dessa droga resulta em mudanças na regulação transcricional de 

vários genes, em diferentes regiões cerebrais (tais como hipotálamo, estriado e córtex pré-

frontal); e consequentemente impacta na homeostase de todo o organismo [3, 5]. 

O comportamento de busca e consumo de etanol e suas resultantes fisiológicas 

estão particularmente associados ao Sistema Mesocorticolímbico Dopaminérgico (figura 

1), no qual, o neurotransmissor dopamina é responsável pelos processos de motivação e 

aprendizagem [6, 7]. Esse sistema é divido em duas vias: (I) a Mesolímbica Dopaminérgica 

(sistema de recompensa) e (II) a Mesocortical (Figura 1). Nesse Contexto, a busca e o 

consumo do etanol são dirigidos pela via Mesolímbica Dopaminérgica, que compreende 

projeções da área tegmental ventral para o Núcleo Accumbens (parte do estriado) [8]. Já 

os processos cognitivos e emocionais que regulam a tomada de decisão pela ingestão 

dessa substância são exercidos pela via Mesocortical, que compreende projeções da área 

tegmental ventral para o córtex pré-frontal [9, 10]. No uso do etanol, há o disparo de neu-

rônios dopaminérgicos na área tegmental ventral que são ativados devido a sua interação 

com receptores GABA do tipo A. Tem-se como resultado a inibição de terminais Gabaérgi-

cos e a desinibição dos neurônios dopaminérgicos, gerando, por sua vez, a liberação de 

dopamina no Núcleo Accumbens e córtex pré-frontal, onde, a alta concentração sináptica 

deste neurotransmissor é associada a uma gratificação na forma da sensação subjetiva de 

prazer e bem-estar [7, 11-14]. Tais estímulos geram memória que impulsiona o comporta-

mento de manter a busca pelo álcool ocasionando um reforço positivo nesse sistema, ou 

seja, toda vez que há sua ingestão a gratificação (recompensa) se repete, motivando o 

organismo a buscá-la novamente [15]. 

Com o consumo repetitivo de bebidas alcoólicas ao longo do tempo, há o desenvol-

vimento de uma tolerância aos estímulos gratificantes da dopamina sendo assim necessá-

rio concentrações cada vez maiores da droga para ultrapassar o limiar desta tolerância 

[16]. Ademais, o uso da substância deixa de ser exclusivamente direcionado pelo reforço 

positivo e passa a ser dirigido pelo reforço negativo. Pois, devido às mudanças 
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homeostáticas quanto à necessidade de altas concentrações da droga surgem sintomas 

negativos associados à abstinência da mesma, como, por exemplo, ansiedade, tremores, 

náuseas e arritmia [17, 18]. Tal desequilíbrio constitui um dos principais fatores que insti-

gam o processo de transição do uso recreativo para a dependência e pelas mudanças 

neuroadaptativas vistas no córtex pré-frontal e estriado no consumo crônico de etanol [17, 

19]. 

 
Figura 1: Representação da Via Mesocorticolímbica Dopaminérgica em cérebro humano. A Via Mesocor-
ticolímbica é composta pela via Mesolímbica que compreende projeções dopaminérgicas da Área Tegmental 
Ventral (ATV) para o Núcleo Accumbens (NAc) e pela via Mesocortical, que compreende projeções dopami-
nérgicas da ATV para o Córtex Pré-frontal. Adaptado de [6]. 

 

O córtex pré-frontal assume importante papel no consumo de etanol já que está 

envolvido na tomada de decisões e na manutenção de comportamentos, como a preferên-

cia por essa droga e o desenvolvimento de sua dependência [20]. Assim, o consumo crô-

nico da substância desencadeia mudanças adaptativas nessa região, causando déficits 

comportamentais, estruturais, fisiológicos e cognitivos, e levando à busca pela bebida 

(mesmo após períodos de abstinência) e ao aumento da necessidade das ações recom-

pensadoras geradas pelo reforço positivo (mesmo diante de consequências negativas) [20, 

21]. Neste cenário, o estriado, também se configura como estrutura chave no consumo 

problemático de etanol pois, está associado aos comportamentos direcionados e objetivos, 

bem como, à cognição e à emoção [22-24]. Didaticamente, o estriado pode ser dividido em 

três partes distintas: estriado dorsolateral (DLS), estriado dorsomedial (DMS) e estriado 

ventral (também conhecido como núcleo Accumbens, NAc) (Figura 2). O etanol altera a 

função desses circuitos estriatais de várias maneiras, o que contribui para a intoxicação 
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aguda, busca pela droga, dependência e efeitos da abstinência [22, 25]. Dessa forma, evi-

dências crescentes demonstram a ação de cada estrutura do estriado no uso problemático 

de etanol: o DLS exerce função vital na formação de hábitos e pode participar no desen-

volvimento do uso habitual da droga [22]. o DMS participa do controle de ações direciona-

das e objetivas e, portanto, pode influenciar a busca pela substância direcionada como um 

objetivo; [22, 26]. o NAc tem participação no condicionamento ambiental das ações e de-

sempenha importante papel no controle ambiental do consumo da droga e nas crises de 

abstinência [22, 27]. 

 

 

Figura 2: Representação das áreas estriatais e sua relação com comportamentos associados ao uso 
abusivo de etanol. As localizações do estriado dorsolateral (DLS), estriado dorsomedial (DMS) e estriado 
ventral (NAc) são ilustradas no lado esquerdo do cérebro. Os comportamentos associados ao etanol nas três 

áreas são descritos no lado direito. Adaptado de [22]. 

 

Embora o etanol exerça grandes efeitos sobre o organismo, a maioria dos estudos 

realizados até o momento se concentram na base fisiológica da dependência, principal-

mente na influência de seu consumo nas funções neuronais do cérebro. Entretanto, diver-

sos trabalhos emergem em outra vertente, em modelos animais e em humanos, demons-

trando que essa ingestão provoca aumento da permeabilidade intestinal, elevação dos ní-

veis plasmáticos de metabólitos bacterianos derivados do intestino que ativam vias infla-

matórias específicas, bem como desordens funcionais em diversos sistemas fisiológicos 

[28-31]. Desta forma, evidencia-se que as bases neurobiológicas que culminam no uso 

problemático de etanol podem ser influenciadas por elementos que interagem com o sis-

tema nervoso central, entre eles, o sistema imune e a microbiota intestinal. 
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1.2 Sistema imune e o consumo problemático de etanol: possível influência do gene 

Lrrk2 

Além da relação com o sistema de recompensa e suas implicações na adição, o 

uso problemático de etanol também tem íntima relação com o sistema imune, o qual, por 

sua vez, pode influenciar na regulação de aspectos que desencadeiam a adição [32-34]. 

Sabe-se que sistemicamente esse consumo suprime o sistema imune inato, dificultando a 

defesa frente a microrganismos patogênicos e até mesmo suprimindo sistemas de vigilân-

cia contra o desenvolvimento de tumores [35, 36]. Neste sentido, exemplificando, há uma 

diminuição na capacidade de recrutar leucócitos na eliminação de agentes patogênicos, e 

a incidência de diversos tipos de cânceres é maior em pessoas que consomem álcool [37-

39]. 

Apesar da imunossupressão sistêmica, tal ingestão pode levar à ativação de vias 

imunes específicas e desencadear neuroinflamação (regulação positiva de citocinas e me-

diadores inflamatórios no cérebro) [39]. Quando consumido de forma crônica, o etanol pode 

prolongar o estado ativado da micróglia (células imunes residentes no sistema nervoso 

central), levando a um novo estado homeostático, no qual há produção contínua dessas 

citocinas inflamatórias [40]. Nessa conjuntura, no sistema nervoso central, os receptores 

do tipo toll-like 4 (TLR4), geralmente relatados por reconhecerem endotoxinas de bactérias 

gram-negativas (principalmente lipopolissacarídeos - LPS), também podem ativar vias in-

flamatórias e, por conseguinte, a produção de citocinas quando estimulados pelo etanol 

[41, 42]. De fato, já foi demonstrado um efeito direto dessa substância sobre os TLR4 na 

micróglia e astrócitos, na ausência de qualquer toxina bacteriana, com ativação da resposta 

imune e liberação de citocinas e de diversos mediadores inflamatórios [39, 43-45]. Curio-

samente, com a inativação de TLR4 em células gliais por siRNA ou utilizando-se camun-

dongos TLR4-KO, não são observadas nem a neuroinflamação e nem alterações patológi-

cas relacionadas ao uso crônico da droga [44, 46]. 

É importante citar que mesmo que o etanol, por si só, já seja capaz de estimular 

TLR4 e causar neuroinflamação, o uso abusivo gera uma exacerbação dessa neuroinfla-

mação por ação de LPSs bacterianos (Figura 3). Dado o aumento da permeabilidade in-

testinal provocado pela ingestão crônica dessa substância, há a possibilidade de translo-

cação dessas endotoxinas para a corrente sanguínea e barreira hematoencefálica, o que 

permite que essa endotoxina chegue ao cérebro [29, 47]. Desse modo, ao estimular TLR4 

no cérebro, o LPS e o próprio etanol podem induzir a geração e a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias e, assim, dar origem a processos neuroinflamatórios, já relatados por con-

tribuírem indiretamente na adição pela droga [47, 48]. Então, sabe-se que a presença de 

moléculas pro-inflamatórias de forma crônica no cérebro podem afetar o funcionamento de 

vias neurais e da plasticidade neuronal o que resulta em danos ao indivíduo e contribui 
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para o desenvolvimento de distúrbios psiquiátricos [49-51]. Nesse processo, a liberação 

dessas citocinas inflamatórias neurais se dá por meio da indução de diversas vias de sina-

lização e fatores de transcrição que são regulados por genes neuromoduladores como, por 

exemplo, o Lrrk2 [52, 53]. 

 

Figura 3:Representação da ativação dos receptores TLR4 e da neuroinflamação induzida pelo etanol. A 
ativação de TLR4 por LPS e/ou etanol recruta várias proteínas e quinases (como MyD88) e desencadeia vias 
de sinalização e fatores de transcrição que culminam na geração de citocinas (IL1β, IL6 e TNFα), quimiocinas 
(ou seja, MCP-1) e mediadores inflamatórios (iNOS e COX-2), levando à neuroinflamação. Adaptado de [39]. 

