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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da administracdo de 6leo de
copaiba (OC) sobre o consumo voluntério de alcool em ratos. Métodos: Ratos Wistar machos
(270-280 g) foram divididos em dois grupos, recebendo 2 g/kg de alcool (ALC; n = 20) ou &gua
(CTR; n = 20) via oral (gavagem), duas vezes ao dia, por seis dias. Nas quatro semanas
seguintes eram livres para escolher entre uma garrafa contendo solucgéo de sacarina 0,2% ou
outra contendo alcool (20%, p/v) em solucdo de sacarina 0,2%. Grupo CTR escolhia entre duas
garrafas contendo sacarina 0,2%. Para ambos era controlado o consumo diério. No 16° dia da
autoadministracdo, os grupos foram subdivididos e metade recebeu 600 mg/kg de OC (CTR-
OC e ALC-0OC), via subcutanea, uma vez ao dia, por trés dias. Os demais receberam apenas
6leo de girassol (CTR e ALC). Resultados: Volume total de solugdes consumidas foi duas
vezes maior nos animais do grupo ALC, sem interferéncia significativa do OC. No entanto, OC
reduziu consumo de alcool dois, cinco e seis dias apds a Gltima administragdo. No sexto dia da
ultima administracdo, também houve reducdo da preferéncia por alcool no grupo ALC-OC.
Conclusio: Oleo de copaiba reduz o consumo voluntario de &alcool em ratos, sugerindo

potencial antiaditivo.

Unitermos: etanol, dependéncia quimica, produtos naturais, drogadicédo



ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate the effects of copaiba oil (OC) on
voluntary alcohol intake in rats. Methods: Male Wistar adults rats (270-280 g), were treated
with 2 g/kg alcohol (ALC: 20% w/v, n = 20) or tap water (CTR; n = 20) by oral gavage, twice
daily, for 6 days. In the next 4 weeks, rats were free to choose from a bottle containing saccharin
solution 0.2% or another one containing alcohol (20% wi/v). CTR group was allowed to choose
between 2 bottles containing saccharin. For both, there was a controlled daily consumption. On
the 16" day of self-administration they were divided and half received 600 mg/kg OC (CTR-
OC and ALC-OC), subcutaneously, once a day, for 3 days. Other rats received only sunflower
oil (CTR and ALC). Results: Total volume of liquid consumed per week was 2 times higher in
animals ALC group, with no significant interference of OC. However, OC reduced alcohol
intake 2, 5 and 6 days after last administration. Six days after the last administration there was
also a reduction in preference for alcohol in ALC-OC group. Conclusion: Copaiba oil reduce

voluntary alcohol consumption in rats, suggesting a potential anti addictive effect.

Keywords: ethanol, chemical dependency, natural products, drug addiction



INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude(1), o consumo abusivo de alcool é a 32 maior
causa de doencas nos paises desenvolvidos e a 5% causa de morte prematura e de incapacidade,
totalizando cerca de 4% das mortes no mundo. E considerado fator causal de mais de 200
doencas, sendo as mais prevalentes as doencas cardiovasculares e diabetes (33%), doencas
gastrintestinais (16%), cancer (12%), além de doencas neuropsiquiatricas e acidentes de
transito.

O alcool € depressor do sistema nervoso central (SNC), com efeito ansiolitico e sedativo,
associado a desinibicdo, relaxamento, euforia, agitacdo, incoordenacdo motora, déficit
cognitivo e de memoria(2). Quando usado cronica e abusivamente, alcool leva a dependéncia -
considerada uma doenca cronica recorrente. Nessa condicdo, sdo frequentes os episédios de
intoxicacdo, apesar das consequéncias adversas, além de comportamento compulsivo, perda do
controle sobre o uso e sintomas fisicos e emocionais negativos pela abstinéncia(3). Poucos
recursos farmacoldgicos estdo disponiveis para controle da compulsdo ou sinais de abstinéncia
em individuos que decidem interromper o uso do alcool. Alguns estudos buscam identificar
substancias que possam auxiliar na interrupcdo ou reduzir o consumo diario de alcool para
concentragdes seguras, reduzindo também os riscos associados ao abuso.

Oleo de copaiba é um dleo-resina extraido do tronco de arvores de diversas espécies do
género Copaifera L. (Leguminosae), sendo a espécie C. reticulata a mais utilizada(4). C.
reticulata é nativa da regio tropical da América Latina e Africa Ocidental. Sua composicao
quimica varia conforme a espécie, a estacdo do ano relativo a coleta e caracteristicas geograficas
e climéticas da regido de crescimento das arvores(5). E constituido de mistura de sesquiterpenos
- majoritariamente B-cariofileno - e &cidos diterpénicos(6-8). Medicina popular atribui diversas

propriedades terapéuticas ao Oleo de copaiba, principalmente anti-inflamatdria(8),



antinociceptiva(9), antiparasitaria(10), antimicrobiana(11), antineoplasica(12),
antiulcerogénica(13) e antioxidante(14). Popularmente, 6leo de copaiba também é reconhecido
como uma substancia antiaditiva no tratamento do alcoolismo. Estudos de seguranca revelaram
que a toxicidade oral aguda é baixa, sendo a dose letal estimada em camundongos e ratos maior
do que 2.000 mg/kg(9,15). Também nédo se observa genotoxicidade ou mutagenicidade apds
administracdo oral de 500, 1.000 e 2.000 mg/kg do 6leo de copaiba em camundongos(6), ou
neurotoxicidade nas dose de 300 e 2.000 mg/kg, também via oral, em ratas(15).

