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RESUMO

A acdo do etanol sobre o SNC se da sobre diversos sistemas de
neurotransmissores. A aminofilina, uma metilxantina com acdo estimulante sobre o
SNC, é antagonista de receptores adenosinicos e utilizada no tratamento da asma e
recuperacdo da consciéncia sob efeito prolongado de anestesia. Véarios estudos tém
relatado a interac&o entre a via adenosinica e os efeitos depressores do etanol. Este
trabalho objetivou estudar os efeitos agudos da interacao entre etanol e aminofilina
em testes comportamentais e neuroquimicos em camundongos. Foram utilizados
camundongos Swiss, machos, com peso variando entre 25-30 g. Os animais foram
tratados com agua destilada (controle), etanol (v.0.) ou aminofilina (i.p.). Outro grupo
foi pré-tratado com etanol na dose de 2 g/kg (trinta minutos antes da administracédo
de aminofilina nas doses de 5 ou 10 mg/kg). Trinta minutos apds a administracao da
aminofilina ou 60 minutos apdés administracdo do etanol, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais de campo aberto (atividade locomotora),
suspensao da cauda e nado forcado (testes de efetividade antidepressiva). Apos 0s
testes os animais foram decapitados e tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo.
O cortex pré-frontal (CPF) foi utilizado para dosagem de monoaminas e seus
metabdlitos (norepinefrina, dopamina, DOPAC). Para avaliar o papel neuroprotetor
das drogas estudadas, os animais foram decapitados e o CPF, hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE) foram dissecados e homogeneizados em tampao fosfato, para
determinacdo de TBARS e catalase. No presente estudo, o etanol (2 g/kg)
demonstrou um efeito depressor, como indicado por uma reducdo no namero de
cruzamentos e “rearing” no teste do campo aberto, e pelo aumento do tempo de
imobilidade nos testes de depressao. Por outro lado, a aminofilina mostrou um efeito
estimulante, apresentando caracteristicas opostas as observadas nos grupos
tratados com etanol em quase todos os parametros observados. Além disso, o efeito
depressor produzido pelo etanol foi seguido por uma redugédo nas concentracdes de
norepinefrina e dopamina no CPF, sendo tal efeito revertido no grupo de associacao,
na menor dose. O etanol causou estresse oxidativo, aumentando a peroxidacao
lipidica e atividade da catalase. Ja a aminofilina apresentou um papel neuroprotetor,
uma vez que reduziu estes parametros, quando administrada apds o etanol nas trés
areas testadas. A administracdo de aminofilina apés o tratamento com etanol é
capaz de bloquear a reducdo da atividade exploratéria e efeitos depressores
produzidos pelo etanol, provavelmente agindo através de vias noradrenérgicas e
dopaminérgicas no cortex pré-frontal, além de diminuir o estresse oxidativo induzido
por uma alta dose de etanol, sugerindo um novo alvo para o bloqueio dos efeitos
depressores e oxidantes do etanol.

Palavras - chave: Etanol, Aminofilina, Adenosina



ABSTRACT

Ethanol effects in central nervous system (CNS) are due to its action in several
neurotransmitter systems, changing the existing balance in inhibitory and excitatory
pathways. Aminophylline, a methylxanthine with stimulant action, is an adenosine
receptor antagonist, and actually used in treatment of asthma and consciousness
recovery after long period of anesthesia. Several studies have investigated the
interaction between adenosine pathway and the depressant effects of ethanol. This
study investigated the acute effects of the interaction of ethanol and aminophylline in
behavioral and neurochemical test in mice. Swiss male mice, weighing 25-30 g were
used. Aminals were treated with distiled water (control), ethanol (p.o.) or
aminophylline (i.p.). Another group was pretreated with ethanol (2 g/kg) 30 min prior
to aminophylline (5 or 10 mg/kg) administration. Thirty minutes after aminophylline
administration or 60 minutes after ethanol administration, animals were tested in
open field (locomotor activity), tail suspension and forced swimming (antidepressant
activity) apparatus. After the tests animals were sacrificed and the brains dissected.
Pre-frontal cortex (CPF) was used to determine monoamine and its metabolites
concentration (NE, DA, DOPAC). To evaluate the neuroprotective effect of the drugs
studied, animals were dissected and CPF, hippocampus (HC) and striatum (CE)
homogenized with phosphate buffer to determine TBARS and catalase activity. In the
present study, ethanol showed a depressant effect, as indicated by the reduction in
squares crossed and rearing in open field test, and the increase in the immobility time
in both testes to evaluate antidepressant activity. On the other hand, aminophylline
showed a stimulant effect, presenting opposite features in almost all parameters
observed in groups treated with ethanol. Indeed, depressive effect induced by
ethanol was followed by a reduction in NE and DA concentrations in CPF, being this
effect reversed by the association group. Ethanol promoted oxidative stress, rising
lipid peroxidation and catalase activity. On the other hand, aminophylline showed a
neuroprotective effect, reducing these parameters when administered after ethanol in
all three areas tested. Aminophylline administration after ethanol treatment is able to
block the reduction in exploratory and depressant activities induced by ethanol,
probably acting through noradrenergic and dopaminergic pathways in CPF, beyond
reduce the oxidative stress induced by ethanol, suggesting a new target for the
blockade of ethanol depressant and oxidant effects.

Keywords: Ethanol, Aminophylline, Adenosine
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1 INTRODUCAO

O alcool, talvez, seja a droga mais antiga utilizada pela espécie humana,
havendo vestigios da sua existéncia desde periodos paleoliticos (WESTERMEYER,
1991). No Egito e na Assiria, festas de veneracdo aos deuses da agricultura
culminavam em bebedeiras coletivas que duravam dias seguidos. Conforme os
Egipcios, o Deus Osiris teria ensinado os homens a cultivar a videira e a cevada
para a fabricagdo de bebidas capazes de ‘inspirar a alma” (FERNANDES &
FERNANDES, 2002).

O wuso indiscriminado do 4&lcool, por seu facil acesso acarreta
consequéncias fisicas e sociais. Os dados epidemioldgicos da Organizacao Mundial
de Saude (OMS) informam que o consumo de &lcool é responsavel por cerca de 1,8
milhdes de mortes por ano (SEITZ & STICKEL, 2007). Em 2005, aproximadamente
40% das mortes em acidentes de transito nos Estados Unidos estavam relacionadas
ao uso de alcool (NHTSA, 2006).

No Brasil, em 2006, ocorreram 14.664 6bitos relacionados ao consumo de
bebida alcodlica, o que representa 1,5% do total de mortes no pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008) Segundo Laranjeira (2007), os levantamentos realizados nas
diferentes regides do Brasil, afirma que 52% dos brasileiros acima de 18 anos
bebem, pelo menos, uma vez ao ano. Entre os homens, essas propor¢des séo de
65%, e entre as mulheres, 41%. Na outra ponta, estdo os 48% de brasileiros
considerados abstinentes, que nunca bebem ou que bebem menos de duas vezes
por ano.