 

Tendo isso em vista, no estriado, Silva & Silva e colaboradores (2016), ao estuda-

rem um modelo animal de consumo abusivo de etanol observaram que o gene Lrrk2 está 

super expresso no cérebro de camundongos com fenótipo inflexível para o consumo de 

etanol [54]. Continuando com as evidências da participação do gene Lrrk2 no fenótipo de 

uso abusivo de álcool, em um recente estudo publicado por nosso grupo, usando como 

modelo o Zebrafish (Danio rerio), foi observada uma super expressão do transcrito de lrrk2 

em animais que tinham preferência pelo etanol [55, 56]. Ainda neste estudo, foi demons-

trado que o uso do inibidor da atividade quinase de LRRK2, GNE-082, reduz a preferência 

pelo etanol, depois do tratamento, no grupo de animais com comportamento tipo inflexível 

[56]. Outro estudo recentemente publicado por Carvalho e colaboradores (2020), foi iden-

tificado baixa transcrição de LRRK2 no córtex pré-frontal e núcleo accumbens em cérebros 



                                                                                                                                                                            17 
 

 
 

post-mortem de indivíduos com desordens do uso do álcool quando comparados com con-

troles [57]. Todos esses estudos evidenciam a participação do gene LRRK2 em comporta-

mentos relacionados ao uso abusivo de álcool em diversos modelos de pesquisa, incluindo 

em humanos, indicando, portanto, que este gene participa do estabelecimento de fenótipos 

associados ao consumo excessivo de álcool. 

O gene LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) foi primariamente associado a uma 

forma familiar ou esporádica da doença de Parkinson [58].  Este gene codifica a proteína 

LRRK2 ou dardarina, possuindo múltiplos domínios de interação proteína-proteína e enzi-

máticos [59]. A atividade quinase é a principal função desempenhada por esta proteína, 

sendo capaz de orquestrar diversas atividades neuronais, como neuroplasticidade, tráfego 

de vesículas sinápticas, e crescimento de dendritos e axônios[60-62]. Sendo um modulador 

da atividade da proteína quinase A (PKA), a qual está associada à regulação dos recepto-

res de dopamina pode-se inferir que este gene tenha participação no sistema de recom-

pensa [63]. Ademais, este gene está envolvido em diversas vias de sinalização, pois de-

sempenha funções GTPase e quinase que influenciam processos como a proliferação e 

diferenciação celulares, apoptose, inflamação, resposta imune e produção de citocinas [61, 

64, 65]. Curiosamente, já foi demonstrado que os LPSs, ao estimularem TLR4 no cérebro, 

aumentam a atividade e a expressão de LRRK2 [61, 66, 67]. De fato, diversos estudos 

associam Lrrk2 à resposta imune mediada por TLR4 [52, 61, 68]. 

Quando TLR4 é ativado, o mesmo sinaliza, via MyD88, o aumento da atividade 

quinase de p38, MAPK, IKKα e IKKβ, os quais ativam fatores de transcrição inflamatórios 

produtores de citocinas [69]. Nesse processo, a via MyD88 também leva a um aumento da 

fosforilação de LRRK2 em células imunes [70, 71]. Entretanto, o significado biológico dessa 

interação ainda não é totalmente compreendido, mas acredita-se que ele seja importante 

na determinação da localização subcelular de LRRK2 na inflamação [70, 71]. De fato, a 

inibição de Lrrk2 ou o uso de camundongos LRRK2-KO mostram que a resposta inflama-

tória à ativação de TLR4 por LPS está prejudicada, e, como a fosforilação de LRRK2 requer 

MyD88, sempre que TLR4 for estimulado haverá fosforilação de LRRK2 [72]. Tais resulta-

dos apontam que Lrrk2 pode estar envolvido na resposta neuroinflamatória vista no con-

sumo abusivo de etanol. 

Além da ligação bioquímica com TLR4, Lrrk2 também está envolvido na regulação 

do fator nuclear da família de fatores de transcrição de células t ativadas (NFAT), reconhe-

cido como importante mediador da resposta imune, estimulando a produção de citocinas 

inflamatórias [61, 68, 73]. NFAT também é observado como aumentado na ingestão de 

álcool [73, 74]. LRRK2 atua inibindo a translocação de NFAT para o núcleo e, assim, inibe 

sua função [75, 76]. Nesse sentido, camundongos LRRK2-KO têm maior acúmulo de NFAT 

no núcleo e produção aumentada de NFAT [77]. Sabe-se, então, que Lrrk2 pode participar 
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da modulação de pelo menos duas vias relacionadas à produção de citocinas inflamatórias 

no uso abusivo de etanol [68]. Porém, mais estudos são necessários para entender sua 

real contribuição. 

 

1.3 Microbiota intestinal, eixo intestino-cérebro e o consumo de etanol 

A microbiota intestinal corresponde ao conjunto de todos os microrganismos com 

maior abundância de bactérias que colonizam o lúmen do trato gastrointestinal. Elas esta-

belecem com este uma relação simbiótica na qual desempenham funções vitais para o 

hospedeiro enquanto se beneficiam de um ambiente protegido, onde existe um suprimento 

rico e contínuo de nutrientes, que garantem também sua sobrevivência [78-80]. Neste ce-

nário, o microbioma (genoma coletivo de todos os microrganismos presentes no trato gas-

trointestinal) contém 150 vezes mais genes do que no genoma humano, com pelo menos 

6000 destes sendo funcionais [81-84]. Por exemplo, algumas dessas importantes funções 

seriam a digestão de polissacarídeos, o metabolismo de fármacos, a produção de vitami-

nas, a regulação do armazenamento de gorduras, a barreira contra a colonização por pa-

tógenos, a estimulação da angiogênese, o desenvolvimento e a modulação do sistema 

imunológico, e até mesmo o condicionamento comportamental [78, 84-88]. 

A microbiota intestinal interage e modula o sistema nervoso central por meio de 

diferentes mecanismos, ela pode influenciar na modulação neuronal que ocorre na prefe-

rência pelo etanol [89]. Essa interação ocorre através do eixo intestino-cérebro, o qual con-

siste num sistema de comunicação bidirecional que envolve o intestino e o sistema nervoso 

central [90]. Tal comunicação compreende múltiplas vias altamente complexas, que englo-

bam a bioquímica do cérebro, nervo vago, citocinas pró-inflamatórias, hormônios e meta-

bolismo do triptofano e tirosina [90, 91]. Os microrganismos realizam fermentação de fibras 

alimentares ocasionando a liberação de ácidos graxos de cadeia curta como butirato, ace-

tato e propionato, os quais são metabólitos com potenciais propriedades neuroativas que 

atuam sobre o nervo vago. De fato, um crescente corpo de evidências sugere que a micro-

biota tem capacidade de alterar o comportamento do hospedeiro, principalmente quanto à 

ansiedade, ao sinalizar para o nervo vago [92-94]. Além disso, ácidos graxos de cadeia 

curta circulantes são capazes de atravessar a barreira hemato encefálica exercendo efeitos 

em neurônios, células gliais e na neurotransmissão, e influenciando áreas cruciais para os 

comportamentos associados ao sistema de recompensa no estriado e hipocampo [95-98]. 

Ainda, as bactérias têm capacidade de reconhecer e sintetizar homólogos de hormônios e 

neurotransmissores, incluindo acetilcolina, ácido γ-aminobutírico (GABA), dopamina e se-

rotonina, podendo também modificar os níveis de aminoácidos relevantes para a síntese 

de neurotransmissores do hospedeiro [91, 99, 100]. Exemplificando, as concentrações 
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totais de triptofano (o precursor da serotonina) e tirosina (precursor da dopamina e da no-

radrenalina) em camundongos germfree são significantemente menores do que as de ca-

mundongos colonizados, o que mostra a importância da microbiota nas concentrações des-

ses aminoácidos [99, 100]. 

Metabolitos produzidos pela microbiota intestinal, conhecidos em conjunto como 

Moléculas Padrão Associadas a Microrganismos (MPAMs), podem interagir com o sistema 

imune, endócrino e nervoso do intestino, agindo indiretamente na função cerebral via eixo 

intestino-cérebro, ou podem atingir diretamente o cérebro através da corrente sanguínea 

[91, 101]. Entre essas MPAMs que migram para a corrente sanguínea, podemos destacar 

os peptidoglicanos e os LPSs [91]. Os LPSs provenientes da microbiota intestinal, a partir 

do aumento da permeabilidade intestinal, chegam à corrente sanguínea e podem alterar a 

função cerebral através de três caminhos diferentes: (I) estimulando o sistema imunológico 

a produzir citocinas; (II) sensibilizando/estimulando neurônios aferentes vagais; e (III) mo-

dulando diretamente a função cerebral [91]. Neste contexto, já é bem caracterizado que os 

LPSs podem causar doenças neurológicas em humanos e induzir diferentes comportamen-

tos em modelos animais [102-104]. A possibilidade dos LPSs modularem diretamente a 

função cerebral deve ser considerada porque, além do sistema imunológico inato, existe 

uma expressão generalizada de receptores do tipo Toll-like 4 (TLR4), aos quais os LPSs 

se ligam, em vários níveis do eixo intestino-cérebro, incluindo-se células epiteliais do sis-

tema gastrointestinais, neurônios do sistema nervoso entérico, neurônios aferentes primá-

rios, células da micróglia e astrócitos no cérebro [105]. Ao estimular TLR4 no cérebro, os 

LPSs e outros metabólitos bacterianos podem induzir a geração e a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias e, então, dar origem a processos neuroinflamatórios que, por sua vez, 

contribuem para neurodegeneração e neuroadaptação [105-107]. Processos neuroadapta-

tivos são observados no córtex pré-frontal e no estriado a partir do consumo crônico de 

etanol e em distúrbios psiquiátricos, como a depressão [107, 108]. Nesses distúrbios, níveis 

aumentados de IgA e IgM contra os LPSs de bactérias intestinais são encontrados na cir-

culação sanguínea indicando a ação do sistema imune em uma tentativa de minimizar os 

mecanismos que levam a essas disfunções e a comportamentos patológicos [108]. A figura 

4 esquematiza as vias de comunicação entre o eixo intestino-cérebro e a microbiota intes-

tinal. 
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Figura 4: Vias de comunicação entre o eixo intestino-cérebro e microbiota. As bactérias intestinais podem 
sinalizar para o cérebro por diferentes mecanismos, incluindo-se: ativação do nervo vago, produção de media-
dores imunológicos, metabolitos bacterianos (como os ácidos graxos de cadeia curta) e células endócrinas. 
Por meio dessas vias de comunicação, o eixo da microbiota-intestino-cérebro controla os processos fisiológicos 
centrais, como neurotransmissão, neurogênese, neuroinflamação e sinalização neuroendócrina. Adaptado de 

[109]. 

Considerando a existência de várias formas de comunicação e controle associados 

ao eixo intestino-cérebro, pesquisas recentes mostram que as perturbações induzidas por 

drogas na microbiota intestinal estão diretamente implicadas com o funcionamento do sis-

tema de recompensa mostrando o papel chave do microbioma na condução do comporta-

mento de busca por drogas [89, 110, 111]. A figura 5 esquematiza alguns dos alvos mais 

comuns da microbiota após perturbação por drogas.  
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Figura 5:Sistema de recompensa cerebral e principais alvos para a ação de drogas de abuso. A microbi-
ota intestinal e seus componentes podem regular o sistema de recompensa por meio de vias hormonais, imu-
nes ou vagais. Os neurotransmissores por ela produzidos são liberados na circulação e interagem com o sis-
tema de recompensa. Da mesma maneira, o aumento da permeabilidade intestinal faz com que produtos bac-
terianos, como LPS, induzam alterações sistêmicas que levam à produção de citocinas que causam danos 
neural ou induzam o nervo vago a regular a resposta de recompensa. Adaptado de [89]. 