Embora diversos estudos tenham avaliado o efeito do 6leo-resina de copaiba em tecidos
periféricos, seu efeito no SNC ainda é pouco explorado. Contudo, 6leo de copaiba reduz a
atividade locomotora e exploratoria de ratos no campo aberto apds administracdo oral de 100 e
200 mg/kg, interpretada como aumento de comportamentos tipo-ansioso(16). Também foi
identificado efeitos anti-inflamatdrio e neuroprotetor central em ratos apds administracéo
intraperitoneal de 200 mg/kg, por 3 dias(17). Atribui-se esses efeitos centrais do 6leo a presenca
de sesquiterpenos como o B-cariofileno(18). De fato, administracdo intraperitoneal aguda de p3-
cariofileno reduz consumo voluntario de alcool em camundongos, segundo 0s autores, por meio
da ativacgdo de receptores canabindides CB2(19). No entanto, ndo ha estudos avaliando o efeito
antiaditivo do dleo de copaiba sobre o consumo voluntario de alcool em ratos apds
administracdo repetida, por via subcutanea. Portanto, nosso objetivo neste estudo foi avaliar o

efeito do tratamento com 6leo de copaiba sobre o consumo voluntario de alcool em ratos.

METODOS

Animais
Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, adultos, com peso corporal entre 270 — 280

g, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
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(CREAL), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e alojados no Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia, ICBS, UFRGS. Foram alocados 2 animais por
caixa de polipropileno (33x17,8x40 cm), separados entre si por grade de aluminio,
intransponivel, fixada no sentido longitudinal, garantindo mesma area fisica para cada animal
e permitindo livre acesso as solucdes e ao alimento ao longo de todo o experimento. Prévio ao
inicio do experimento, os animais foram habituados ao biotério setorial por 7 dias. Foram
garantidas condi¢fes ambientais ideais de biotério, com ciclo claro/escuro de 12 horas (7:00-
19:00h), temperatura de 22 + 2° C e umidade do ar de 55%. Os animais foram alimentados com
racdo padrdo de biotério com liberdade para comer ou beber as solugdes. (CEUA-UFRGS

#30901).

Solucgdes

Etanol 99,99% (Merck, Séo Paulo, BR) foi diluido em agua destilada na proporcao de
20% (p/v), e inicialmente administrado via intragastrica, com auxilio de agulha de gavagem, na
dose de 2 g/kg. Animais controle também foram administrados via gavagem oral no mesmo
volume de 10 mL/kg. Para a autoadministracdo, o alcool foi diluido em solucdo contendo
sacarina sddica diidratada (Sigma-Aldrich, MO, USA) dissolvida em &gua purificada na
concentracdo de 0,2% (p/v). Essa solugdo doce, altamente palatavel, foi oferecida aos animais
para consumo voluntario a partir do 7° dia de experimento.

Oleo-resina de copaiba (C. reticulata; Argila Ind. e Com. de Cosméticos Ltda., Juiz de
Fora, MG, BR), foi diluido em ¢éleo de girassol, e o volume final fixado em 1 mL/kg,
administrado via subcutanea, na dose de 600 mg/kg. Aos animais do grupo controle foi
administrado somente 6leo de girassol, também no volume de 1 mL/kg pela mesma via. A via

subcutanea foi escolhida para minimizar o estresse associado a administracdo, na tentativa de
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ndo interferir sobre o padrdo de consumo. A via subcutanea também garante liberacéo lenta e
mais tardia de modo a atingir pico de acdo ao longo da noite, considerado periodo de maior

consumo de liquidos em geral por roedores.

Procedimento Experimental

Os animais foram divididos inicialmente em 2 grupos (n = 20/grupo): CTR (controle),
administrados com &gua por via oral (VO), e ALC (&lcool), administrados com solucao
alcodlica equivalente a 2 g/kg, também VO, no volume de 10 mL/kg. Esse procedimento de
consumo forcado foi repetido 2 vezes ao dia, as 9:00 e as 14:00h, diariamente, por 6 dias.
Administracéo forcada, via oral (gavagem), na primeira semana, foi conduzida para introduzir
a substancia nova a rotina dos animais, induzir dependéncia ao alcool, além de estimular seu
consumo ao longo do experimento.

Do 7° ao 36° dia, as garrafas de 4gua foram removidas e foi oferecido aos animais do
grupo CTR possibilidade de escolha de beber solugdo de sacarina contida em 2 garrafas. Do
mesmo modo, aos animais do grupo ALC era permitido escolher entre 2 garrafas, uma com
solucdo de sacarina e a outra com solucéo de sacarina contendo alcool. A ordem das garrafas
de cada animal era invertida diariamente para evitar associagdo entre 0 consumo e a posicéo da
garrafa. Diariamente, as 17:30 h, todas as garrafas eram removidas, pesadas e completadas com
solugéo renovada, sendo o consumo diario de alcool e solucdo de sacarina mensurado pela
diferenca de peso da garrafa (peso inicial — peso final). Volume total de consumo de liquidos
foi considerado pelo somatorio do volume das duas garrafas, tanto no grupo CTR quanto no
grupo ALC, identificando o consumo diario de liquidos independentemente de a solucdo ser
sacarina ou alcool. Consumo de alcool foi avaliado pela quantidade consumida em gramas de

alcool ao dia, considerando o peso do animal. Preferéncia por alcool foi calculada pela diviséo
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do volume consumido de solucéo alcodlica pelo volume total de liquido consumido (consumo
solucéo alcoolica / consumo solugéo alcoodlica + solugédo sacarina x 100).