O valor terapéutico do etanol é muito limitado e sua ingestdo, seja em
nivel agudo e/ou crénico, esta associada a numerosos efeitos fisiolégicos adversos
nos diferentes sistemas organicos, além do préprio sistema nervoso central (SNC)
(SCHUCKIT, 2005). Necessita-se assim conhecer melhor os efeitos dessa
substancia desde sua ingestdo até atuacdo sobre o organismo, ou seja, sua

farmacocinética e farmacodinamica.
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1.1 Etanol

O etanol é um composto quimico que pertence ao grupo dos alcoois. Pelo
fato de seu consumo ser bastante generalizado, essa droga tornou-se a mais
conhecida deste grupo, adquirindo vulgarmente a sua denominagdo genérica, ou
seja, etanol e alcool so considerados sinénimos (GUTIERREZ & CANO, 1978).

Segundo Lima (2003), o percentual de etanol nas bebidas alcodlicas em
geral varia entre 4-5% na cerveja, 12-14% nos vinhos e acima de 40% nas bebidas
destiladas, e, com relagdo ao teor alcodlico, qualquer que seja a bebida, a
guantidade de alcool puro por dose padrdo € a mesma, ou seja, a idéia de que, por
exemplo, a cerveja € uma bebida leve, apresentando menos alcool puro, € incorreta,
ja que qualquer bebida contém a mesma quantidade de alcool puro por dose padréao
(Tabela 1).

Tabela 1 - Teor de Alcool das Bebidas

: Quantidade Taxa de

Tipo de Teor Dose ngrnggzge de alcool no

Bebida Alcodlico Padrao P ~ Alcool Puro | Sangue /litro

Padréao .

por d.p. (Alcoolemia)

(gr./ alcool)

Cerveja 4-5% 1 lata 350 ml 10a 12 gr 0,2 gr/l
Vinho 12-14 % 1 taca 150 ml 10a12gr 0,2 gr/l
Cachaca 40-50 % 1 dose 40 ml 10al12qgr 0,2 gr/l

Fonte: Lima (2003).

Em cinco meses de fiscalizagdo, o DETRAN-CE notificou 1.127 motoristas
conduzindo veiculos com &lcool no sangue, com base na lei 11.705, a lei de
alcoolemia zero no transito, no periodo de 4 de julho a 14 de dezembro de 2009.
Nesse periodo, foram realizados 16.320 testes com bafometros. As cidades com
maiores indices de notificacdo segundo o DETRAN foram: Fortaleza (54 pessoas
notificadas); Juazeiro do Norte (28) e Crato (11).

Ha dois tipos de autuacdes que os motoristas podem receber: a
administrativa e por crime de transito. A autuacdo administrativa ocorre quando o
resultado do teste do bafometro acusar de 0,11 a 0,29 miligramas de alcool por litro

de ar expelido pelos pulmbes. E a autuacdo € por crime de transito quando o
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resultado do teste do bafémetro indicar igual ou acima de 0,30 miligramas de alcool
por litro de ar expelido pelos pulmdes (DETRAN, 2009).

1.1.1 Propriedades Farmacoldgicas

Absorcéo

ApOs administragdo oral, o etanol leva de 5 a 10 minutos para chegar na
corrente sangiiinea, ou seja, essa substancia é absorvida rapidamente e isso ocorre
a partir da mucosa gastrica, apesar de sua maior absorcao ocorrer principalmente na
porcao inicial do intestino delgado (MOURA, 2001; GOODMAN & GILMAN, 2006).
Como a absorcdo preferencial € em nivel duodenal, fatores relacionados ao
esvaziamento gastrico (por exemplo, a presenca de alimentos) podem influenciar na
velocidade e grau de absorcdo dessa substancia. Além disso, Jungnickel (2001)
apresenta também como fator limitante a absor¢cdo a concentracdo de etanol na
bebida, afirmando que acima de 30% ocorreria vasoconstricAo da mucosa
gastrintestinal, dificultando e atrasando o processo.

Em condicbes normais, cerca de metade da dose ingerida é absorvida
dentro dos primeiros 15 minutos e, apés 1 hora, a droga ja atinge 95% do total de
sua absorc¢ao, ou seja, a concentracao sérica maxima € atingida geralmente entre 30

a 90 minutos ap0s ingestao oral (MOURA, 2001).

Distribuicéo

O etanol é uma molécula (Figura 1) de peso relativamente baixo e de facil
dissolugcdo em agua, devido a sua estrutura quimica permitir a formacéo de pontes
de hidrogénio, por isso sua difusdo através das membranas biologicas procede-se
de modo rapido. Sua concentragdo nos tecidos € proporcional ao conteudo em agua
destes, além disso a velocidade de acumulacéo € determinada pelo fluxo sanguineo,
processando-se assim rapidamente em 0Orgdos com irrigacdo abundante, como o
encefalo (MOURA, 2001; FIGUEIRA, 2002).
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Estrutura guimica e tridimensional do etanol

£ 2007 HowStufihorks

Figura 1: Estrutura molecular do Etanol (Fonte: HowStuffworks)

Metabolismo

A metabolizag&o do etanol ocorre em duas fases (Figura 2):

- Primeira fase - a enzima responsavel pelo inicio dessa metabolizacdo é a alcool
desidrogenase (ADH), a qual se encontra na mucosa gastrica e no figado, dando
origem no citoplasma dessas células ao aldeido acético (JUNGNICKEL, 2001,
GOODMAN & GILMAN, 2006; EDENBERG, 2007).

Apesar da via da alcool desidrogenase ser preferencial na fase inicial do
uso do etanol, elevadas concentracdes séricas dessa substancia ou o seu consumo
crbnico podem ativar outras vias metabdlicas como a catalase binéaria, associada aos
peroxissomos, e o Sistema Microssomal de Oxidacao do Etanol (SMOE), localizado
no reticulo endoplasmatico liso e que envolve o sistema do citocromo P450, o qual
participa também da metabolizacdo de outros farmacos, como por exemplo 0s
antidepressivos triciclicos. Ou seja, 0 etanol pode competir pelo mesmo sistema de
oxidacdo enzimatica, reduzindo em geral a metabolizacdo de outros farmacos
(STOCKLEY, 2000; FIGUEIRA, 2002; GOODMAN & GILMAN, 2006).

- Segunda fase - nessa fase ocorre a converséo do aldeido acético em acido acético,
na mitocondria, através da aldeido desidrogenase. ApdOs esse processo, 0 acido
acético é finalmente oxidado em diéxido de carbono (CO,) e agua (H,O) através do
ciclo de Krebs (JUNGNICKEL, 2001; FIGUEIRA, 2002; EDENBERG, 2007).
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Embora permanecga por pouco tempo no organismo até ser convertido em
acetato, o aldeido acético é potencialmente toxico, podendo gerar danos teciduais
(ZAKHARI, 2006). Algumas pesquisas apontam o aldeido acético como responsavel
por certos efeitos comportamentais e fisiologicos atribuidos ao etanol, como falta de
coordenacao e deterioracdo da memoria (DEITRICH et al., 2006; QUERTEMONT &
DIDONE, 2006).