 

Um número crescente de estudos mostra a relação entre a microbiota intestinal e 

os transtornos por uso de álcool [112-115]. Tal consumo pode alterar profundamente a 

composição e diversidade de microrganismos presentes na microbiota, que por sua vez, 

pode contribuir para a manutenção dessa ingestão ao estabelecer uma comunidade asso-

ciada a ela [116-120]. Nesse sentido, alterações na microbiota intestinal induzidas pelo 

etanol foram associadas ao aumento da impulsividade e desejo pela droga com alterações 

estriatais dos receptores de dopamina, bem como, mudanças na depressão, sociabilidade, 
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desregulação emocional e aceleração do ciclo de dependência em pacientes com AUD 

[29, 121-123]. Levando em conta que essas alterações na microbiota intestinal com o con-

sumo de etanol podem impactar diretamente no funcionamento do sistema de recompensa, 

estas assumem importante papel como mais um fator que contribui para as alterações fun-

cionais vistas em estruturas como o córtex pré-frontal e o estriado no consumo crônico de 

etanol contribuindo para a preferência, adição e manutenção do uso da substância. 

Em vista dos argumentos apresentados, fica claro que a preferência pelo etanol 

pode, em parte, ser motivada por componentes da microbiota intestinal que além de parti-

cipar de processos associados ao sistema imunológico podem se comunicar com o cérebro 

através dos mecanismos citados anteriormente. Considerando que diferentes alimentos 

podem beneficiar distintos grupos bacterianos, as bactérias favorecidas pela ingestão do 

álcool podem modular regiões cerebrais relacionadas ao processamento de informações, 

tomada de decisão, cognição e sensações de prazer, como o córtex pré-frontal e o estriado, 

podendo, dessa maneira, estimular o estabelecimento do fenótipo de preferência ao etanol 

[28, 124-126]. Isso somado à predisposição genética, condições ambientais e neuroadap-

tação, pode contribuir para o abuso no uso dessa substância e o desenvolvimento de de-

pendência. Diante dessa realidade, prova-se a imprescindibilidade de pesquisas que 

investiguem mais aprofundamente essas relações, para o que podem ser utilizados 

modelos animais. 

 

1.4 O modelo animal de consumo de dieta rica em açúcar e gordura e livre escolha 

por etanol 

Até aqui esclarecemos que o uso abusivo de etanol, além de estar associado à 

neurobiologia do sistema de recompensa cerebral, pode ser influenciado pela microbiota 

intestinal, em conjunto com o sistema imune, no qual o gene Lrrk2 parece ter papel regu-

lador. Contudo, mais investigações devem ser feitas para entender seus fatores e sua re-

lação com a preferência e consumo abusivo dessa droga. Para isso, diferentes modelos 

animais podem ser aplicados. 

Apesar de não existir um modelo animal que reproduza fielmente uma condição 

humana e da subjetividade da avaliação comportamental dos animais e interpretação de 

dados, esses modelos possibilitam a análise de elementos específicos que auxiliam o en-

tendimento da neurobiologia do processo da adição [127]. Diversos modelos animais já 

foram desenvolvidos para estudar diferentes aspectos do uso e dependência de etanol, o 

que se inclui o comportamento de busca, danos a órgãos específicos, tolerância e até 

mesmo abstinência da droga [128]. Nesses estudos, os fatores-chave para sua eficiência 

reside no método de administração do etanol e a validade preditiva do modelo. Assim, ao 

observar as características associadas à preferência e busca pelo álcool, torna-se vital o 
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uso de um modelo em que o animal tenha a oportunidade de escolha entre consumir ou 

não a bebida, buscando, assim, simular o comportamento existente em humanos. 

Para essa finalidade, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um modelo animal de 

livre escolha e consumo abusivo de etanol [129]. Nesse modelo, inicialmente, os animais 

foram alimentados de forma crônica com uma dieta com alto teor de gorduras, e, após o 

período de 8 semanas, essa dieta foi retirada e os animais expostos por 4 semanas ao 

paradigma da livre escolha por etanol [129]. Durante essa exposição, os animais que con-

sumiram a dieta hipercalórica, quando ela foi retirada, passaram a ingerir o álcool de forma 

excessiva e o escolheram em relação à água [120, 129]. Por fim, ao final do experimento, 

observou-se que esses animais apresentaram um fenótipo semelhante à adição pelo eta-

nol, apresentando alterações comportamentais e na via mesocorticolímbica dopaminérgica 

determinada na avaliação da regulação transcricional dos receptores de dopamina 

(Drd1/Drd2) e da subunidade dos receptores GABAB (Gabbr1/Gabbr2) [129]. Desse modo, 

desenvolvemos um modelo com alto consumo de etanol e com características neurobioló-

gicas que aparentam estar direcionando a ingestão e preferência pela da droga.  

Esse modelo é incitante pois, além de permitir estudar aspectos relacionados à pre-

ferência pelo etanol, parece simular seu alto consumo também observado em humanos 

após cirurgia bariátrica, seguindo a premissa bem conhecida de existir uma sobreposição 

complexa entre a recompensa associada ao consumo de dietas palatáveis com alto teor 

de gordura e açúcar e outras compulsões e a dependência por drogas [130, 131]. Nesse 

contexto, estudos demonstram que, no período pós-operatório da cirurgia bariátrica, cerca 

de 6% dos pacientes desenvolvem transtornos relacionados ao uso problemático de álcool 

[132, 133]. De modo geral, acredita-se que há uma transferência da alimentação compul-

siva para o alto consumo de etanol, o que potencializa a adição pela substância [134]. Além 

disso, há evidências substanciais de que a cirurgia bariátrica esteja associada a alterações 

na farmacocinética e sensibilidade aos efeitos dessa droga nesses pacientes, o que tam-

bém reforça a adição [135, 136]  

No modelo animal descrito, a dieta com alto teor de gorduras utilizada é a denomi-

nada HSB (do inglês high sugar and butter), desenvolvida por nosso grupo com o objetivo 

de ser uma dieta comparável à AIN93G (American Institute of Nutrition Rodent Diets – 93 

Growth)(Tabela 1), mas que resulte em condições vistas na obesidade, já que a dieta 

AIN93G apresenta ingredientes refinados e restritos que levam ao crescimento dos animais 

de forma saudável [137, 138]. Assim, a dieta HSB desencadeia nos animais condições 

semelhantes às observadas em pessoas obesas antes e depois da cirurgia bariátrica, visto 

que sua retirada induz alto consumo de etanol, observado no período pós-cirúrgico. Desse 

modo, o modelo foi escolhido por simular condições vistas em humanos e por permitir 
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estudar a relação do sistema imune, do gene Lrrk2 e da microbiota intestinal no uso abusivo 

de etanol. 

 

Tabela 1 - Composição nutricional das dietas AIN93G e HSB. 
 

Ingredientes 
Quantidades (g) 

AIN93G HSB 

Amido de milho 397,486 208,586 

Caseína 200 200 

Amido dextrinizado 132 0 

Sacarose 100 232 

Óleo de soja 70 70 

Celulose 50 50 

Mix mineral 35 35 

Mix de vitaminas 10 10 

Cistina (metionina) 3 3 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

BHT 0,014 0,014 

Manteiga comercial 0 188,9 

TOTAL (g) 1000 1000 

Composição Nutricional AIN93G (%) HSB (%) 

Carboidrato 64,00 36 

Proteína 20,00 16 

Lipídeo 16 48,00 

                                                                                                                 Adaptado de [138] 

 

1.5 Hipótese  

Com base no exposto, percebe-se que os fatores envolvidos no desencadeamento 

do uso problemático de etanol não estão limitados somente ao sistema nervoso central. 

Nesse contexto, hipotetizamos que alterações na microbiota intestinal e na resposta imune 

têm implicações do uso problemático, que, por sua vez, se associa a alterações na regula-

ção transcricional do gene Lrrk2. 
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1.6 Objetivos  

1.6.1 Objetivo Geral 

Estabelecer possíveis interconexões entre o consumo problemático de etanol com 

parâmetros associados à dieta, sistema imune, microbiota intestinal e o gene Lrrk2. 

 

1.6.2 Objetivos Específicos  

 

• Capítulo 1: Avaliar parâmetros relacionados à obesidade induzida pela dieta HSB 

no que diz respeito a mudanças comportamentais, na regulação de genes associ-

ados ao comportamento alimentar no hipotálamo, na composição da microbiota in-

testinal e como elas estão inter-relacionadas. Para em seguida, melhor compreen-

der a influência da retirada dessa dieta no alto consumo de etanol por meio do 

modelo animal de consumo de dieta rica em açúcar e gordura e livre escolha por 

etanol utilizados nos capítulos 2 e 3; 

• Capítulo 2: Avaliar os efeitos da ingestão de dieta rica em açúcar e gordura, de sua 

retirada e do consumo de etanol na composição e função da microbiota intestinal, 

bem como estabelecer possíveis ligações desses aspectos com os fenótipos apre-

sentados pelos animais; 

• Capítulo 3: Avaliar o perfil transcricional do gene Lrrk2 e estabelecer conexões 

deste com o sistema imune, em especial a neuroinflamação, para então estudar 

como isso se associa com o comportamento e com o consumo e preferência de 

etanol em um modelo de consumo de dieta rica em gordura (HSB) e livre escolha 

de etanol. 
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2 CAPÍTULO 1 DIET-INDUCED OBESITY LEADS TO ALTERATIONS IN BE-

HAVIOR AND GUT MICROBIOTA IN MICE [139] 

(Artigo publicado no Journal of Nutricional Biochemistry) 
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3 CAPÍTULO 2 INTERACTION BETWEEN HIGH-FAT DIET AND ETHANOL IN-

TAKE LEADS TO CHANGES ON THE FECAL MICROBIOME [120] 

(Artigo publicado no Journal of Nutricional Biochemistry) 
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4 CAPÍTULO 3 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL E REGULAÇÃO TRANS-

CRICIONAL ESTRIATAL DOS GENES Lrrk2, Nfat E DE CITOCINAS EM UM 

MODELO ANIMAL DE CONSUMO DE DIETA RICA EM GORDURA E AÇÚCAR 

E LIVRE ESCOLHA POR ETANOL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                            53 
 

 
 

INTRODUÇÃO 

A desordem do uso de álcool (AUD) é uma condição multifatorial caracterizada pelo 

consumo compulsivo, na qual o componente genético se configura como um importante 

fator de risco, sendo a herdabilidade estimada em torno de 55% [1-5]. O consumo exage-

rado desta droga é responsável por aproximadamente 3,3 milhões de mortes ao ano e está 

associado ao desenvolvimento de doenças como gastrite, hepatite, cirrose, infarto, anore-

xia, infecções, câncer, Parkinson, transtornos de ansiedade e demência [6-11]. Dessa 

forma, estudos sobre a neurobiologia e fatores desencadeadores da AUD têm um papel-

chave na busca de tratamentos para essa patologia. 