No 23° dia do inicio do experimento, os grupos foram subdivididos em 4 (n = 10
ratos/grupo): CTR (controle/veiculo) ou ALC (alcool/veiculo), administrados com oleo de
girassol (veiculo) por via subcutanea (SC); CTR-OC (controle/6leo de copaiba) ou ALC-OC
(&lcool/dleo de copaiba), administrados com 0leo-resina de copaiba na dose de 600 mg/kg
diluido em 6leo de girassol, também administrado via SC, as 18:00h, 60 minutos antes do inicio
do periodo noturno, diariamente, do 16° ao 18° dia do experimento de autoadministracdo. O
ganho de peso semanal dos animais e o consumo semanal de racdo foram avaliados pela
diferenca de peso inicial e final. No 37° dia os animais foram eutanasiados com tiopental,
administrado via intraperitonial na dose de 120 mg/kg associado a lidocaina 10 mg/mL para

minimizar a dor. (CEUA-UFRGS #30901).

Analise Estatistica
Os resultados foram reunidos em banco de dados e avaliados quanto a distribui¢do normal
pelo teste de Shapiro-wilk. Para amostras paramétricas, os resultados foram analisados por
analise de variancia de duas vias (ANOVA-2 vias) de medidas repetidas, avaliando-se o
consumo diario de alcool ou ANOVA-2 vias para consumo semanal de alcool, racdo e
incremento de peso, todos seguidos pelo teste de Bonferroni para determinacdo da diferenca

entre os grupos quando pertinente. Foram considerados significativos resultados com P < 0,05.
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RESULTADOS

Avaliacdo do total de liquidos consumidos ao longo do experimento mostrou que 0s
animais do grupo CTR bebiam em média cerca de 100 mL de solucéo de sacarina, enquanto 0s
do grupo ALC bebiam o dobro desse volume (F@1s5 = 24,06; P < 0,0001) (Figura 1).
Independentemente do tratamento, os animais beberam maior volume de solucdes nos finais de
semana (F7,1001) = 36,315; P < 0,001), exceto naquele que sucedeu a administracdo do 6leo de
copaiba ou de girassol (dia 21) (Figura 1). Durante as 4 semanas de exposi¢do, observamos
aumento do consumo de liquidos apenas no grupo ALC, entre a primeira e a segunda semana
(P = 0,034), bem como entre a primeira e a quarta semana (P < 0,001). De fato, o consumo de
liquidos nesse grupo foi ainda maior nessa Ultima semana de exposi¢do do que na segunda
(F,155 = 18,36; P < 0,001), indicando escalonamento no consumo de &lcool.

Oleo de copaiba ndo interferiu sobre o consumo total de liquidos, independentemente do
grupo a que pertenciam os animais (Figura 1). No entanto, quando considerado o consumo
voluntario de alcool em g/kg/dia, observou-se reducao significativa nos dias 20, 23 e 24 da
autoadministracdo no grupo ALC-OC, retornando o consumo anterior apds 9 dias da Gltima
administracdo do 6leo de copaiba (F(ss79) = 18,42; P < 0,0001) (Figura 2).

Tendo livre acesso a solucdo de sacarina ou solucdo de sacarina contendo alcool, em
56% das vezes os animais preferiram beber solugdo contendo alcool. Mesmo com reducao
global do consumo de alcool no 20°, 23° e 24° dia, a preferéncia por alcool reduziu em 19%
apenas no 24° dia, isto é, no 8° dia apds inicio da administracdo (F(7ss9) = 8,74; P < 0,001)
(Figura 3). O consumo medio de alcool por dia foi de 60 g/kg, correspondendo a um valor de
cerca de 2,5 g/kg/h. No entanto, cabe lembrar que o consumo maior se da no periodo noturno.

Oleo do copaiba reduziu consumo de ragio (F 155 = 29,60; P < 0,001) (Figura 4-A) e

ganho de peso corporal (F,104) = 5,56; P = 0,003) (Figura 5-A) durante a semana de tratamento,
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tanto em ratos do grupo CTR quanto do grupo ALC. A reducdo de ganho de peso corporal no
grupo CTR-OC foi de 12%, enquanto que no grupo ALC-OC foi de 24%. Considerando
consumo total de racdo ao longo das 4 semanas, apenas o grupo ALC-OC reduziu

significativamente o consumo (Fs.3s) = 5,56; P= 0,006) (Figura 4-B).

DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que 6leo de copaiba, administrado via subcutanea na dose
de 600 mg/kg, reduziu de modo significativo o consumo voluntario de alcool em ratos.

O uso crénico de alcool ou sua abstinéncia aumentam a resposta de estresse oxidativo e
neuroinflamatéria por liberacdo de proteinas pro-inflamatérias em diversas areas
encefalicas(20). Essa neuroinflamacdo induzida pelo uso crénico de alcool vem sendo
relacionada ao agravamento dos sintomas de abstinéncia e recaida em alcoolistas,
demonstrando gque substancias que atenuam este processo podem possuir potencial antiaditivo.
Estudo avaliando o efeito do 6leo de copaiba, administrado agudamente (400 mg/kg) ou duas
vezes ao dia (200 mg/kg), por 3 dias, ambos por via intraperitoneal, mostrou reducdo do
recrutamento de neutrofilos e ativacdo da microglia apds dano excitotoxico por N-metil-D-
aspartato (NMDA) no cortex motor de ratos, evidenciando efeito anti-inflamatério e
neuroprotetor desse 6leo(17).