Ethanol
NAD+\ / CH.CH,OH \ / NADPH + O
Alcohol
dehydrogenase MEOS 13 FASE
NADH Acetaldehyde NADP*
CH.CHO
Fomepizole
NAD* ~
Aldehyde
dehydrogenase N
NADH -1-// l
Acetate i
CH.COO Disulfirarm

Figura 2: Metabolizacdo do etanol (Fonte: Katzung, 2010)
Eliminacao

Apesar da grande maioria do etanol absorvido sofrer metabolizagdo de
primeira passagem (nivel hepatico), aproximadamente 90%, uma pequena parte é
eliminada sob forma inalterada pelas vias renal, epitelial e pulmonar (MOURA, 2001,
FIGUEIRA, 2002; GOODMAN & GILMAN, 2006).

1.1.2 Atividade Farmacolégica

O etanol apresenta influéncia em diversos sistemas e 0rgaos. Entretanto,

no presente trabalho sera descrito somente os efeitos depressores dessa droga
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sobre o SNC. Embora o etanol em baixas doses apresente carater excitatorio, ele €
de fato um depressor do SNC, apresentando efeito dose dependente. Ou seja,
apesar de quantidades moderadas de etanol levarem a producdo de acdes
ansioliticas e desinibicdo comportamental, doses maiores levam a sedacdao,
podendo progredir para um estado de inconsciéncia, coma, depressao respiratéria e
morte (MOURA, 2001; GOODMAN & GILMAN, 2006, LIMA, 2003). Além disso, as
diferentes dosagens de alcool no sangue podem comprometer o desempenho do

individuo ao dirigir, como € mostrado na tabela 2.

Tabela 2 - Concentragéo de alcool e seus efeitos no transito.

TAXAS DE ALCOOL EFEITOS NO MOTORISTA

As funcbes mentais comecam a ficar
De - 0,2-0,39g/I comprometidas, percepcdo da distancia e
velocidade prejudicadas.

O grau de vigilancia e o campo visual diminuem e

PE - EtE] o0 controle cerebral relaxa.
Reflexo retardado dificuldade de adaptagcédoa
De - 0,51-0,8g/l diferenca de luminosidade , superestimacédo das

possibilidades, subestimacdo dos riscos e
tendéncia a agressividade.

Dificuldade de controlar o veiculo, incapacidade
De - 0,8-1,5¢g/I de coordenacédo e falhas de coordenacéo
neuromuscular.

De - 1,5-3/gl Embriaguez , topor alc6olico de dupla visao.

De - 3-5 g/l Embriaguez profunda.

Fonte: ABDETRAN (2008)

Pelo novo codigo de transito brasileiro (CTB), a pessoa s6 € considerada
alcoolizada se estiver com uma taxa a partir de 0,6 gramas de alcool por litro de
sangue. A nova regulamentacdo prevé que infratores que dirigem sob influencia do
alcool e expbem terceiros a riscos ou provocam acidentes de transito estdo

cometendo crime e a pena varia de 6 meses a 3 anos de prisédo (DETRAN, 2009).
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A acdo do etanol no SNC se déa pela atuacédo dessa droga sobre diversos
sistemas de neurotransmissores, alterando o balanco existente entre as vias
inibitérias e excitatérias, quer dizer, ele pode tanto potencializar a neurotransmissao
inibitéria quanto antagonizar a neurotransmissao excitatoria (MOURA, 2001;
FIGUEIRA, 2002; GOODMAN & GILMAN, 2006; VASCONCELOS et al., 2004).

Além disso, algumas regides cerebrais sdo mais sensiveis aos efeitos da
administracdo aguda de etanol, como cortex frontal, hipocampo e corpo estriado,
dentre outras (VILPOUX et al., 2009). Estas areas também estdo relacionadas a
comportamentos como julgamento racional, memdéria e movimento, que sao

alterados com a ingestéao de etanol.

1.1.3 Ac¢des do Etanol sobre os Sistemas de Neurotransmissores

Sistema GABAérgico
O principal mediador da neurotransmissao inibitéria € o acido gama-
amino-butirico (GABA) no SNC de vertebrados (McKERNAN & WHITING, 1996) e o
etanol atua sobre receptores GABAérgicos potencializando esse efeito inibitorio,
através de sua acdo agonista sobre receptores ionotrépicos de cloro (GABAA),

levando a uma hiperpolarizacao celular e inibicdo da mesma.

Sistema Glutamatérgico

Nesse sistema o etanol atua inibindo a habilidade do glutamato em abrir
canais de cétions associados ao receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), causando
assim efeito depressor em doses superiores (CARBONI et al., 1993; HOFFMAN,
1995; GOODMAN & GILMAN, 2006; MASTERS, 2006). Contudo, Vasconcelos et al.
(2008), ao determinar a concentracdo de aminoacidos em corpo estriado de ratos
apos administracdo crbnica de etanol sozinho ou associado ao antagonista
glutamatérgico (cetamina), verificaram que ocorre aumento da concentragdo de
glutamato no corpo estriado, provavelmente pela regulacéo para cima (up regulation)
de receptores NMDA. A inibicAo neuronal destes receptores, através de
administracdo local de etanol, também pode ser observada no coliculo inferior e
hipocampo, mas ndo no septo lateral, podendo haver dois tipos de receptores
NMDA, sensivel ao etanol e insensivel ao etanol (SIMSON et al., 1993).
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Sistema Dopaminérgico

O sistema dopaminérgico tem um papel crucial no desenvolvimento da
dependéncia de varias substancias psicoativas, como opiaceos, cocaina, nicotina e
etanol (KOOB & LE MOAL, 2001; LINGFORD-HUGHES & NUTT, 2003; MUNAFO et
al., 2001). Este sistema influencia o mecanismo de recompensa cerebral (DICK &
FOROUD, 2003; TUPALA & TIIHONEN, 2004) e é considerado um forte candidato
para desencadear a dependéncia ao alcool. Através da estimulacdo de receptores
dopaminérgicos, o etanol promove a liberacdo de dopamina no corpo estriado,
levando a um aumento no consumo de etanol (KIENAST & HEINZ, 2006).

Sistema Serotonérgico

A serotonina (5-HT) € um neurotransmissor do SNC o qual esté envolvido
com funcbes de aprendizado, memoria, ansiedade, estado motivacional, resposta ao
alcool e outras drogas (STAHL, 1998). Encontra-se também implicada na etiologia
de varias doencas, tendo a depressdo como um exemplo (CORDAS, 2002).

A exposicdo ao alcool altera varios aspectos das vias serotonérgicas,
refletindo principalmente em uma intensificacdo nas sinapses envolvendo a 5-HT,
verificada pelo aumento dos niveis dos metabdlitos serotonérgicos na urina e no
sangue (Le MARQUAND et al., 1994) em nivel agudo.

Em experimento com ratos, Ding et al. (2009), observaram que os efeitos
reforcadores do etanol na area tegmentar ventral sdo modulados pela ativacdo de

receptores serotonérgicos do tipo 2A.