Uma característica normalmente observada no consumo de etanol são as altera-

ções comportamentais [11-14]. Diversos estudos demonstram que o etanol possui propri-

edades de reforço positivo e negativo. O reforço positivo está associado aos efeitos esti-

mulantes da droga [15, 16]. Enquanto, os reforços negativos estão relacionados ao con-

sumo contínuo e excessivo do etanol, eles são provocados para remover um evento nega-

tivo, como a ansiedade e o estresse, ou para prevenir sintomas de abstinência [12, 17, 18]. 

De fato, Pascual e colaboradores (2015) constataram que em um modelo animal que pas-

sou pela autoadministração de etanol por 5 meses, apenas 1 dia de retirada da droga foi o 

bastante para induzir ansiedade nos animais. Além disso, neste estudo, foi demonstrado 

que a ativação do sistema imune inato pode influenciar no comportamento de busca pelo 

etanol [17].  

São crescentes as evidências que sugerem a ativação da resposta imune inata em 

transtornos comportamentais, bem como no uso abusivo de etanol e nos seus danos ce-

rebrais associados [19-22]. Neste cenário, a ativação de receptores imunes inatos do tipo 

toll-like 4 (TLR4) no cérebro durante o abuso crônico de etanol desencadeia a produção de 

citocinas e diversos mediadores inflamatórios [20, 23]. De fato, em camundongos TLR4-

KO não é observada a indução de citocinas e quimiocinas pelo etanol, nem diferenças 

comportamentais durante a abstinência [17, 24]. Notavelmente, esse processo inflamató-

rio, é visto no estriado, alterando sua funcionalidade e estimulando a busca compulsiva 

pela droga, mesmo diante de consequências negativas [17]. Mudanças no estriado estão 

associadas à compulsão, pois essa região cerebral possui um papel central nos comporta-

mentos direcionados e objetivos; além disso, tal região integra o Sistema Dopaminérgico 

Mesolímbico, popularmente conhecido como sistema de recompensa [25-27]. 

Neste âmbito, nosso grupo de pesquisa investigou a relação da transcrição gênica 

no estriado com o consumo inflexível de etanol (definido pela alta preferência, mesmo após 

a adulteração da substância) [28]. Em nossos resultados, observamos diversos genes di-

ferencialmente transcritos na via LRRK2 [28]. O gene principal desta via, o Lrrk2, produz 

uma AKAP (proteína de anexação de quinase) que modula a atividade da proteína quinase 
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A (PKA) que está envolvida na regulação dos receptores de dopamina, transcritos em neu-

rônios que projetam para o estriado no sistema de recompensa, o qual está associado com 

a preferência pelo etanol [29-31]. 

Adicionalmente, o gene Lrrk2 tem especial relação com o TLR4, que, quando ati-

vado por lipopolissacarídeos (LPS), sinaliza através da proteína adaptadora MyD88 (pro-

teína de diferenciação de resposta mieloide primária 88) que pode influenciar de forma 

ainda desconhecida na sua localização subcelular, na sua superexpressão e produção de 

citocinas inflamatórias [32, 33]. Por outro lado, o Lrrk2 também está associado com o fator 

nuclear de células T ativadas (NFAT), responsável tradicionalmente pela produção de ci-

tocinas inflamatórias via sinalização de cálcio, sendo assim um importante mediador da 

resposta imune [34-36]. A sinalização de NFAT é inibida pelo RNA não codificador repres-

sor de NFAT (NRON), um complexo composto de 11 proteínas, das quais 5 são associadas 

à LRRK2 [37]. De fato, LRRK2 é relatado como um regulador negativo de NFAT que pode 

inativar sua função e bloquear sua resposta [32, 33, 36]. Dessa forma, podemos afirmar 

que o gene Lrrk2 está envolvido na resposta imune, porém essa relação ainda não está 

clara e mais estudos são necessários para sua compreensão. 

Embora o etanol exerça grandes efeitos sobre o organismo, a maioria dos estudos 

realizados até o momento se concentram na neurobiologia do alcoolismo, evidenciando a 

influência do consumo de etanol em circuitos cerebrais relacionados a tomada de decisão 

e processamento de recompensa [1, 3]. Pouco se investiga sobre a regulação de genes 

associados ao consumo de etanol em associação a genes relacionados ao sistema imune 

e importantes na inflamação como das citocinas IL-6, IL1β e IL-10, e de sinalizadores como 

iNOS e o próprio NFAT. 

Com base no exposto, é evidente que há uma interação entre consumo/preferência 

de etanol, o Lrrk2 e a resposta imune inata no estriado. Em um modelo de consumo de 

dieta rica em gordura e açúcar (HSB) e etanol desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, 

observamos que, ao se retirar a dieta HSB e expor camundongos ao paradigma da livre 

escolha, há um aumento no consumo e preferência de etanol nesses animais [38]. Neste 

trabalho, suscitamos a possibilidade de esse aumento estar sendo direcionado via regula-

ção transcricional dos receptores de dopamina. Considerando a relação desses receptores 

com o gene Lrrk2 e deste com a resposta imune, é plausível considerar a possibilidade de 

que esta interação esteja associada com o alto consumo e preferência por etanol nesse 

modelo. Assim, o presente estudo objetiva avaliar a relação entre Lrrk2 e o sistema imune 

e como isso se associa com o consumo e preferência de etanol em um modelo de consumo 

de dieta rica em gordura (HSB) e livre escolha de etanol. Neste contexto, para melhor com-

preensão do papel do sistema imune no consumo de etanol, aplicaremos o modelo descrito 
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anteriormente, também em animais knockout (KO) para a citocina IL6 e para o fator de 

transcrição NFAT. 

 

METODOLOGIA 

Animais 

Oitenta camundongos C57BL/6, machos, SPF, foram fornecidos pelo biotério central 

da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) com seis semanas de idade. Outros 

quarenta, vinte C57BL/6 Il6 KO e vinte C57CLBL/6 Nfat KO, machos, foram disponibiliza-

dos pelo Laboratório de Imunologia de Doenças Infecciosas da UFMG. Somente espéci-

mes machos foram usados a fim de evitar a interferência da flutuação hormonal presente 

em fêmeas. Durante as 12 semanas de experimento, os animais foram individualizados em 

mini-isoladores acomodados em rack ventilada (ALESCO, São Paulo, Brasil) com ciclo 

claro/escuro de 12 horas. Eles tiveram livre acesso à dieta, água e/ou a uma solução de 

etanol (EtOH) 10%, conforme desenho experimental a seguir. O projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-

UFMG), protocolo 119/2012. Todos os esforços foram feitos para garantir o bem-estar ani-

mal. 

 

Desenho experimental  

O experimento foi performado em duas etapas, conforme protocolo descrito deta-

lhadamente em [1, 2]. A primeira etapa (T1) durou 8 semanas, onde os camundongos fo-

ram divididos aleatoriamente em dois grupos: os que foram alimentados com a dieta con-

trole American Institute of Nutrition 93-Growth (AIN93G) (n=20) e os que receberam a dieta 

High Sugar and Butter (HSB) (n=70) [3, 4]. Os grupos foram nomeados conforme dieta 

consumida: AIN93G e HSB. 

A segunda etapa (T2) durou 4 semanas, nas quais os animais foram subdivididos 

em dez grupos, nomeados segundo seu tratamento específico e status genético: AIN93G 

+ H2O (n=10), AIN93G + EtOH (n=10), HSB + H2O (n=10), HSB + EtOH (n=10), HSB-

AIN93G + H2O (n=10), HSB-AIN93G +EtOH (n=10), HSB-AIN93G Il6 KO + H2O (n=10), 

HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH (n=10), HSB-AIN93G Nfat KO + H2O (n=5*) e HSB-AIN93G 

Nfat KO + EtOH (n=5*). Nesse período, cinco grupos (+H2O) tiveram acesso somente à 

água, enquanto os outros cinco (+EtOH) tiveram livre escolha entre a água e uma solução 

de etanol a 10%. Nos grupos HSB-AIN93G a dieta HSB foi trocada pela dieta AIN93G ao 

se iniciar T2. A Figura 1 ilustra o desenho experimental. 

 

*Observação: Ainda não completamos o n experimental dos grupos Nfat KO. Por isso, não temos 
resultados referentes a qPCR para os grupos HSB-AIN93G Nfat + H2O e HSB-AIN93G Nfat + ETOH. 
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Durante todo o protocolo experimental, o peso corporal dos camundongos foi men-

surado semanalmente. Durante T2, foi observada a ingestão de etanol e água diariamente. 

Os espécimes foram eutanasiados um dia após o final de T2, durante o ciclo claro. Na 

eutanásia, foram coletados o tecido adiposo perigonadal e o baço de todos os camundon-

gos. Ademais, foram coletados os cérebros de 40 animais (4 de cada grupo) para a reali-

zação da Citometria de fluxo e dos outros 60 foi extraído o estriado, utilizado nas análises 

moleculares. 

 

 

Figura 1: Desenho experimental. Primeiramente, os animais passaram por um período de aclimatação de 1 

semana e foram alimentados com a dieta padrão American Institute of Nutrition 93-Growth (AIN93G). Nas 8 

semanas seguintes (estágio T1) os camundongos foram divididos em dois grupos: um grupo foi alimentado 

com a dieta padrão AIN93G (n=20) e o outro foi alimentado com dieta rica em açúcar e gordura (HSB) (n=70). 

No estágioT2, com duração total de 4 semanas, os animais foram subdivididos em dez grupos, nomeados de 

acordo com seus tratamentos particulares: AIN93G + H2O (n=10), AIN93G + EtOH (n=10), HSB + H2O (n=10), 

HSB + EtOH (n=10), HSB-AIN93G + EtOH (n=10), HSB-AIN93G + H2O (n =10), HSB-AIN93G Il6 KO + H2O (n 

=10), HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH (n =10), HSB-AIN93G Nfat KO + H2O (n =5) e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH 

(n = 5).. Durante o período de quatro semanas de T2, cinco grupos (+H2O) tiveram acesso apenas à água, 

enquanto os cinco restantes (+EtOH) tiveram livre escolha entre água e solução de etanol a 10%. Durante o 

T2, nos grupos HSB-AIN93G, a dieta HSB foi substituída pela dieta AIN93G.  

 

Índice de adiposidade  

Após coletados, os tecidos adiposos perigonadais foram lavados com solução sa-

lina e pesados para determinação do índice de adiposidade, calculado pela razão entre o 

peso do tecido adiposo perigonadal (em gramas) e o peso corporal dos animais (em gra-

mas). 
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Consumo e preferência pelo etanol 

As medidas foram feitas conforme [38, 39]. O consumo diário de água e álcool foi 

estabelecido pela subtração do peso inicial pelo peso final das garrafas (em gramas) e 

então dividido pelo peso do animal na semana. As garrafas com etanol a 10% tiveram seus 

líquidos trocados após cada medição para contornar a perda da substância por evapora-

ção. A preferência foi determinada quando a porcentagem de álcool ingerido em relação 

ao total de líquido consumido constituiu valor estatisticamente maior que o hipotético de 

50,1%. 