Oleo de copaiba é constituido basicamente por mistura de acidos diterpénicos e
sesquiterpenos, dos quais 40% a 57% consistem de p-cariofileno(6-8). Acredita-se que o efeito
anti-inflamatorio da copaiba seja decorrente da alta concentracdo de B-cariofileno. Este
sesquiterpeno natural, recentemente aprovado pelo FDA para formulacbes cosméticas e
alimentares, demonstrou efeito anti-inflamatorio em varios modelos experimentais quando

administrado via oral nas doses de 5, 10, 50 e 300 mg/kg em camundongos, sendo descrito
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como agonista funcional completo do receptor canabinoide CB2(21,22). B-cariofileno,
administrado nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, via intraperitoneal, em camundongos, também
reduz o consumo de alcool de modo dependente da dose num modelo de autoadministracao(19),
sugerindo que esse principio ativo é responsavel pelo possivel efeito antiaditivo do 6leo de
copaiba.

Efeito residual do 6leo de copaiba ap6s administracdo subcutanea foi observado em
estudo que avaliava efeito do 6leo de copaiba na sobrevida de animais apds inducdo de
sepse(23). Naquele estudo, os autores observaram que ap6s administracao subcutanea do 6leo,
por 5 dias, em camundongos com sepse induzida por ligadura e perfuracdo cecal, ocorreu
aumento significativo no tempo de sobrevida, com perduracdo de efeito por até 5 dias apos a
ultima administracdo(23). Esses dados sugerem que a reducdo tardia no consumo voluntario e
preferéncia por alcool observada neste estudo provavelmente se deve a formacao de depdsito
de 6leo-resina no tecido subcutaneo, o que desacelera o processo de difusdo e retarda a absorcédo
dos ativos. Embora tenhamos observado reducdo significativa da ingestdo de alcool no grupo
ALC-OC nos dias 20, 23 e 24, ndo observamos nos dias 21 e 22. Uma possivel explicagdo para
esse evento poderia ser 0 aumento do consumo de liquidos nos finais de semana para todos 0s
animais observado nas semanas anteriores e nos grupos CTR. Independentemente disso, 0
efeito do 6leo nesse estudo perdurou por, pelo menos, seis dias apds a Ultima dose administrada.
Esse resultado demonstra o potencial antiaditivo do 6leo de copaiba, uma vez que sua acéo
influenciou negativamente no comportamento voluntario de beber, bem como a sua retirada
retomou 0 consumo habitual de &lcool dos animais.

Nossos resultados também mostraram que o volume total de solugdes ingeridas por dia
aumentou para todos os grupos (CTR, CTR-OC, ALC e ALC-OC) quando comparados ao

padrdo de ingestdo de 4gua por ratos da mesma linhagem, cujo valor médio diario é de cerca de
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25 mL, sob condi¢des normais de biotério(24). Em funcdo da palatabilidade da solucéo,
observamos que o consumo médio nos animais CTR e CTR-OC foi de cerca de 100 mL/dia,
representando aumento de mais de 3 vezes no consumo das solucdes. Mesma concentracédo de
sacarina foi adicionada a solucdo contendo alcool e, no entanto, para esses animais do grupo
ALC, o volume total de liquidos ingerido foi duas vezes maior do que os animais do grupo
CTR, independentemente do tratamento com 6leo de copaiba. Esse volume € o dobro daquele
ingerido por camundongo em modelo de autoadministracdo em que a solucdo controle era
agua(19). Considerando que a preferéncia por alcool foi de 56%, pode-se inferir que o consumo
de solucao com sacarina foi semelhante nos dois grupos (ALC e ALC-OC) e que a procura pelo
alcool duplicou o consumo diario de liquidos ingeridos, evidenciando que o consumo foi
voluntario e ndo dependente de quadros de desidratacdo. Porém, ndo descartamos que esse
aumento do consumo de liquidos se deva ao efeito diurético do alcool, resultante da inibicdo da
liberacdo da vasopressina (hormdnio antidiurético) pela hipéfise posterior(25). Chama atencéo
que na segunda semana do inicio do experimento de autoadministracdo e uma semana apds a
administracdo do 6leo de copaiba, houve incremento no consumo de alcool. Esse incremento
poderia ser explicado como decorrente de escalonamento de consumo, um comportamento
comum em modelos animais de autoadministracdo de drogas de abuso e, no nosso caso,
interrompido pela intervengdo com 6leo de copaiba. Estudos adicionais, conduzidos por periodo
de tempo mais longo, sem intervencdo, ajudardo a esclarecer essa questdo. Também néo
descartamos que esse aumento seja decorrente de sindrome de abstinéncia, pois houve reducéo
do consumo de ALC durante o periodo de intervencdo, independentemente do tratamento com
0leo de copaiba ou girassol, usado como veiculo, possivelmente associado ao estresse da

administraco.
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Ha inimeros modelos de autoadministracdo de alcool em roedores, contudo, muitos
deles expGem o animal ao alcool por curto periodo de tempo durante o dia como 1 h ou 6 h,
suspendendo a oferta nos finais de semana(26). Muitos desses modelos mostram gque 0s animais
consomem em média 12 g/kg por dia de exposic¢do. Nosso modelo permitiu ao animal escolher,
ndo apenas entre beber solucdo contendo alcool ou solucdo palatavel, mas também o momento
do dia no qual beber. Com isso, mostramos que, em média, 0 consumo diario era de mais de 60
o/kg (cerca de 2,5 g/kg/h), provavelmente com maior consumo no periodo noturno, de maior
atividade dos animais. Analise posterior desse consumo permitira classificacdo dos animais em
consumidores ocasionais, moderados e pesados, identificando o efeito de substancias de acordo
com o consumo individual e explorando alteracbes decorrentes desses diferentes padrbes de
consumo.