Sistema Noradrenérgico
A administragdo aguda de etanol produz um efeito bifasico na liberacdo
de norepinefrina (NE): doses baixas levam a um aumento na liberagdo, tendo uma
resposta inversa em doses maiores (ROSSETTI et al., 1992). No entanto, Huttunen
(1991) demonstra em estudos cerebrais que o tratamento crdénico do etanol resulta

em um aumento na liberagéo das catecolaminas em geral.

Outras vias de acao
O etanol, além de atuar sobre os neurotransmissores acima referidos,
pode influenciar também varias outras vias e locais do SNC mediante diversos

mecanismos farmacolégicos, muitos deles ainda ndo esclarecidos (DAHCHOUR &
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DE WITTE, 2000; FIGUEIRA, 2002). Uma via relevante para estudo dos efeitos
depressivos induzidos pelo etanol, ou mesmo reversao destes, seria 0 sistema da
adenosina em nivel central. Fredholm et al. (2005) realizaram uma revisdo sobre a
adenosina e seus receptores, e identificaram uma relagcdo da adenosina com a
depressdo do SNC em testes especificos como nado forcado e suspensdo de
cauda, justificando a escolha da aminofilina, provavel antagonista de receptores de
adenosina para o estudo do problema proposto: reversdo dos efeitos depressores

induzidos pelo etanol.

1.2 Adenosina

A adenosina (Figura 3) € uma purina com acdo neuromoduladora nas
transmissdes sindpticas no SNC, formada a partir da unido de uma base purica e
uma D-ribose (CUNHA, 2001; EL YACOUBI et al., 2001; SAWYNOK & LIU, 2003).

E sintetizada a partir da adenosina trifosfato (ATP), via enzimas 5'-
endonucleotidase e 5’-ectonucleotidase, e € metabolizada pela adenosina quinase e
adenosina deaminase em adenosina monofosfato (AMP) e inosina (SAWYNOK &
LIU, 2003). Ao contrario do ATP, a adenosina € encontrada de forma livre no citosol,
sendo transportada por um transportador de membrana bidirecional na superficie da
célula. E rapidamente destruida ou recaptada ap6s administracdo intravenosa, e
pode ser liberada quando a integridade do tecido é ameacada, reduzindo a funcéo
celular para minimizar as necessidades metabdlicas da célula (RANG et al., 2007). O
nivel extracelular de adenosina depende da taxa de hidrélise do ATP tanto de
neurénios quanto de células gliais, e no repouso € de aproximadamente 30 a 300
nM (IMPAGNATIELLO et al., 2000).

H

)\Ji:>
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OH OH

Figura 3: Estrutura molecular da adenosina (Fonte: Sigma Aldrich)
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1.2.1 Tipos de Receptores

Agonistas adenosinicos agem através de quatro tipos de receptores (A,
Aza, Azp, Asz) clonados e bem caracterizados em varias espécies. Receptores
adenosinicos sao do tipo metabotrépico (FREDHOLM et al., 2001). Os receptores A;
e Az atuam atraves da ligacdo a proteina-G inibitéria, reduzindo as concentracdes de
AMPc, enquanto o0s receptores A, € Ay, ligam-se a proteina-G estimulatoria,
aumentando os niveis de cAMP (LINDEN, 2001). Contudo, 0s receptores
adenosinicos sao fundamentalmente receptores pleiotrépicos, podendo acoplar-se a
diferentes proteinas-G e sistemas de transducéo, de acordo com o grau de ativacao
e localizacao celular (FREDHOLM et al., 2005).

A distribuicdo dos receptores adenosinicos abrange varios tecidos e
orgédos, incluindo coragdo, musculo liso, rins, adipécitos, pulméo, assim como no
sistema nervoso central e autbnomo (BURNSTOCK, 2007; WILLIAMS, 2002).

O receptor A; é o mais abundante e esta amplamente distribuido no SNC,
sendo mais expresso no hipocampo, cértex motor, cerebelo e corno dorsal da
medula espinhal. A localizacdo dos receptores Ay, € mais expressa no corpo
estriado, nucleo accumbens e tubérculo olfatério, podendo ocorrer também, em
baixos niveis, no hipocampo, enquanto o receptor Ay, é distribuido de forma mais
homogénea pelo SNC, porém, em menor quantidade e com discreta variabilidade na
afinidade a antagonistas adenosinicos em diferentes espécies (BURNSTOCK, 2007,
ROSIN et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003; THORSELL et al., 2007; AUCHAMPACH
et al., 2009).

O receptor Az, que foi o primeiro receptor purinérgico do tipo P1
identificado por clonagem em vez de caracterizacdo farmacoldgica, também esta
associado ao aumento intracelular de inositol-trifosfato (IP3), e é encontrado em
baixos niveis no cérebro. Receptores A3 em humanos, mas ndo em ratos, Sao
bloqueados seletivamente por xantinas, como a 1,3-dibutylxanthine-7-riboside-5-N-
methylcarboxamide (DBXRM), e n&o-xantinas, como 3-ethyl 5-benzyl 2-methyl-6-
phenyl-4-phenylethynyl-1,4-(x)-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate (MRS 1191)
(JACOBSON,1998).

Os receptores A; e Ay, sao caracterizados por possuir maior afinidade
pela adenosina, enquanto Az, € Az mostram menor afinidade. Contudo, baixos niveis

de adenosina agem preferencialmente em A;, enquanto altos niveis agem
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preferencialmente em receptores A, (ROMANOWSKA & KOMOSZYNSKI, 2002;
RIBEIRO et al., 2003; GUNDLFINGER et al., 2007). Segundo Cunha (2005), o efeito
da adenosina no cérebro se da em grande parte pelo controle pré-sinaptico da
liberacdo de neurotransmissores, e, devido a maior densidade de receptores Ai, 0

efeito predominante da adenosina no cérebro € a inibicdo da liberacdo de

neurotransmissores.

Hipocampo J
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Figura 4 - Distribuicdo dos receptores da adenosina de alta afinidade (A1, Axa € Az), na maioria
das regibes do SNC onde a adenosina provavelmente interfere nas disfuncbes cerebrais e nas
doencgas. Altos niveis de expresséo estéo indicados por letras maiores. (RIBEIRO et al., 2003).

1.2.2 Acao da adenosina sobre os sistemas de neurotransmissores

Segundo Cunha (2005), a adenosina pode atuar como modulador
homeostéatico ou neuromodulador a nivel sinaptico, sendo esta ultima acao conferida
por um balancgo entre a ativagdo de receptores inibitérios A; e, em maior parte, pela
acao facilitatéria dos receptores Az,. A adenosina, em sua funcdo homeostatica foi,
também, conceituada como um metabdlito retaliatorio, visto que € gerada em
resposta a danos teciduais (pelo aumento da hidrolise do ATP) para combaté-los
(NEWBY, 1984).