 

Testes comportamentais  

O comportamento dos animais foi observado a partir dos testes Marble burying e o 

da caixa claro/escuro. No penúltimo dia de T2, os espécimes foram submetidos ao teste 

Marble burying, que é classicamente utilizado com o objetivo de investigar o comporta-

mento do tipo impulsivo e obsessivo-compulsivo [42-44]. O teste e sua análise foram reali-

zados conforme [38, 45]. Nesse processo, cada camundongo foi colocado individualmente 

em uma gaiola padrão forrada com 5 cm de serragem. Foram dispostas 18 bolas de vidro 

em três filas de seis unidades, distribuídas uniformemente. Os animais foram avaliados 

quanto ao seu comportamento de enterrar após 10 minutos, quando foram contadas o nú-

mero de bolas com pelo menos 2/3 de seu tamanho encobertos por serragem. Essa con-

tagem foi conduzida por dois pesquisadores independentes, estabelecendo-se, então, uma 

média de bolas enterradas que foi utilizada para mensurar o comportamento obsessivo-

compulsivo de cada animal [42]. 

O teste da caixa/claro escuro foi realizado conforme descrito por [46]. Esse teste, 

baseado na aversão natural do camundongo a locais abertos e iluminados e no comporta-

mento exploratório espontâneo de roedores em resposta a estressores leves, tem como 

função estudar o comportamento semelhante à ansiedade [47]. Inicialmente, no último dia 

de T2, cada espécime foi alocado no compartimento escuro da caixa, que conta com pas-

sagens para possibilitar o trânsito livre entre esta área e a clara. Os camundongos foram 

filmados durante os 5 minutos em que exploraram essas seções e os vídeos foram obser-

vados no software EthoVision® XT versão 12 (Noldus Information Technology, Utrecht, The 

Netherlands) [48]. Foram registrados o tempo gasto no compartimento claro, latência, nú-

mero de transições e a distância percorrida na parte clara. Nesse cenário, menor tempo no 

compartimento claro e maior latência associa-se ao comportamento semelhante à ansie-

dade nos animais [47, 49]. 
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Extração de leucócitos cerebrais e citometria de fluxo 

A extração de leucócitos do celebro foi adaptada de [50]. Uma vez coletados, os 

cérebros foram macerados e mantidos em tubos Falcon (50ml) com 4ml de meio DMEM 

suplementado com colagenase D a 250µg/ml em estufa de CO2 a 37oC por 45 minutos. 

Então, foi adicionado 10ml de DMEM com EDTA (2Mm) e as amostras foram centrifugadas 

a 450g a 4oC por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspen-

sas em Percoll 37%. Essa suspensão foi adicionada em outro tudo Falcon (15ml) contendo 

3ml de Percoll 60% e centrifugada a 950g a 24oC por 20 minutos. Após centrifugação, o 

anel de células mononucleares foi coletado, transferido para tubos Falcon (15ml) com 10ml 

de DMEM completo e novamente centrifugado a 450g por 5 minutos. Finalmente, as amos-

tras foram ressuspensas em 200µl de PBS com 0,2% de soro fetal bovino. As células foram 

contadas em microscópio óptico, com câmara de Neubauer. 

As células isoladas do cérebro foram plaqueadas em uma quantidade aproximada 

de 1x106. Em seguida, foi adicionado 10μl por poço do coquetel de anticorpos monoclonais 

anti-marcadores fenotípicos conjugados com os fluorocromos FITC, PercP-cy5.5, PE-Cy7, 

APC, AmCyan e biotina (sendo, essa última, ligada à estreptavidina Pacific Blue posterior-

mente). As células foram incubadas a 4ºC por 30 minutos, no escuro, foram lavadas com 

100μl por poço de PBS-BSA-NaN3 e centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos. O sobrena-

dante foi descartado e, então, o procedimento de lavagem foi repetido. Posteriormente, as 

células marcadas com anticorpo biotina foram submetidas a uma nova incubação (30 mi-

nutos) com estreptavidina-Pacific Blue e lavadas mais 2 vezes, conforme descrito. Por fim, 

elas foram ressuspendidas em 200μl de solução fixadora (0,5% de formaldeído em PBS1X) 

e mantidas a 4ºC, no escuro, até o dia seguinte. 

Os anticorpos utilizados foram: antiCD11b (FITC); anti-F4/80 (PE-Cy7), antiCD45.2 

(biotina + estreptavidina Pacific Blue) e marcador de viabilidade celular (AmCyan). A leitura 

foi realizada usando o FACS Fortessa (Beckton Dickinson, Mountain View, Califórnia), e as 

análises conduzidas através do programa FlowJo (Tree Star Inc). 

 

Desenho de primers e quantificação relativa por PCR em tempo real (qPCR) 

O desenho dos primers quando necessário foi realizado conforme descrito por [38]. 

A tabela 1 descreve as sequências (5’→ 3’) dos genes alvos utilizados nesse estudo. Para 

as análises de qPCR o RNA total do estriado foi extraído conforme descrito por [38]. A 

concentração e pureza do RNA foram investigadas com um espectrofotômetro DeNovix 

DS-11 (Delaware, EUA). A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose a 1%, 

corado com GelRed (Biotium, Califórnia, EUA). A transcrição reversa foi performada com 

primers oligo (Dt20) (Prodimol Biotecnologia, Belo Horizonte, Brasil), dNTP mix (10mM), 

Reaction Buffer 5X (Thermo Fisher Scientific, São Paulo, Brasil) e M-MLV Reverse 
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Transcriptase (Promega Biotecnologia, São Paula, Brasil), conforme orientações do fabri-

cante. A quantificação relativa dos transcritos dos genes alvo foram realizadas conforme 

[2]. As quantificações relativas foram calculadas pelo método delta-delta Ct [14]. Os genes 

normalizadores utilizados foram Gapdh (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) e 

Ppia (Peptidylprolyl isomerase A) [52, 53]. 

 

Tabela 1: Sequencias (5’→ 3’) do primers usados para real-time PCR (qPCR) 

Gene  Forward Reverse Referência 
Lrrk2 TTCCCCACCAATGAAAACAT AAGGCTGCGTTCTCAGGATA This Study 

Nfat CAGTGTGACCGAAGATACCTGG TCGAGACTTGATAGGGACCCC [54] 

Il6 CTCTGGGAAATCGTGGAAATG AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA [55] 

Il1β CACTCATTGTGGCTGTGGAGAA CCACGGGAAAGACACAGGTAG [55] 

Il10 GCTCTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTTAGGAGCATGTG [56] 

iNOS AGCACTTTGGGTGACCACCAGGA AGCTAAGTATTAGAGCGGCGGCA [56] 

Gapdh AGGAGCGAGACCCCACTAAC GTGGTTCACACCCATCACAA [52] 

Ppia AATGCTGGACCAAACACAAA CCTTCTTTCACCTTCCCAAA [52] 

 

Análises estatísticas 

Os dados foram avaliados quanto a sua distribuição com o teste de normalidade 

Shapiro-Wilk. Eles foram expressos por média ± SEM. ANOVA de duas vias, seguida pelo 

teste post hoc Tukey, foi empregada na análise do peso corporal em T1 e T2, índice de 

adiposidade, consumo de etanol, testes comportamentais, porcentagem de células marca-

das na citometria de fluxo e quantificação relativa de transcritos de genes selecionados no 

estriado. Os dados da ANOVA são representados como F (entre o grupo df, dentro do 

grupo df) = estatística F, valor p). O Teste Mann-Whitney foi aplicado para comparar a 

preferência pelo etanol com o valor hipotético de 50,1%. Correlação de Spearman com 

regressão linear simples foi executada para estudar a relação entre os níveis transcricio-

nais de Nfat e Lrrk2. Todas as análises foram conduzidas no pacote estatístico GraphPad 

Prism, versão 9.0.2 (GraphPad Software, Inc. San Diego, EUA). O nível de significância foi 

de p < 0,05, sendo indicado por um asterisco (*). 

 

RESULTADOS 

O consumo da dieta HSB afetou o peso corporal e o índice de adiposidade e sua 

retirada afetou o consumo e a preferência por etanol 

O desenho experimental performado no presente estudo consiste numa reprodução 

com 4 grupos extras de camundongos knockout (Il6 e Nfat KO) dos trabalhos de Martins 

de Carvalho e Colaboradores (2018) e Moreira Júnior (2019), resultando, com os mesmos 

tratamentos e tempos, em um modelo animal com as mesmas características apresentadas 

nesses estudos [38, 39]. Desse modo, a ANOVA de duas vias demonstrou que o peso 

corporal em T1 foi afetado significativamente pela dieta (F (1, 89) = 9.087, p = 0.0034), pelo 
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período de ingestão (F (2.338,208.1) = 228.9, p < 0.0001) e pela interação desses fatores 

(F (8, 712) = 9.110, p < 0.0001). Já ao final de T2, o tratamento empregado (F (9, 81) = 

20.73, p < 0.0001), o tempo de experimento (F (1.901, 154.0) = 13.44, p < 0.0001) e a 

interação entre esses aspectos (F (24, 243) = 11.03, p < 0.0001) tiveram influência sobre 

o ganho de peso dos camundongos. O teste post hoc revelou que os animais que ingeriram 

a dieta HSB durante todo o experimento tiveram peso corporal significativamente maior (p 

< 0.05) em relação aos outros grupos, que ingeriram somente a dieta AIN93G ou que em 

T2 a dieta HSB foi trocada para a formulação AIN93G (Figuras 2A e 2B). Ainda, em T2, os 

animais do grupo HSB-AIN93G + H2O apresentaram maior peso corporal (p < 0.05) em 

comparação aos do HSB-AIN93G Nfat KO+ H2O (Figura 2B). 

Além disso, a ANOVA de duas vias apontou que o índice de adiposidade, o qual 

mostra o acúmulo de gordura perigonadal dos animais, foi influenciado pela dieta (F (4, 81) 

= 30.40, p < 0.0001) e não pelo etanol (F (1, 81) = 0.02760, p = 0.8685), sendo que o teste 

post hoc indicou que espécimes do grupo HSB (HSB + H2O e HSB + EtOH) tiveram maior 

índice de adiposidade (p < 0.05) quando comparados aos animais dos grupos AIN93G e 

HSB-AIN93G (AIN93G + H2O, AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G + H2O, HSB-AIN93G + EtOH, 

HSB-AIN93G Il6 KO + H2O, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH, HSB-AIN93G Nfat KO+ H2O e 

HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH) (Figura 2C). 

 

Figura 2: Peso corporal e índice de adiposidade. (A) Peso corporal (g) em T1. (B) Peso Corporal (g) em T2. 