Acompanhado a reducdo de consumo de alcool, a administracdo de 6leo de copaiba
também reduziu a quantidade de racdo e ganho de peso corporal durante a semana da
intervencdo nos animais do grupo CTR-OC e ALC-OC. Mesmo que esta reducdo tenha sido
significativa apenas para os animais do grupo ALC-OC quando a média de consumo total de
racao é avaliada entre 0s grupos, o tratamento com Gleo de copaiba reduziu o ganho de peso
total dos animais do grupo ALC-OC e CTR-OC (24% e 12% de reducdo, respectivamente).
Estudo avaliando B-cariofileno adicionado a ragdo na concentracdo de 0,3%, por 21 semanas
em camundongos submetidos a dieta hipercaldrica, inibiu a acumulacdo lipidica em pré-
adipdcitos 3T3-L1, suprimiu 0 ganho de peso e o0s niveis de glicose de jejum dos animais em
um modelo de melanoma(27). Administracdo oral de p-cariofileno 300 mg/kg, via oral, uma
vez ao dia por 7 dias reduziu significativamente o ganho de peso de camundongos em um
modelo de colite(21). Nossos achados sugerem uma possivel acdo anorexigena do oOleo de

copaiba.
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A dependéncia de alcool € um grave problema de saude publica que acarreta diversos
efeitos deletérios aos usuarios. A sua retirada abrupta provoca sindrome de abstinéncia que
inclui sintomas desagradaveis, muitas vezes responsaveis pelas recaidas. Tendo em vista 0s
poucos recursos atuais disponiveis para o tratamento da dependéncia de alcool e que se mostram
muitas vezes ineficazes, se faz necessario a busca por novos tratamentos farmacologicos que

facilitem a reducéo de consumo de alcool pelos usuarios.

CONCLUSAO

Oleo de copaiba, administrado por via subcutanea, reduz o consumo voluntario de alcool
em ratos alguns dias apds administracdo, observado pela reducédo da preferéncia e quantidade
de alcool ingeridos. Esses dados sugerem potencial antiaditivo do 6leo de copaiba, porém
estudos adicionais sao necessarios para determinar os mecanismos envolvidos e reproducéo por

vias alternativas de administracéo.
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Legendas das figuras

Figura 1: Consumo medio total de solucdes ao dia, resultante da soma do consumo de ambas
as garrafas para os grupos CTR (2 garrafas contendo solucdo de sacarina 0,2%) ou ALC (1
garrafa contendo solucéo de sacarina 0,2% e outra contendo alcool 20% em sacarina 0,2%).
CTR-OC e ALC-OC: grupo controle e alcool, respectivamente, tratados com éleo de copaiba
via subcutanea nos dias 16, 17 e 18 ap06s inico da autoadministracdo. Dados expressos como
média + erro padrdo. * P<0,005, indicando maior consumo nos finais de semana em relacéo aos
demais dias para todos grupos; consumo nos grupos ALC e ALC-OC foi duas vezes maior que

para os grupos CTR e CTR-OC: diferenca ndo apontada no grafico.

Figura 2: Consumo em gramas de alcool por dia, considerando peso dos animais. Dados
expressos em média + erro padréo. * Diferenca significativa entre ALC e ALC-OC para os dias

apos tratamento. P<0,005.

Figura 3: Preferéncia de consumo de alcool em relagdo a solucdo de sacarina ao longo do
experimento, calculada pelo consumo de alcool/consumo de ambas garrafas x 100. Dados

expresso em média * erro padrdo * Diferenca entre ALC e ALC-OC no dia. P<0,005.

Figura 4: Consumo de ragdo em gramas/rato. A: consumo médio de ragdo/rato/dia nas diferentes
semanas. B: consumo médio geral ao longo do experimento. Dados expressos como média +
erro padrdo. *Grupos CTR-OC e ALC-OC, diferente das demais semanas, P<0,005. #Grupo

ALC-CO, diferente dos demais grupos, P<0,005.
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Figura 5: Ganho de peso em gramas por semana (A) ou ao longo de todo o experimento (B).
Dados expressos em média + erro padrdo. *Grupos CTR-OC e ALC-OC, diferente das demais

semanas, P<0,005. #Grupos CTR-OC e ALC-OC, diferente dos grupos CTR e ALC; P<0,005.
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Figura 2

Consumo de alcool (g/kg/dia)
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Figura 3
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Figura 4

++ CTR-OC

—CTR
e «ALC
e AL C-OC

---~--.
odm

6leo de
copaiba

.
..
- T .