A acdo da adenosina sobre a funcdo neuronal foi primeiramente

mencionada por Drury e Szent-GyoE rgyi (1929), e descrita como um potente
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depressor da atividade neuronal por Dunwiddie e Haas (1985). Através do receptor
A, a adenosina age pré-sinapticamente inibindo a liberacdo de DA, GABA,
glutamato (Glu), acetilcolina (Ach), 5-HT e NE (MASINO & DUNWIDDIE, 2001;
BRAND et al., 2001).

Sistema gabaérgico X adenosina
Muitos estudos enfocam a acao dos receptores A,, apenas nos ganglios da
base, porém, em outros locais, receptores A, agem pré-sinapticamente facilitando a
liberacdo de neurotransmissores, como GABA, promovendo efeito inibitorio
(CUNHA, 2005). Ativacao de receptores A, também facilitam o transporte de GABA
pelo Transportador de GABA 1 (GAT-1) nas terminacdes nervosas no hipocampo
(CRISTOVAO-FERREIRA et al., 2009).

Sistema glutamatérgico X adenosina
A adenosina é um importante modulador da neurotransmissao
glutamatérgica estriatal. A ativacédo de receptores A, reduz as correntes excitatorias
promovidas pelo receptor NMDA, resultando em inibicdo (FREDHOLM et al., 2001,
WIRKNER et al., 2004), enquanto receptores A; inibem pré-sinapticamente a
liberacdo de glutamato (BRAND et al., 2001). Entretanto, segundo Rodrigues et al.
(2005), a ativagdo de receptores A, localizados nas terminagbes nervosas

glutamatérgicas do estriado, pode acentuar a liberacdo de glutamato.

Sistema dopaminérgico X adenosina
No estriado, receptores adenosinicos A; encontram-se co-localizados com
receptores dompaminérgicos D1, assim como receptores A,; com D2, onde ha uma
relacdo antagbnica de ativacéo, na qual a estimulacdo de D2 provoca a reducdo da
afinidade do agonista adenosinico ao receptor A,,, € vice-versa (FUXE et al., 2005;
CIESLAK et al., 2008). Este complexo heteromérico de receptores Ay,-D2 esta

principalmente localizado em neurénios gabaérgicos (FERRE et al., 2005).

Sistema noradrenérgico

Estudos demonstram que a adenosina reduz a taxa de disparo espontaneo

em 88% do locus coeruleus, e em alguns neurénios também causa hiperpolarizacéo
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da membrana. Tais efeitos da adenosina sdo dose-dependente e antagonizados
pela teofilina (SHEFNER & CHIU, 1986). Segundo Taylor e Stone (1980), a
adenosina pode agir tanto pré-sinapticamente para inibir, e pés-sinapticamente para

potencializar os efeitos da ativacdo de neurénios noradrenérgicos.

1.2.3 Adenosina e processos comportamentais e neurodegenerativos

Agonistas A,, tem sido propostos como potenciais agentes terapéuticos
para esquizofrenia (WARDAS, 2008) e outros transtornos psicoticos (FREDHOLM et
al., 2005). Além disso, o sistema adenosinérgico apresenta atividade ansiolitica, e,
antagonistas como a teofilina e a cafeina mostram-se ansiogénicas (KULKARNI et
al., 2007). Os efeitos da cafeina no SNC parecem ser mediados principalmente por
suas acOes antagonistas em receptores A; e A,; (PREDIGER, 2005a). Animais
knockout para receptores A; e Aj, também apresentam comportamento
ansiogénico, o que reforca a efetividade dos receptores adenosinicos na modulacéo
da ansiedade (GIMENEZ-LLORT et al., 2002; BILBAO, 2006).

El Yacoubi et al. (2003), descrevem a relacdo de receptores adenosinicos
no controle da depressao, visto que, antagonistas adenosinicos apresentam efeito
antidepressivo, reduzindo o tempo de imobilidade em testes comportamentais que
avaliam a efetividade de componentes antidepressivos, como nado forcado e
suspensao de cauda, sugerindo para isto, antagonistas de receptores Aza.

Receptores Ay, sdo relevantes para a doenca de Parkinson por sua
distribuicdo estar amplamente atribuida ao estriado, o principal alvo dos neurbnios
dopaminérgicos que sao degenerados na doenca Parkinson (FISONE et al., 2004), e
por estarem co-localizados com receptores D2, havendo uma interacdo antagonista
entre eles, onde a estimulacdo de D2 reduz a afinidade do agonista ao receptor Az,
e vice-versa (CIESLAK et al., 2008). Assim, antagonistas adenosinicos, incluindo a
cafeina compdem uma proposta terapéutica ndo-dopaminérgica para o tratamento
da doenca de Parkinson (YU et al., 2006; AGUIAR et al., 2006), e agonistas
adenosinicos para o tratamento da esquizofrenia e adicdo de drogas, reduzindo a
sinalizacao de D2 (FUXE et al., 2007).

A administracdo de agonistas adenosinicos prejudica o aprendizado e a
memoria em ratos, enquanto o bloqueio ndo-seletivo de receptores de adenosina por

teofilina ou cafeina, assim como o bloqueio seletivo de A; e Ay, facilita o
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aprendizado e a memodria (CORODIMAS & TOMITA, 2001; PREDIGER, 2005a).
Ainda, antagonistas seletivos de receptores de adenosina, principalmente Aa,,
permitem protecdo contra efeitos deletérios na memdédria em modelos experimentais
de envelhecimento, Alzheimer e Parkinson (PREDIGER, 2005b; DALL'IGNA et al.,
2007).

Em recente estudo com humanos (MEYER et al., 2007), foi demonstrado
um declinio, dependente da idade, da densidade de receptores A; em determinadas
areas cerebrais, como corpo estriado e cortex motor. A ativacdo de receptores A;
apresenta efeito anticonvulsivante, onde nesta situacdo, a concentracdo de
adenosina no SNC é rapidamente elevada, e esses efeitos anticonvulsivantes séo
bloqueados por metilxantinas, que, quando administradas sozinhas, ndo apresenta
efeito observavel sobre a convulsdo (KNUTSEN & MURRAY, 1997). Porém, em
doses elevadas (acima de 100 mg/kg), as metilxantinas apresentam acado pro-
convulsivante (GULATI et al., 2007).

Diversos trabalhos citam o papel neuroprotetor do sistema adenosinérgico
(CUNHA et al., 2008; TAKAHASHI, 2008). A neuroprotecdo pelo bloqueio de Az,
promove reducdo da liberacdo de glutamato, assim como reducdo da ativacao de
micréglias e astrocitos (WARDAS, 2002), sendo mais evidente em areas corticais.