(C) Índice de adiposidade (g). Resultados são expressos como média ± SEM. Análises performadas com 

ANOVA de duas vias seguida por pós post hoc Tukey. Em (A) *p < 0,05 para AIN93G vs HSB. Em (B), *p < 

0,05 para HSB + H2O e HSB + EtOH vs AIN93G + H2O, AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G + H2O, HSB-AIN93G + 

EtOH, HSB-AIN93G Il6 KO + H2O, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH, HSB-AIN93G Nfat KO+ H2O e HSB-AIN93G 

Nfat KO e #p < 0,05 para HSB-AIN93G + H2O vs HSB-AIN93G Nfat KO+ H2O. Asteriscos (*) e (#) representam 

as diferenças do teste post hoc entre os grupos. 

 

Em relação ao consumo diário de etanol, a ANOVA de duas vias exibiu que o tipo de dieta 

(F (4, 41) = 69.56, p < 0.0001) e o período de consumo da bebida (F (12.18, 499.5) = 3.559, 
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p < 0.0001) afetaram significamente os animais. Após a troca da dieta HSB pela AIN93G ao 

final de T1, o teste post hoc anunciou que os espécimes dos grupos HSB-AIN93G + EtOH, 

HSB-AIN93G Il6 + EtOH e HB-AIN93G Nfat KO + EtOH consumiram álcool de forma seme-

lhante (p > 0.05), exceto nos dias 11, 17, 20, 25, 27 e 28, nos quais, os camundongos do 

grupo HB-AIN93G Nfat KO + EtOH ingeriram maior quantidade da droga que os animais do 

grupo HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH. Todos os grupos com troca de dieta (HSB-AIN93G + 

EtOH, HSB-AIN93G Il6 + EtOH e HB-AIN93G Nfat KO + EtOH) consumiram quantidades sig-

nificativamente maiores da substância (p < 0.05) em relação aos animais dos grupos AIN93G 

+ EtOH e HSB + EtOH, que não apresentaram diferenças entre si (Figura 3A). A preferência 

pelo etanol em relação à água também foi demonstrada como sendo maior (p < 0.0001) entre 

os espécimes dos grupos HSB-AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 + EtOH e HB-AIN93G Nfat 

KO + EtOH. Enquanto isso, os camundongos do grupo AIN93G + EtOH não demonstraram 

preferência pela bebida (p < 0.0001) e os do HSB + EtOH não indicaram resultado significativo 

(p = 0.1138) em comparação ao valor hipotético de 50,1%. (Figura 3B). 

 

Figura 3: Consumo diário e preferência por etanol. (A) Consumo de etanol expresso pela razão entre o 

consumo diário e o peso corporal (g/Kg/24h). (B) Preferência pelo etanol determinada pela (%) consumida em 

relação ao total de líquido ingerido. Resultados são expressos como média ± SEM. Análises performadas com 

ANOVA de duas vias seguida por teste post hoc Tukey em (A) e por teste Mann-Whitney em relação ao valor 

hipotético de 50,1% em (B). Em (A) *p < 0,05 para HSB-AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e HB-

AIN93G Nfat KO + EtOH vs HSB + EtOH e AIN93G vs EtOH e para HB-AIN93G Nfat KO + EtOH vs HSB-

AIN93G Il6 KO+ EtOH nos dias 11, 17, 20, 25, 27 e 28. Em (B) *p < 0,05 para o valor hipotético de 50,1% vs 

AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e HB-AIN93G Nfat KO + EtOH. Asteriscos 

(*) representam as diferenças do teste post hoc entre os grupos. 
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O consumo da dieta HSB e etanol afetaram o comportamento dos animais 

A ANOVA de duas vias (F (3, 50) = 8.513, p = 0.0001) mostrou que o teste Marble 

Burying foi influenciado principalmente pela interação entre tratamento dietético e o con-

sumo de bebida. Esse teste é utilizado na avaliação da impulsividade, do comportamento 

dos tipos obsessivo-compulsivo e ansioso em camundongos [43, 44]. Nesse sentido, o 

teste post hoc apontou que os animais do grupo AIN93G (AIN93G + H2O e AIN93G + EtOH) 

expressaram baixa impulsividade em relação aos dos grupos HSB (HSB + H2O e HSB + 

EtOH), HSB-AIN93G (HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G + EtOH) e HSB-AIN93G Il6 KO 

+ EtOH e HSB-AIN93G Nfat KO (HSB-AIN93G Nfat KO + H2O e HSB-AIN93G Nfat KO + 

EtOH) (Figura 4A). Interessantemente, os camundongos do grupo HSB-AIN93G Il6 KO+ 

H2O apresentaram baixa impulsividade em relação aos do HSB-AIN93G Il6 KO+ EtOH, 

enquanto não foram observadas diferenças em relação aos espécimes do grupo HSB-

AIN93G Nfat KO (Figura 4A). 

O teste da caixa claro/escuro é tradicionalmente aplicado na avaliação do compor-

tamento do tipo ansioso em modelos animais, usando métricas como a latência, o tempo 

gasto no compartimento claro, o número de transições e a distância percorrida dentro da 

caixa [47, 57]. Nesse contexto, a ANOVA de duas vias revelou que a dieta e o etanol afe-

taram a latência (dieta: F (4, 67) = 20,68, p < 0.0001; etanol: F (1, 67) = 5.065, p = 0.0277) 

e o tempo gasto no compartimento claro (dieta: F (4, 73) = 9,551, p < 0.0001; etanol: F (1, 

73) = 94.23 , p < 0.0001), enquanto que somente o álcool (F (1, 64) = 75.28, p < 0.0001) 

influenciou os resultados vistos quanto à distância percorrida dentro da parte clara da caixa. 

Para latência, o teste post hoc indicou que os animais dos grupos HSB (HSB + H2O 

e HSB + EtOH), HSB-AIN93G (HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G + EtOH) e HSB-

AIN93G Nfat KO (HSB-AIN93G Nfat KO + H2O e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH) apresen-

taram menor tempo (p < 0.05) para começar a explorar o compartimento claro em compa-

ração aos espécimes do grupo AIN93G (AIN93G + H2O e AIN93G + EtOH), demonstrando 

um efeito ansiolítico do tratamento para esses animais (Figura 4A). Enquanto isso, os do 

grupo HSB-AIN93G Il6 KO + H2O exibiram maior tempo de latência em relação aos dos 

grupos HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93 Nfat KO + H2O (Figura 4A). Não foram observa-

das diferenças em relação ao grupo HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH (Figura 4A). Os camun-

dongos dos grupos +EtOH (AIN93G + EtOH, HSB + EtOH, HSB-AIN93G + EtOH, HSB-

AIN93G Il6 KO + EtOH e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH) gastaram mais tempo (p < 0,05) 

no compartimento claro da caixa em relação aos dos +H2O (AIN93G + H2O, AIN93G + H2O, 

HSB-AIN93G + H2O, HSB-AIN93G Il6 KO + H2O e HSB-AIN93G Nfat KO + H2O) (Figura 

4B). Esses dados novamente confirmam o efeito ansiolítico dos tratamentos experimentais. 

Não foram percebidas diferenças significativas em relação ao número de transições 

claro/escuro (Figura 4C). 
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Em relação à distância percorrida na parte clara da caixa, o teste post hoc mostrou 

que os animais dos grupos +EtOH (AIN93G + EtOH, HSB + EtOH, HSB-AIN93G + EtOH, 

HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH) percorreram uma distância 

maior (p < 0,05) e, consequentemente, exploraram mais o ambiente em relação aos dos 

+H2O (AIN93G + H2O, AIN93G + H2O, HSB-AIN93G + H2O, HSB-AIN93G Il6 KO + H2O e 

HSB-AIN93G Nfat KO + H2O) (Figura 4D). Tal resultado pode ser visualizado pelos Heat-

maps apresentados na figura 4F, nos quais é evidente a maior exploração da área pelos 

animais dos grupos +EtOH. 

 

Figura 4: Análises comportamentais. Comportamento do tipo impulsivo avaliado no teste Marble burying 

pela: (A) Porcentagem de enterramentos (%). Comportamento do tipo ansioso avaliado no teste da caixa 

claro/escuro por: (B) Latência (s), (C) Tempo no lado claro (%), (D) Número de transições, (E) e (F) Distância 

percorrida (cm). Resultados são expressos como média ± SEM. Análises performadas com ANOVA de duas 

vias seguida por teste post hoc Tukey. Em (A) *p < 0,05 para AIN93G + H2O vs HSB + H2O e HSB-AIN93G + 

H2O, para AIN93G + EtOH vs HSB + EtOH, HSB-AIN93G + EtOH e HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e para HSB-

AIN93G Il6 KO + H2O vs HSB-AIN93G + EtOH e HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH. Em (B) *p < 0,05 para AIN93 + 
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H2O vs HSB + H2O, HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G Nfat KO + H2O, para AIN93G + EtOH vs HSB + EtOH 

e HSB-AIN93G + EtOH e para HSB-AIN93G Il6 + H2O vs HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G Nfat + H2O.  Em 

(C) e (E) *p < 0,05 para AIN93 + H2O vs AIN93G + EtOH, para HSB + H2O vs HSB + EtOH, para HSB-AIN93G 

+ H2O vs HSB-AIN93G + EtOH, para HSB-AIN93G Il6 KO+ H2O vs HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e para para 

HSB-AIN93G Nfat KO + H2O vs HSB-AIN93G Nfat KO+ EtOH. Asteriscos (*) representam as diferenças do 

teste post hoc entre os grupos. 

 

O tratamento dietético e consumo de etanol afetaram o percentual de células infla-

matórias no cérebro e baço  

No cérebro, a ANOVA de duas vias revelou que a dieta é o principal fator para as 

variações nos percentuais de células CD45+F4/80+CD11b+ (F (4, 27) = 36.43, p < 0.0001). 

O teste post hoc mostrou que os animais do grupo HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH possui 

maior (p < 0.05) percentual de células CD45+F4/80+CD11b+ quando comparado com os 

animais dos grupos AIN93G + EtOH, HSB + EtOH e HSB-AIN93G + EtOH e da mesma 

forma, os animais do grupo HSB-AIN93G + EtOH possuem maior percentual desse mar-

cador nas suas células que os dos grupos AIN93G + EtOH e HSB + EtOH (Figura 4A). Já 

o grupo HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH possui maior percentual quando comparados com 

o AIN93G + EtOH (Figura 5A). Para o mesmo marcador, o grupo HSB-AIN93G Nfat KO + 

H2O possui maiores quantidades que os grupos AIN93G + H2O, HSB + H2O, HSB-AIN93G 

+ H2O (Figura 5A).  No baço, a dieta (F (4, 27) = 108.0, p < 0.0001) foi responsável pelas 

diferenças nas células marcadas com CD45+F4/80+CD11b. O teste post hoc revelou que 

os grupos AIN93G, HSB e HSB-AIN93G (AIN93G + H2O, AIN93G + EtOH, HSB +H2O, HSB 

+ EtOH, HSB-AIN93G + H2O, HSB-AIN93G + EtOH) possuem maiores percentuais (p < 

0.05) das células CD45+F4/80+CD11b+ quando comparados com animais Il6 e Nfat KO 

(HSB-AIN93G Il6 + H2O, HSB-AIN93G Il6 + EtOH, HSB-AIN93G Nfat + H2O e HSB-AIN93G 

Nfat + EtOH) (Figura 5B).  