esscccccc?
- =

.
-

<

AN o e8] © < N o
o™ o™ N N N N N

(eip/6) ordels ap [eURWAS OWNSUO)D

Semanas

ALC

CTR-OC

CTR

Lo o Lo o Lo
o™ ™ N N —l

(eip/6) oedel ap [e10] OWNSUOD

ALC-OC



Figura 5
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ANEXOS

Anexo 1 — Normas para publicacdo Revista Neurociéncias

NORMAS DE PUBLICACAO

A Revista Neurociéncias € voltada a Neurologia e as ciéncias afins. Publica artigos de interesse
cientifico e tecnoldgico, realizados por profissionais dessas areas, resultantes de estudos
clinicos ou com énfase em temas de cunho pratico, especificos ou interdisciplinares. Serdo
aceitos artigos em inglés, portugués ou espanhol. Seus volumes anuais e nimeros trimestrais
serdao publicados em marco, junho, setembro e dezembro. A linha editorial da revista publica,
preferencialmente, artigos Originais de pesquisa (incluindo Revisbes Sistematicas). Contudo,
também serdo aceitos para publicacdo os artigos de Revisdo de Literatura, Atualizacdo, Relato
de Caso, Resenha, Ensaio, Texto de Opinido e Carta ao Editor, desde que aprovados pelo Corpo
Editorial. Trabalhos apresentados em Congressos ou Reunibes Cientificas de areas afins
poderdo constituir-se de anais em nimeros ou suplementos especiais da Revista Neurociéncias.
Os artigos deverdo ser inéditos, isto €, ndo publicados em outros periddicos, exceto na forma
de Resumos em Congressos e ndo deverao ser submetidos a outros periddicos simultaneamente,
com o0 qué se comprometem seus autores. Os artigos devem ser submetidos eletronicamente,
via e-mail para o endereco: revistaneurociencias@yahoo.com.

Recebido o manuscrito, o Corpo Editorial verifica se 0 mesmo encontra-se dentro dos
propdsitos do periddico e de acordo com as Normas de Publicacdo, recusando-se aqueles que
ndo cumprirem essas condi¢des. O Corpo Editorial emitird um Protocolo de Recebimento do
Artigo e enviara a Carta de Autorizacdo, a ser assinada por todos os autores, mediante

confirmacéo de que o artigo seja inédito, e uma declaracéo de eventuais conflitos de interesse
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pessoais, comerciais, politicos, académicos ou financeiros de cada autor. O Corpo Editorial
enviara, entdo, o artigo para, pelo menos, dois revisores dentro da area do tema do artigo, no
sistema de arbitragem por pares. O Corpo Editorial analisara os pareceres e encaminhara as
sugestdes para 0s autores, para aprimoramento do contelido, da estrutura, da redacdo e da
clareza do texto. Os autores terdo 15 dias para revisar o texto, incluir as modifica¢6es sugeridas,
cabendo-lhes direito de resposta. O Corpo Editorial, quando os revisores sugerirem a adi¢cdo de
novos dados, e a depender do estudo, podera prover tempo extra aos autores, para cumprimento
das solicitaces. O Corpo Editorial verificard as modificacdes realizadas no texto e, se
necessario, sugerird correcdes adicionais. O Corpo Editorial podera aceitar o artigo para
publicacdo ou recusa-lo se for inadequado. Para publicacdo, serd observada a ordem
cronoldgica de aceitacdo dos artigos e distribuicdo regional. Os artigos aceitos estardo sujeitos
a adequac0es de gramatica, clareza do texto e estilo da Revista Neurociéncias sem prejuizo ao
seu conteddo. Ficara subentendido que os autores concordam com a exclusividade da
publicacdo do artigo no periddico, transferindo os direitos de cdpia e permissdes a publicadora.
Separatas poderdo ser impressas sob encomenda, arcando 0s autores com seus custos. Os artigos
séo de responsabilidade de seus autores.

A partir de maio de 2012, todos os artigos aceitos para publicacdo deverdo ser publicados com
o numero DOI (Digital Object Identifier), com o custo de 10 dolares a serem pagos pelos

autores.

INSTRUCOES PARA OS AUTORES

WWW.revistaneurociencias.com.br

Submisséo do artigo: os artigos deverdo ser encaminhados ao Editor Chefe via email:
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revistaneurociencias@yahoo.com e poderdo ser utilizados editores de texto, preferencialmente
“Word”, no formato “doc”, uma coluna, espago duplo, Times New Roman, fonte 12.
Categoria de artigos: Editorial, Original, Revisdo Sistematica, Revisdo de Literatura,
Atualizacdo, Relato de Caso, Resenha, Ensaio, Texto de Opinido e Carta ao Editor. O nimero
de palavras inclui texto e referéncias bibliograficas (ndo devem ser considerada folha de rosto
com titulo, autores, endereco de correspondéncia, resumo e summary e tabelas, figuras e
gréficos). Adotar as recomendacdes abaixo.

| - Editorial: a convite do Editor, sob tema especifico, deve conter no maximo 2000 palavras
e no maximo 10 referéncias bibliograficas (estilo Vancouver).

Il - Artigos Original, Revisdo Sistematica e Relato de Caso: resultado de pesquisa de
natureza empirica, experimental ou conceitual (6000 palavras).

Titulo: em inglés e em portugués ou espanhol, sintético e restrito ao contetdo, contendo
informacao suficiente para catalogacdo, ndo excedendo 90 caracteres. A Revista prefere titulos
informativos.