1.2.4 Interacdo entre sistema de adenosina e etanol

Alguns estudos sugerem que receptores adenosinicos medeiam acdes do
etanol, como falta de coordenacdo motora e efeitos hipnéticos. Reynolds e Brien
(1995) observaram em seus estudos que a ativacdo de receptores A; medeia a
inibicdo, induzida pelo etanol, da liberacdo de glutamato no hipocampo. Em estudo
para avaliar o potencial dos receptores A; e Aza em reduzir o comportamento de
ansiedade durante retirada aguda do etanol em camundongos, Prediger et al. (2006)
mostraram que a administragcdo aguda de adenosina, e do agonista seletivo para
receptores A; 2-chloro-N6-cyclopentyladenosine (CCPA), reduziu essa resposta
ansiogénica. Além disso, o efeito do CCPA no comportamento de ansiedade na
abstinéncia do etanol foi revertido pelo pré-tratamento com o antagonista seletivo de
receptor A; 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX). Esses resultados reforcam
o envolvimento dos receptores adenosinicos na modulacdo da ansiedade, e indicam

0 potencial de agonistas destes receptores para reduzir os efeitos ansiogénicos
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durante a abstinéncia do etanol. Aléem disso, a deficiéncia de receptores A, em
camundongos leva a um maior consumo de etanol, associado ao aumento da
sensibilidade aos efeitos ansiolitico e estimulante sobre a locomocdo do etanol e
uma reducdo em testes de condicionamento induzida pelo etanol (HOUCHI et al.,
2008).

Arolfo et al. (2004), também sugerem que a adenosina esta envolvida nos
efeitos neurais e comportamentais do etanol, podendo a modulacdo farmacoldgica
de receptores A, regular o consumo de etanol em ratos. Ainda, Thorsell et al. (2007),
observaram que administragdo aguda do antagonista A, 3,7-Dimethyl-1-
propargylxanthine (DMPX) reduz as respostas de reforgo do etanol. Estes autores
também observaram que esse tratamento também produz certo grau de estimulacéo
locomotora, que também foi verificada por Soares et al. (2009) em testes
comportamentais, porém utilizando o antagonista ndo seletivo aminofilina. Contudo,
a aminofilina administrada sozinha ndo apresentou respostas significantes, mas,
associada ao etanol reduziu o numero de quedas e aumentou o tempo de
permanéncia na barra, no teste rota rod, sugerindo bloqueio parcial da acdo do
etanol (SOARES et al., 2009). Segundo Fillmore (2003), a administracdo combinada
de cafeina, ou teofilina, e etanol pode aumentar o desenvolvimento de toleréncia ao

alcool.

1.3 Aminofilina

A aminofilina é um farmaco broncodilatador utilizado na clinica para o
tratamento da asma bronquica (GOODMAN & GILMAN, 2006). O mecanismo de
acdo provavel para sua utilizacdo nessa enfermidade é o relaxamento da
musculatura lisa brénquica, além de aumentar a depuracdo mucociliar, diminuir a
permeabilidade microvascular da mucosa das vias aéreas e aumentar a
contratilidade diafragméatica (WANKE et al., 1994; ROCHA & MEDEIROS FILHO,
2001).

Esse farmaco é constituido de uma mistura de aproximadamente 80% de
teofilina, seu principal composto ativo, e etilenodiamina (Figura 5), compondo assim
um sal de etilenodiamina da teofilina. Isso ocorre pelo fato das xantinas,

especificamente a teofilina, apresentarem uma solubilidade muito baixa a qual &
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melhorada pela formagdo de complexos salinicos (GOODMAN & GILMAN, 2006;
BUENO, 2003).
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Figura 5: Estrutura molecular da aminofilina (Fonte: Sigma Aldrich)

A estrutura quimica béasica da teofilina consiste de um anel xantina com
metilacbes nas posicbes 1 (um) e 3 (trés), fazendo assim parte do grupo das
xantinas (ou metilxantinas) (KATZUNG, 2010).

1.3.1 Xantinas

O anel xantina é composto por dois anéis fundidos, um com seis carbonos
e outro com cinco, além de conter na sua estrutura dois atomos de oxigénio,
representando assim uma dioxipurina com uma estrutura quimica semelhante ao
acido urico. A metilacdo de seus carbonos leva a origem de um grupo denominado
metilxantina (ou mesmo xantinas) em que a teofilina (1,3-dimetilxantina), a
paraxantina (1,7-dimetilxantina), a teobromina (3,7-dimetilxantina) e a cafeina (1,3,7-
trimetilxantina) fazem parte (KATZUNG, 2010).

As xantinas sao substancias alcaldides relacionadas quimicamente e que
se diferenciam pela poténcia na acdo estimulante sobre o SNC, obedecendo a
ordem de poténcia: teofilina > cafeina > teobromina (ALTIMARI et al., 2001;
GOODMAN & GILMAN, 2006). Ou seja, apesar de a utilizacao principal da teofilina
ser na clinica da asma, uma caracteristica bastante consideravel dela é seu efeito

excitatério sobre o SNC.
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Figura 6: Estrutura das Xantinas

As vias de administracdo dessas drogas sao bastante comuns: oral, retal
e endovenosa (EJZENBERG et al., 1980). Esses compostos sdo metabolizados no
figado pelo citocromo P450, possibilitando assim a transformacdo desses grupos
entre si (YAMAOKA-YANO & MAZZAFERA, 1999), onde a teofilina permanece parte
sob a mesma forma (50%) e parte sob a forma de 3-metilxantina, esta apresentando
atividade biologica. Outros tecidos também s&o passiveis de realizar essa

metaboliza¢éo, como o cérebro e os rins (ALTIMARI et al., 2001).

1.3.2 Indicacbes

As indicacbes mais comuns da aplicacdo da teofilina em humanos
referem-se principalmente a disfungbes respiratérias, como broncoespasmo,
enfisema pulmonar, asma, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), bronquite,
apnéia do recém-nascido, respiracdo de Cheyne-Stoke, devido as suas
caracteristicas  broncodilatadoras, = imunomoduladoras e  antiinflamatoérias
(GOODMAN & GILMAN, 2006). No entanto, a teofilina apresenta outras indicacdes
por seu efeito estimulatorio sobre o SNC, como em associagdo com efedrina para o

tratamento da obesidade, pois apresenta resposta termogénica, aumentando a
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duracdo das respostas adrenérgicas frente ao organismo (MANCINI & HALPERN,
2002).

Outra indicacao da utilizacdo da aminofilina é na clinica anestésica, onde
a aminofilina € usada para acelerar o processo de recuperacao da consciéncia apos
anestesia geral, antagonizando o efeito anestésico depressor (TURAN et al., 2002),

e promovendo efeito excitatorio sobre o SNC.

1.3.3 Mecanismos de Acao Propostos da Aminofilina

Até hoje ndo se sabe ao certo o mecanismo de acdo especifico da
teofilina sobre o organismo, contudo existem trés hipéteses de acéo fisioldgica desse
farmaco de acordo com seus efeitos corporais.