 

Figura 5: Citometria de fluxo de células do cérebro e baço. (A) CD45+F4/80+CD11b+ (%) no cérebro. (B) 

CD45+F4/80+CD11b+ (%) no baço. Resultados são expressos como média ± SEM. Análises performadas com 

ANOVA de duas vias seguida por teste post hoc Tukey. Em (A) *p < 0,05 para AIN93G + EtOH vs HSB + EtOH 

e HSB-AIN93G + EtOH, para HSB + EtOH vs HSB-AIN93G + EtOH e HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH, para AIN93G 

+ EtOH vs HSB-AIN93G + EtOH e para HSB + H2O vs HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G Nfat KO + H2O. Em 

(B) *p < 0,05 para HSB-AIN93G Il 6 + H2O vs AIN93G + H2O, HSB + H2O e HSB-AIN93G + H2O, para HSB-

AIN93G Il 6 + EtOH vs AIN93G + EtOH, HSB + EtOH e HSB-AIN93G + EtOH, para HSB-AIN93G Nfat + H2O 
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vs AIN93G + H2O, HSB + H2O e HSB-AIN93G + H2O e para HSB-AIN93G Nfat + EtOH vs AIN93G + EtOH, 

HSB + EtOH e HSB-AIN93G + EtOH.  

 

O consumo de etanol afetou a transcrição de Lrrk2, Nfat e de citocinas no estriado 

A regulação transcricional de genes e citocinas chave em relação ao consumo e 

dependência pelo etanol foram afetados nos diferentes grupos experimentais do presente 

estudo [58]. A ANOVA de duas vias demonstrou que o álcool é o único fator responsável 

pelas diferenças na regulação transcricional dos genes Lrrk2 (F (1, 38) = 31. 68, p < 

0.0001), Nfat (F (1, 38) = 16.27, p = 0.0003), Il1β (F (1, 38) = 49.1, p < 0.0001), Il10 (F (1, 

37) = 8.513, p = 0.0060) e iNOS (F (1,38) = 15.31, p = 0.004). Já Il6, teve como responsá-

veis pela sua regulação a dieta (F (2, 27) = 7.148, p = 0.0032), o etanol (F (1, 27) = 22.92, 

p< 0.0001) e a interação entre esses fatores (F (2, 27) = 3.788, p = 0.0355). 

Avaliamos no estriado, a transcrição de citocinas inflamatórias (Il6 e Il1β) e anti-

inflamatórias (Il10). A análise post hoc revelou que Il-6 foi regulado positivamente (p < 0,05) 

no grupo HSB-AIN93G + EtOH em comparação aos animais dos grupos HSB + EtOH e 

AIN93G + EtOH (Figura 6A). O Il-1β estava hiporregulado nos animais HSB + H2O, HSB-

AIN93G + H2O e HSB-AIN93G Il6 KO + H2O em relação aos animais HSB + EtOH, HSB-

AIN93G + EtOH e HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH, respectivamente (Figura 6B). O Il-10 estava 

regulado positivamente nos animais do grupo HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G Il6 KO 

+ H2O em comparação aos animais dos grupos HSB-AIN93G + EtOH e HSB-AIN93G Il6 

KO + EtOH (Figura 6C). O gene iNOS apresentou hiporregulação nos grupos HSB-AIN93G 

+ EtOH e HSB-AIN93G Il6 KO + H2O em comparação com o grupo HSB-AIN93H + H2O e 

HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH, respectivamente (Figura 6D). O gene Lrrk2 que recentemente 

foi associado à perda de controle e preferência pelo etanol pelo nosso grupo de pesquisa, 

apresentou hiporregulação nos grupos que fizeram alto consumo de etanol (HSB-AIN93 + 

EtOH e HSB-ANI93G Il6 KO + EtOH (Figura 6E), inversamente, o gene Nfat apresentou 

hiperregulação nesses grupos (Figura 6F). Curiosamente, a correlação de Spearman de-

monstrou uma relação negativa entre os genes Lrrk2 e Nfat (r = 0.7393, equação da re-

gressão -1.748*X + 3.339, p < 0.0001) (Figura 6J). 
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Figura 6: Quantificação relativa do mRNA no Estriado. Níveis relativos de mRNA em: (A) Il6, (B) Il1β, (C) 

Il10, (D) iNOS, (E) Lrrk2 e (F) Nfat. Resultados são expressos como média ± SEM. Análises performadas com 

ANOVA de duas vias seguida por teste post hoc Tukey. Em (A) *p < 0,05 para AIN93G + EtOH vs HSB + EtOH 

e HSB-AIN93G + EtOH. Em (B), (C), (D), (E) e (F) *p < 0,05 para HSB-AIN93G + H2O vs HSB-AIN93G + EtOH 

e para HSB-AIN93G Il6 KO + H2O vs HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH. Asteriscos (*) representam as diferenças do 

teste post hoc entre os grupos. 
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DISCUSSÃO 

Com o objetivo de avaliar a regulação transcricional do gene Lrrk2 em associação 

com genes relacionados ao sistema imune e suas implicações no comportamento e na 

preferência por etanol em camundongos C57BL/6, reproduzimos um modelo de consumo 

crônico de dieta rica em açúcar e gordura (HSB) e livre escolha de etanol, conforme deta-

lhado por [38, 39]; e acrescentamos animais knockout Il6 e Nfat. Nesse modelo, foi obser-

vado que, após a alimentação dos camundongos por 8 semanas com a dieta HSB e sua 

subsequente troca pela dieta AIN93G, verificou-se nos animais alto consumo e preferência 

de etanol [38, 39]. Adicionalmente, animais que consumiram apenas a dieta HSB desen-

volveram características semelhantes à obesidade. Reproduzimos aqui esses resultados 

como visto nas figuras 1 e 2 e observamos que a falta dos genes Il6 e Nfat não altera de 

forma significativa a preferência e o consumo de etanol nos animais ao longo do tempo. 

Efetivamente, já havíamos demonstrado que os resultados observados no modelo estavam 

relacionados com um desequilíbrio na via dopaminérgica mesocorticolímbica associada à 

regulação transcricional dos receptores de dopamina (Drd1/Drd2) e de subunidades de 

receptores Gabab (Gabbr1/Gabbr2) e com alterações na estrutura e composição da micro-

biota intestinal [38, 39]. No presente trabalho, observamos que o alto consumo de etanol 

pelos animais dos grupos resultou em diferenças comportamentais e em maior neuroinfla-

mação, em especial no estriado, onde houve elevação de citocinas inflamatórias e redução 

de anti-inflamatórias. 

O consumo de etanol está relacionado a diversas alterações comportamentais [59]. 

De fato, no presente estudo, observamos um efeito ansiolítico associado ao consumo crô-

nico de etanol evidenciado pela baixa latência, alto tempo de permanência, maior distância 

percorrida e exploração do compartimento claro no teste da caixa claro/escuro nos animais 

que estavam em grupos associados ao paradigma da livre escolha por etanol, sendo im-

portante evidenciar que tal comportamento foi observado independentemente da quanti-

dade ingerida da bebida. Esse resultado corrobora com diversos estudos em modelos ani-

mais que evidenciam o efeito ansiolítico do consumo dessa droga [12, 46, 60, 61]. Consi-

derando que a ansiedade é uma estratégia de defesa em camundongos, uma vez que se 

associa à aversão por lugares abertos e iluminados que os tornam mais visíveis a possíveis 

predadores, a diminuição desse comportamento lhes é prejudicial [47, 62]. Neste contexto, 

esse efeito também é deletério para seres humanos uma vez que é um reforço positivo em 

situações de elevada ansiedade e até mesmo depressão que pode ser fator chave para o 

desenvolvimento e manutenção da dependência pela droga [63, 64]. Por isso, várias es-

tratégias são investigadas para bloquear os efeitos ansiolíticos do etanol; por exemplo, 

Correia e colaboradores (2008) usaram fármacos bloqueadores da atividade catalase que 

inibiram o metabolismo do etanol no cérebro e conseguiram atuar sobre os efeitos 
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ansiolíticos do álcool nos animais [65]. Com esse trabalho, os autores concluíram que es-

tratégias psicofarmacológicas que bloqueiam a ação do etanol no cérebro podem ser usa-

das para diminuir os efeitos da adição por esta droga [65]. Diante disso, o modelo desen-

volvido pode ser eficiente no estudo de alterações neurobiológicas e comportamentais re-

lacionadas ao uso do etanol, em especial, para trabalhos que buscam bloquear os efeitos 

ansiolíticos do álcool em modelos animais 

Curiosamente, o teste Marble Burying demonstrou maior impulsividade nos animais 

que tiveram acesso a dieta HSB durante todo o experimento. Tal fato, é comparável com 

o transtorno obsessivo-compulsivo visto em humanos [44, 66, 67]. Tal resultado é consis-

tente com trabalhos em que dietas hipercalóricas foram associadas à compulsão alimentar 

[68-70]. Assim, permitindo-nos sugerir que o consumo da dieta HSB pode desencadear um 

distúrbio do tipo obsessivo-compulsivo nos camundongos e que nosso modelo pode ser 

aplicado em estudos relacionados a cirurgia bariátrica em humanos, principalmente no que 

diz respeito a relação deste procedimento com o consumo de álcool. Estudos demonstram 

que de 6 meses a 3 anos do pós-operatório, cerca de 6% dos pacientes desenvolvem 

transtornos relacionados ao uso problemático de etanol [71, 72]. De modo geral, acredita-

se que há uma transferência da alimentação compulsiva para o alto consumo de etanol, o 

que potencializa a adição pela substância assim como visto nos grupos troca de dieta 

(HSB-AIN93G + EtOH, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH) [73, 

74]. 