Autor(es): referir nome(es) e sobrenome(s) por extenso. Referir a instituicdo em que foi feita
a pesquisa que deu origem ao artigo. Referir formacgdo académica, titulagdo maxima e vinculo
profissional mais importante de cada autor, por ex.: 1- Neurologista, Livre Docente, Professor
Adjunto da UNIFESP, 2- Neurologista, Pds-graduando na UNICAMP, 3- Neurologista,
Residente no Hospital S&o Paulo - UNIFESP. Referir suporte financeiro. A ordem dos autores
deve seguir orientagdo Vancouver: primeiro autor o que realizou o projeto, ultimo autor o
orientador. O orientador ou professor da instituicdo deve ser indicado como autor
correspondente.

Resumo e Abstract: devem permitir uma visdo panoramica do trabalho. O resumo deve ser

estruturado em objetivos, métodos, resultados e conclusdes. Nao exceder 200 palavras.
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Unitermos e Keywords: Maximo de 6 (seis), referir apds o Resumo e o Abstract,
respectivamente. Como guia, consulte descritores em ciéncias da saude (http://decs.bvs.br).
Corpo do Artigo: apresentar a matéria do artigo seqtiencialmente: introducdo e objetivo;
método (sujeitos ou relato de caso, nimero do protocolo do Comité de Etica da Instituic&o,
procedimento ou intervencdo e analise estatistica) com detalhes suficientes para a pesquisa
poder ser duplicada, resultados (apresentados de forma clara e concisa), discussdo
(interpretacao dos resultados comparados a literatura), conclus@es, agradecimentos, referéncias
bibliogréaficas. As abreviacdes devem vir acompanhadas do seu significado na primeira vez que
aparecerem no texto. Nomes comerciais e marcas registradas devem ser utilizados com
parcimdnia, devendo-se dar preferéncia aos nomes genéricos.

Agradecimentos: Devem ser feitos a pessoas ou Instituicdo que auxiliou diretamente a
pesquisa, mas que nao cabem como autores do trabalho.

Figuras, Quadros, Graficos e Tabelas: Juntos ndo poderdo exceder 5. Deverdo ser
apresentados em paginas separadas e no final do texto. Em cada um, deve constar seu nimero
de ordem, titulo e legenda. As figuras e gréaficos devem ter tamanho néo superior a 6cm x 9cm,
com alta resolucdo (300) e em arquivo JPEG. Identificar cada ilustracdo com seu nimero de
ordem e legenda. llustracdes reproduzidas de textos ja publicados devem ser acompanhadas de
autorizacdo de reproducdo, tanto do autor como da publicadora. O material recebido ndo sera
devolvido aos autores. Manter 0s negativos destas.

Referéncias: Maximo de 30 (as Revisdes Sistematicas deverdo solicitar o aumento do nimero
de referéncias ao Editor, conforme a necessidade), restritas a bibliografia essencial ao contetido
do artigo. Todos os autores e trabalhos citados no texto devem constar na listagem de

referéncias bibliograficas. No texto, as citacbes devem seguir 0 sistema numérico, isto é, séo
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numerados por ordem de sua citacdo no texto, utilizando-se nimeros arabicos sobrescritos
segundo o estilo Vancouver (www.icmje.org). Por exemplo:

“....0 horario de ir para a cama e a duragao do sono na infancia e adolescéncia6-12,14,15.”

As referéncias devem ser ordenadas consecutivamente na ordem na qual os autores séo
mencionados no texto. Mais de 6 autores, listar os 6 primeiros seguidos de “et al.”.

a) Artigos: Autor(es). Titulo do artigo. Titulo do periodico (abreviados de acordo com o Index
Medicus) ano; volume: pagina inicial — final.

Ex.: Wagner ML, Walters AS, Fisher BC. Symptoms of attentiondeficit/hyperactivity disorder
in adults with restless legs syndrome. Sleep.2004;27:1499-504.

b) Livros: Autor(es) ou editor(es). Titulo do livro. Edicao, se ndo for a primeira. Tradutor(es),
se for o caso. Local de publicacdo: editora, ano, total de paginas.

Ex.: Ferber R, Kriger M. Principles and practice of sleep medicine in the child. Philadelphia:
W.B. Saunders Company, 1995, 253p.

c) Capitulos de livros: Autor(es) do capitulo. Titulo do capitulo. In: Editor(es) do livro. Titulo
do livro. Edic&o, se ndo for a primeira. Tradutor(es), se for o caso. Local de publicacéo: editora,
ano, pagina inicial e pagina final.

Ex.: Stepanski EJ. Behavioral Therapy for Insomnia. In: Kryger MH; Roth T, Dement WC
(eds). Principles and practice of sleep medicine. 3rd ed. Philadelphia: W.B. Saunders Company,
2000, p.647-56.

d) Resumos: Autor(es). Titulo. Periodico ano; volume (suplemento e seu nimero se for o caso):
pagina(s). Quando ndo publicado em periodico: Titulo da publicacdo. Cidade em que foi
publicada: editora, ano, pagina(s).

Ex.: Carvalho LBC, Silva L, Almeida MM. Cognitive dysfunction in sleep breathing disorders

children. Sleep. 2003; 26(Suppl):A135.
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e) Comunicacdes pessoais s6 devem ser mencionadas no texto entre parénteses.

f) Tese: Autor. Titulo da obra, seguido por (tese) ou (dissertacdo). Cidade: instituicdo, ano,
numero de paginas.