A primeira esta relacionada a inibicdo das Fosfodiesterases (PDE) dos
nucleotideos ciclicos, uma vez que as PDE catalisam a decomposi¢cdo do AMP
ciclico e da guanina monofosfato ciclica (cGMP) em 5-AMP e 5-GMP,
respectivamente, nas células inflamatérias (eosindfilos, neutrofilos, macrofagos,
células dendriticas, mastocitos e linfocitos T — tipo CD4+ e CD8+), estruturais,
epiteliais e nervosas. A inibicdo das PDE resulta no acimulo de AMP e GMP
ciclicos, facilitando a transducgéo dos sinais efetivada por essas vias (GOODMAN &
GILMAN, 2006). A inibicdo das PDE Ill e PDE IV pela teofilina leva ao efeito
broncodilatador e vasodilatador, ja a inibicdo da PDE IV apenas demonstra uma
acdo imunomoduladora e antiinflamatéria. A inibicdo da PDE V eleva os niveis de
GMP ciclico na musculatura lisa brénquica e células inflamatérias (broncodilatacao,
imunomodulacéo e antiinflamatério) (GOODMAN & GILMAN, 2006; BUENO, 2003;
ZAWILSKA et al., 2000).

Outro mecanismo de acdo se daria através do antagonismo competitivo
nao-seletivo dos receptores de adenosina. Esta pode atuar como autacodide e
transmissor em inuUmeras acdes bioldgicas. Essa substadncia pode causar
broncodilatagdo e potencializar a liberacdo dos mediadores imunologicamente
induzidos pelos mastocitos humanos. A Teofilina, atuando como um potente inibidor
dos receptores de adenosina (A1, Aza, Azp € Ag), reduz a responsividade brénquica a
histamina, aeroalérgenos, &agua destilada, metacolina, diéxido de enxofre e
adenosina (KATZUNG, 2010);
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Um aumento nos niveis extracelulares de adenosina deprime a
transmissdo sindptica excitatéria, ocorrendo principalmente pelo fato disso reduzir a
liberacdo de outros neurotransmissores das terminacfes nervosas em conexao e
pela depressdo da excitabilidade dos neurbnios pdés-sinapticos por inibicdo da
adenilato ciclase (NARIMATSU & AOKI, 2000; HUNG et al., 2002; HUANG et al.,
2002). Como exemplo desse efeito depressor tem-se que a atividade da NE é
diminuida pela adenosina e pelas prostaglandinas, as quais por sua vez sofrem
inibicdo pela teofilina (MANCINI & HALPERN, 2002).

Supbe-se ainda que a teofilina possa interferir com a mobilizagdo do
calcio no musculo liso brénquico de forma direta e indireta, inibindo a sua liberacédo
em nivel intracelular por atuacdo na conversdo do fosfatidilinositol, agindo no
processo de hiperpolarizacdo da membrana da célula muscular lisa ou agindo no
desacoplamento do calcio intracelular no que se refere aos elementos contrateis
(VIARO & EVORA, 2000; BUENO, 2003).

1.3.4 Efeitos Colaterais

As propriedades que as metilxantinas apresentam em comum S&o:
estimulacdo do SNC (inclusive do centro respirat6rio), crono e inotropismo positivos,
vasodilatacao periférica e coronariana, vasoconstricdo ao nivel do SNC, aumento da
secrecdo gastrica, acdo diurética, aumento da forca de contracdo da musculatura
esquelética e relaxamento da musculatura lisa em geral (brénquica, vascular)
(EJZENBERG et al., 1980).

Dentro desse quadro, os efeitos colaterais mais comuns sdo a
irritabilidade, cefaléia, nauseas, vémitos (por inibicdo da PDE IV no centro do
vOmito), dor abdominal, diarréia e tremores. A estimulagdo do SNC, arritmias
cardiacas, hipersecrecao gastrica (por inibicdo da PDE IV nas glandulas parietais),
refluxo gastroesoféagico e aumento da diurese ocorrem pelo antagonismo ao receptor
de adenosina (BARNES et al., 1998). Convulsdes ocorrem quando a teofilina
encontra-se em altas concentragdes plasmaticas e quando a aplicagdo por via
endovenosa é muito rapida, podendo levar até a morte subita (HUNG et al., 2002;
ROCHA & MEDEIROS FILHO, 2001; NARIMATSU & AOKI, 1999; EJZENBERG et
al., 1980).
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1.4 Estresse oxidativo

A producédo de oxidantes é parte do metabolismo normal de varios tipos
celulares e possui um papel importante para manter a homeostase celular. Os
tecidos sdo constantemente submetidos a presenca de espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como anion superéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H.0,) e
outros gerados durante numerosas reacdes metabdlicas (CASTILLO et al., 1992,
CABRE et al., 2000). Para se proteger contra os efeitos nocivos dos oxidantes o
organismo possui um sistema antioxidante. Porém, quando ocorre um desequilibrio
entre 0s sistemas pré-oxidante e antioxidante em favor do primeiro, instala-se o
chamado estresse oxidativo (PRIOR & CAO, 1999; COMHAIR & ERZURUM, 2002).

O estresse oxidativo produz transtornos no metabolismo celular, incluindo
aumento na concentracdo intracelular de calcio, alteragcdo no transporte idnico,
alteracdo na permeabilidade da membrana e destruicdo celular por peroxidagéo
lipidica (RAHMAN et al., 1989). As ROS tém sido implicadas como mediadores de
varias patologias tais como, esclerose multipla (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999),
cancer hepéatico (MAJOR & COLLIER, 1998), aterosclerose (SALVEMINI &
CUZZOCREA, 2002), além das doencas respiratorias incluindo a asma (HENRICKS
& NIJKAMP, 2001; CARAMORI & PAPI, 2004), e alguns marcadores diretos ou
indiretos do estresse oxidativo, incluem malonildialdeido (MDA) e perédxido de
hidrogénio (H20.,).

O sistema de defesa antioxidante inclui antioxidantes ndo enzimaticos
(ex.: glutationa, acido urico, bilirubina, B-caroteno (vitamina A), acido ascérbico
(vitamina C) e a- tocoferol (vitamina E)) e enzimaticos tais como, superéxido-
dismutase (SOD), catalase e glutationa-peroxidase (GSH-Px) (RAHMAN et al., 1989;
CASTILLO et al., 1992; MELIN et al., 2000).

O etanol tem sido descrito como causador de estresse oxidativo (EO) no
cérebro de ratos e camundongos. O cérebro consome altas taxas de oxigénio por
unidade de massa de tecido, e contém altos niveis de lipidios peroxidaveis,
aminoacidos citotoxicos e baixos niveis de antioxidantes. Muitos neurotransmissores
sdo moléculas auto-oxidantes. Por exemplo, a dopamina e a noradrenalina reagem
com o oxigénio molecular para formar quininas e semiquinonas, que pode esgotar a

glutationa; ROS (espécies reativas de oxigénio) também séo gerados durante esse
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processo (GRAHAM, 1978; DUGAN & CHOI, 1999). Da mesma forma, no cérebro, a
oxidacdo da dopamina pela monoamina oxidase libera peréxido de hidrogénio como
um produto metabodlico que provoca a lesdo tecidual, incluindo a peroxidacéo
lipidica, danos ao DNA, e inativacdo de enzimas (HALIWELL & GUTTERIDGE,
1999).