Considerando ainda os testes comportamentais, observamos que a troca da dieta 

HSB para AIN93G impactou de forma diferenciada o comportamento dos animais do grupo 

HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH. Estes animais, demonstraram maior impulsividade em rela-

ção aos animais do grupo H2O que, por sua vez, apresentaram menor latência na caixa 

claro/escuro dos que animais dos grupos HSB-AIN93G + H2O e HSB-ANI93G Nfat KO + 

H2O. Apesar desse resultado não ter implicações diretas em relação ao consumo de etanol 

nos animais Il6 KO, devem ser considerados em relação a importância da resposta imune 

e moléculas inflamatórias em alterações comportamentais, já que o sistema imune está 

implicado no desenvolvimento de diversas doenças psiquiátricas como depressão, trans-

torno bipolar, esquizofrenia, autismo, ansiedade e até mesmo na desordem pelo uso do 

álcool [21, 75-77] 

De modo geral, sabe-se que a exposição ao etanol ativa a sinalização neuroimune, 

ocasionando um ambiente altamente inflamatório no cérebro, no qual células da micróglia, 

infiltrado de macrófagos e monócitos, aumentam a transcrição de marcadores pró-inflama-

tórios (IL1β, IL6), reduzem a de marcadores anti-inflamatórios (IL10) e elevam a de óxido 

nítrico sintase (iNOS) [78-80]. Neste contexto, em extensa revisão sobre o assunto, Mon-

tesinos e colaboradores (2016) descrevem vias em que o etanol regula a transcrição de 
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genes neuroimunes e microgliais e, em especial, citam a ativação de receptores toll-like do 

tipo 4 (TLR4) presentes em células imunes e neurônios por lipopolissacarídeos bacterianos 

(LPS) que ativam a resposta inflamatória [20]. De fato, em trabalhos anteriores, nosso 

grupo de pesquisa descreveu alterações na abundância e estrutura da microbiota intestinal 

e propôs que o aumento da translocação bacteriana para a corrente sanguínea possibilita-

ria a ativação de TLR4 por LPS bacterianos, o que resultaria em ativação da resposta in-

flamatória cerebral [39, 80]. No presente estudo, nos grupos HSB-AIN93G (HSB-AIN93G 

+ EtOH, HSB-AIN93G Il6 KO + EtOH e HSB-AIN93G Nfat KO + EtOH), que apresentaram 

alto consumo e preferência pelo etanol, observamos um aumento de macrófagos 

(CD45+F4/80+CD11b+) no cérebro dos animais [81, 82]. Funcionalmente, CD11b regula a 

adesão e migração de leucócitos para mediar a resposta inflamatória [83-85]. Portanto, a 

possibilidade de uma neuroinflamação impulsionada pela microbiota nesses animais não 

deve ser desconsiderada. No baço, houve uma diminuição dos macrófagos 

(CD45+F4/80+CD11b+) dos animais Il6 KO e Nfat KO mostrando que esses genes são 

importantes para manutenção destas células no órgão frente aos tratamentos dados aos 

animais. 

Especificamente no estriado, região cerebral sensível ao etanol, é observada ativa-

ção da sinalização neuroimune com o consumo da droga. Ao expor camundongos ao eta-

nol por 8 semanas, Asatryan e colaboradores (2015) verificaram no estriado uma maior 

neurodegeneração e transcrição de mediadores pró-inflamatórios [78]. Esses resultados 

corroboram com nossos achados, uma vez que observamos no estriado uma hiper-

regulação dos genes relacionados a citocinas pró-inflamatórias Il6 e Il1β e hiporregulação 

de Il10 nos camundongos dos grupos com alto consumo de etanol. Curiosamente, 

observamos hiperregulaçao de iNOS nos animais dos grupos HSB-AIN93 + EtOH e HSB-

AIN93G Il6 KO + EtOH o que faz sentido pela relação inversa com a transcrição de Il10 já 

que essa interleucina é conhecida por suprimir a indução de iNOS [86]. Assim, os níveis 

baixos de Il10 nos animais que consumiram altas quantidades e tiveram preferência por 

etanol podem estar contribuindo para o aumento de iNOS cuja expressão é resultado de 

uma resposta inflamatória localizada ou difusa [87, 88]. Paralelamente aos resultados 

descritos, encontramos uma hiporregulação do gene Lrrk2 e hiperregulação de Nfat nestes 

grupos, o que faz sentido, considerando seu papel inibidor sobre NFAT [32]. Assim, com a 

menor transcrição de Lrrk2 há maiores níveis de NFAT o que pode desencadear a um 

aumento nas citocinas inflamatórias dependentes desta molécula e que tem papel chave 

no processo de inflamação. De fato, observamos uma correlação negativa entre esses 

genes o que nos permite sugerir a possibilidade de que a baixa transcrição de Lrrk2 está 

aumentanto a neuroinflamação e direcionando em parte o fenótipo de adição pelo etanol 

não pode ser desconsiderada.  
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Neste contexto, nosso grupo de pesquisa identificou, associações do gene Lrrk2, 

até então associado à Doença de Parkinson e a doenças inflamatórias intestinais, no 

comportamento de preferência e perda de controle pelo etanol em camundongos, Zebrafish 

e humanos [28, 31, 58, 89-91]. Este gene está envolvido em processos neurais, como a 

recaptação de componentes sinápticos, plasticidade sináptica e em diversas vias de sina-

lização por desempenhar funções GTPase e quinase, que influenciam processos como a 

proliferação e diferenciação celular, apoptose, inflamação e resposta imune [33, 92-97]. 

Estudos em humanos e camundongos corroboram com os resultado deste trabalho em 

relação a regulação diferencial com uma hiporregulação de Lrrk2 em relação ao consumo 

de etanol. Neste cenário, em humanos foi obsersevado hiporregulação de LRRK2 no 

cérebro post-mortem de pacientes com AUD e em camundongos observou-se que o álcool 

diminui a atividade da quinase LRRK2 no estriado e que a deleção do gene em neurônios 

estriatais que expressam D1 promove o consumo compulsivo fortalecendo a sinalização e 

a função do receptor D1 [31, 58]. Apesar disso, alguns estudos demonstraram resultados 

contrários. Em modelo de perda de controle pelo etanol em camundongos, foi observada 

uma hiperregulação do gene Lrrk2 no estriado de animais que apresentaram preferência 

pela substância mesmo após estímulo adverso e a inibição da função quinase deste gene 

em Zebrafish reduziu a preferência por etanol nos animais [90, 98].  

Os resultados conflitantes encontrados nesses trabalhos são de difícil comparação 

em relação a este estudo, tendo em vista as diferenças existentes quanto aos tratamentos 

utilizados, tempo de exposição ao etanol, concentração de etanol e modelos experimen-

tais. Assim, mesmo com achados discrepantes, nossos resultados nos permitem propor 

que alterações no perfil de regulação transcricional deste gene tenham um papel-chave no 

alto consumo e preferência de etanol. Entretanto, mais estudos devem ser feitos para en-

tender a função desse gene na neurobiologia da adição pelo etanol. Em resumo, os resul-

tados do presente estudo demonstram como o modelo animal de consumo de dieta rica 

em gordura e ingestão de etanol desenvolvido por nosso grupo é reprodutível e pode ser 

eficiente no estudo de alterações relacionadas ao consumo de etanol. Com este modelo, 

mostramos ainda que o consumo de etanol afetou (I) o comportamento dos animais, (II) a 

neuroinflamação e (III) a regulação da transcrição dos genes Lrrk2, Nfat e de citocinas no 

estriado. Adicionalmente, observamos que nos animais Il6 KO a transcrição dos genes alvo 

não foi alterada neste modelo animal e fica como perspectiva a avaliação em relação aos 

animais Nfat KO já que o número de animais para avaliação ainda não foi obtido, mas, o 

experimento já está em andamento para finalização deste estudo. 
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Os estudos apresentados nesta tese, organizados em três capítulos, apresentam 

um corpo de evidências que corroboram com a hipótese de que nossos achados estão 

implicados no fenótipo de uso problemático de etanol; sustentam, ainda, a eficiência da 

dieta HSB no desenvolvimento de uma condição semelhante à obesidade nos camundon-

gos. 

Haja vista a diferença no ganho de peso dos animais que consomem apenas a dieta 

HSB, no modelo desenvolvido, investigamos mais a fundo esse fenótipo e sua relação com 

a dieta. Dessa forma, no capítulo 1, demonstramos que o consumo crônico da dieta HSB 

afeta o índice de adiposidade, as concentrações de colesterol, de glicose, de triglicerídeos 

e de leptina, além do comportamento, da regulação de genes relacionados à ingestão ali-

mentar e do microbioma fecal dos animais [139]. Todos esses parâmetros parecem contri-

buir para um fenótipo semelhante à obesidade nos animais HSB. 

Com a utilização de um modelo de consumo de dieta rica em gordura e livre escolha 

por etanol, no capítulo 2, conseguimos demonstrar que a dieta HSB e o etanol afetaram a 

estrutura, a composição e a abundância de diversos grupos bacterianos na microbiota in-

testinal [120]. Adicionalmente, mostramos que a retirada da dieta HSB afeta a preferência 

pelo etanol e demonstra uma resiliência estrutural no microbioma fecal [120]. No capítulo 

3, conseguimos reproduzir os dados do modelo descrito no capítulo 2 e ainda demonstra-

mos que o consumo de etanol afeta o comportamento dos animais, desencadeia uma neu-

roinflamação associada a uma hiperregulação de citocinas inflamatórias, hiporregulação 

de citocina anti-inflamatória, hiperregulação de Nfat e hiporregulação do gene Lrrk2 no es-

triado. Adicionalmente, mostramos que a ausência dos genes Il6 e Nfat não afeta o con-

sumo de etanol nos animais, apesar de alterar em parte seu comportamento e regulação 

gênica. 

Em conjunto, nossos achados sustentam que a ingestão da dieta HSB leva os ani-

mais a desenvolverem comportamentos que os direcionam a consumir compulsivamente 

a dieta, que, por sua vez, resulta no desenvolvimento de um fenótipo semelhante à obesi-

dade. Ao retirar a dieta HSB e expor os animais ao paradigma da livre escolha por etanol, 

o comportamento que até então era visto em relação à dieta passa a ser - de mesmo modo 

- em relação ao etanol. Por isso, o alto consumo e preferência por esta droga nos animais 

HSB-AIN93G + EtOH. Neste grupo, o consumo abusivo de etanol está associado a altera-

ções no sistema nervoso central, em especial, no sistema de recompensa, conforme rela-

tado em [129]. Além disso, sugerimos: (1) a existência de uma influência da microbiota 

intestinal e do sistema imune na busca e consumo desta droga; (2) e que há uma associ-

ação destes fatores com a regulação transcricional do gene Lrrk2, o que direciona a 
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preferência pelo etanol. Assim, os dados obtidos em nossos estudos contribuem para o 

escopo de evidências de uma interconexão entre o sistema nervoso central, sistema imune, 

dieta, microbiota intestinal e regulação do gene Lrrk2 no consumo abusivo de etanol. Como 

perspectivas para maior aprofundamento dos resultados apresentados nesta tese, é im-

portante avaliar a expressão de proteínas associadas aos processos aqui avaliados como 

LRRK2, PKA, TLR4 e NFAT, e fazer uma avaliação metabolômica do modelo a fim de 

investigar possíveis biomarcadores preditores dos fenótipos desenvolvidos pelos animais. 

Adicionalmente, um modelo de transferência de microbiota intestinal entre animais dos gru-

pos HSB-AIN93G + H2O e HSB-AIN93G + EtOH pode ajudar a elucidar a importância desta 

no consumo e preferência por etanol. 
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