Ex.: Fontes SV. Impacto da fisioterapia em grupo na qualidade de vida de pacientes por AVCi
(Tese). Sao Paulo: UNIFESP, 2004, 75p.

g) Documento eletrénico: Titulo do documento (Endereco na Internet). Local: responsavel
(atualizacdo més/ano; citado em més/ano). Disponivel em: site.

Ex.: The pre-history of cognitive science (endereco na Internet). Inglaterra: World Federation
Neurology. (ultima atualizacdo 12/2005; citado em 01/2006). Disponivel em:
http://www.wfneurology.org/index.htm

Recomendacdes: ndo colocar nome de autores e datas no texto, apenas indicar o nimero da
referéncia; nao utilizar referéncias apud, dar preferéncia ao artigo original; ndo fazer citagdes
em notas de rodapé; O Corpo Editorial segue a padronizacdo da Sociedade Brasileira de
Doencas Cerebrovasculares de 1996, utilizando o termo Acidente Vascular Cerebral — AVC.
Il - Artigos de Revisdo de Literatura e Atualizacdo: revisdo critica de literatura ou
atualizagdo relativa a neurociéncias, com énfase em causa, diagnéstico, progndstico, terapia ou
prevencdo (8000 palavras).

Titulo: em inglés e em portugués ou espanhol, sintético e restrito ao conteudo, contendo
informacao suficiente para catalogacédo, ndo excedendo 90 caracteres. A Revista prefere titulos
informativos.

Autor(es): referir nome(es) e sobrenome(s) por extenso. Referir a instituicdo em que foi feita
a pesquisa que deu origem ao artigo. Referir formacédo académica, titulagdo méaxima e vinculo
profissional de cada autor, ex.. 1- Neurologista, Livre Docente, Professor Adjunto da

UNIFESP, 2- Neurologista, Pos-graduando na UNICAMP, 3- Neurologista, Residente no
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Hospital S&o Paulo - UNIFESP. Referir suporte financeiro. Identificar o autor e endereco para
correspondéncia.

Resumo e Abstract: devem permitir uma visdo panoramica do trabalho. O resumo deve ser
estruturado em objetivos, métodos, resultados e conclusdes. Nao exceder 200 palavras.
Unitermos e Keywords: Maximo de 6 (seis), referir apds o Resumo e o Abstract,
respectivamente. Como guia, consulte descritores em ciéncias da saude (http://decs.bvs.br).
Corpo do Artigo: apresentar a matéria do artigo sequencialmente: introducdo, método,
resultados, discussao, conclusao e referéncias bibliograficas.

Referéncias: citar até 100 referéncias, seguindo o sistema numeérico por ordem de sua citacédo
no texto, segundo o estilo Vancouver.

Quadros e Tabelas: juntos ndo devem exceder 2, apresentados em paginas separadas e no final
do texto. Em cada um, deve constar seu humero de ordem, titulo e legenda.

IV - Artigos de Resenha: ¢ a apresentacao do conteudo de uma obra (livros publicados, teses
e dissertacdes dos ultimos dois anos), acompanhada de uma avaliagdo critica (3000 palavras).
As Resenhas devem seguir os itens: titulo em inglés e em portugués ou espanhol, sintético e
restrito ao conteido, mas contendo informacéo suficiente para catalogacdo, ndo excedendo 90
caracteres. Nome do(s) autor(es), com formacao, titulacdo académica e vinculo profissional,
instituicdo onde o trabalho foi realizado, endereco para correspondéncia.

Resumo e Abstract: até 200 palavras com Unitermos e Keywords: Maximo de 6 (seis). Como
guia, consulte descritores em ciéncias da saude (http://decs.bvs.br). Corpo do texto contendo:
tema, hipotese ou idéia central; argumentos; evidéncias cientificas; avaliagcdo pessoal quanto a
organizacdo da obra, pontos fortes e fracos, bibliografia utilizada (estilo Vancouver);

conclusao, criticas e comentarios.
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V - Ensaio: é um texto literario breve, situado entre o poético e o didatico, expondo idéias,
criticas e reflexdes morais e filosoficas a respeito de certo tema pesquisas da area das
neurociéncias (3000 palavras). Devera conter: titulo em inglés e em portugués ou espanhol,
sintético e restrito ao contetdo, mas contendo informacédo suficiente para catalogacdo, nédo
excedendo 90 caracteres. Nome do(s) autor(es), com formacao, titulacdo académica e vinculo
profissional, instituicdo onde o trabalho foi realizado, endereco para correspondéncia; e no
méaximo 10 referéncias bibliograficas no estilo Vancouver.

Resumo e Abstract: até 200 palavras com Unitermos e Keywords: Maximo de 6 (seis). Como
guia, consulte descritores em ciéncias da satde (http://decs.bvs.br).

VI - Texto de Opinido e Carta ao Editor: deve conter opinido qualificada sobre um tema na
area de neurociéncias, nota curta, critica sobre artigo ja publicado na Revista Neurociéncias ou
relato de resultados parciais ou preliminares de pesquisa (1000 palavras). Devera conter: titulo
em inglés e em portugués ou espanhol, sintético e restrito ao contedo, mas contendo
informacdo suficiente para catalogacdo, ndo excedendo 90 caracteres. Nome do(s) autor(es),
com formacao, titulacdo académica e vinculo profissional, instituicdo onde o trabalho foi
realizado, endereco para correspondéncia; e no maximo 10 referéncias bibliograficas (estilo

Vancouver
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