O estresse oxidativo induzido pelo etanol esta ligado ao seu metabolismo,
por trés vias principais que produzem radicais livres, afetando o sistema antioxidante
(DAS et al., 2003). Espécies Reativas do Oxigénio (ROS) e aldeido acético sao
gerados durante o metabolismo do etanol causando dano oxidativo no cérebro,
figpado e rim (ZIMATKIN & DEITRICH, 1997; CALABRESE et al, 1998).
Por outro lado, a aminofilina tem sido descrita com propriedades antioxidantes, e
alguns efeitos terapéuticos desta droga podem estar relacionados a essas
propriedades (LAPENNA et al., 1995). Antagonistas do receptor Aza, por exemplo,
mostraram efeitos protetores em diferentes patologias geradas por ROS, sugerindo
0s antagonistas do receptor A,a como potenciais agentes neuroprotetores (STONE
et al., 2001).

Assim, a aminofilina € uma droga com a¢do promissora para condi¢cdes
fisiopatoldégicas que estejam relacionadas a alteracBes depressoras no sistema

nervoso central.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O uso abusivo de &lcool constitui um grave problema de Saude Publica,
envolvendo o contexto familiar e social. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2008) avalia que o uso problematico de alcool impde as sociedades uma carga
consideravel de agravos indesejaveis e altamente dispendiosos. Estima-se que os
prejuizos deste uso abusivo incluem doengas fisicas (cirrose, pancreatites, diabetes,
traumas causados por acidentes automobilisticos, entre outros), alteracdo de sua
vida social, perdas financeiras e de qualidade de vida.

Além disso, todo condutor de veiculos em estado de embriaguez, mesmo
leve, compromete gravemente a sua seguranca e a dos usuérios da via. Grande
parte dos acidentes de transito ocorridos no Brasil € consequéncia direta da
embriaguez ao volante, isso porque muitas pessoas ainda acreditam no falso poder
estimulante do alcool.

Embora o alcoolismo seja um importante problema de saude publica e
bastante antigo, pouco é conhecido sobre seu mecanismo fisiopatoldgico no sistema
nervoso central. Isso porque o etanol atua em varios sistemas neuronais, sendo
necessario identificar sua agdo nos mesmos. Um desses sistemas € o de adenosina.
Drogas antagonistas do sistema adenosinico, como aminofilina, tém a caracteristica
de bloquear a acédo de drogas depressoras do SNC. Tendo em vista a possivel acao
antagonista da aminofilina sobre o efeito depressor do etanol e como uma
ferramenta para desvendar o mecanismo de acdo do etanol, viu-se a necessidade
de analisar a interacdo entre alcool e sistema adenosinico através de estudos

comportamentais, neuroquimicos e de neuroprotecao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais
Estudar os efeitos agudos do etanol associado com aminofilina em testes

comportamentais, neuroquimicos e de neuroprotecdo em camundongos.
3.2 Especificos

- Verificar as alteragbes comportamentais, provocadas pela administracdo aguda de
etanol sozinho ou associado com aminofilina, através de testes comportamentais de

atividade locomotora e depressao;

- Determinar a densidade de monoaminas e metabdlitos no cortex pré-frontal (CPF)

apos administracdo de etanol sozinho ou associado com aminofilina;

- Verificar o potencial neuroprotetor da associacdo de etanol e aminofilina no cortex
pré-frontal, hipocampo e corpo estriado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, adultos-jovens, 2-4 meses,
machos, com peso variando entre 25-30 g, provenientes do Biotério da Universidade
Estadual do Ceara - UECE.

Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas
com no maximo 10 animais, em condi¢des ambientais semelhantes, com ciclos de
alternancia claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padrao tipo purina e agua ad
libitum. A manipulagcdo dos animais, antes, durante e depois dos experimentos, foi
conduzida de acordo com as regras de manipulacdo de animais de laboratoério,
preconizadas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL), e foram seguidas as normas do Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Ceara (n°® 08476336-1).

4.2 Preparo das Drogas

- Etanol: O alcool etilico absoluto P.A. (Merck, Alemanha) foi utilizado para o preparo
de solugcdo a 20% (em agua destilada). O etanol foi administrado nos animais na
dose 2 g/kg, via oral — v.o.;

- Aminofilina (Teuto, Brasil): A apresentacdo do medicamento é de 10 ml, onde a
solucéo se constitui de 24 mg/ml e foi administrada nas doses de 5 ou 10 mg/kg,

intraperitoneal — i.p.

4.3 Tratamento dos Grupos Experimentais

Os animais foram tratados com agua destilada (controle - C), etanol (E) ou
aminofilina (A). Para os grupos de associagdo, os animais foram pré-tratados com
etanol (2 g/kg) trinta minutos antes da administragdo de aminofilina nas doses de 5

ou 10 mg/kg (E/A). Trinta minutos ap6s a administragdo de aminofilina ou 60 minutos



apos administracdo de etanol,
comportamentais (Figura 7).
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Figura 7: Tratamento dos grupos experimentais
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4.4 Estudo Comportamental

4.4.1 Teste do campo aberto

O campo aberto (Figura 8) para camundongos ¢é feito de acrilico (paredes
transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em nove quadrantes iguais. O
campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER,
1973). Os principais parametros para observacdo foram: niamero de cruzamentos
com as quatro patas (movimentacdo espontdnea) e numero de levantamentos do
animal na vertical (“rearing”), como indice de emocionalidade, registrados durante 4
minutos, apés 1 minuto de habituacdo. A tendéncia natural do animal em um
ambiente novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o medo provocado por esse

novo ambiente.

Figura 8: Aparato para teste do campo aberto

4.4.2 Teste de suspenséao da cauda

O teste de suspensao da cauda (Figura 9) foi descrito pela primeira vez
por Steru et al. (1985), sendo utilizado para estudar efeitos comportamentais de
componentes antidepressivos. Nessa parte do protocolo, 0s animais,
aproximadamente 30 minutos apés a ultima aplicacédo, foram suspensos pela cauda
e fixados com uma fita adesiva a 1 cm de sua base em um anteparo de acrilico a
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uma determinada altura em que o animal ficasse com sua cabeca a uma distancia
de 5 cm do solo livre de qualquer obstaculo proximo onde permaneceram até o final
do teste. A duracdo do teste foi de 6 minutos, sendo registrado o tempo de

imobilizacdo do animal.

Figura 9: Aparato para teste de suspensédo da cauda

4.4.3 Teste do nado forcado

O teste do nado forcado (Figura 10) determina o comportamento de luta
pela vida do animal sob uma situacao de grande estresse induzido pelo nado em um
tanque cilindrico de acrilico pequeno. Esse teste € comumente usado na avaliacao
da efetividade de agentes antidepressivos, pelo aumento da atividade natatéria do
animal.

Proposto por Porsolt et al. (1978), o teste inclui duas exposi¢cdes a um
tanque cilindrico de acrilico, com 19 cm de diametro (base) e 30 cm de altura
preenchido com agua até uma altura de 15 cm (a temperatura ambiente), espacadas
de 24 horas. Durante a primeira exposi¢cdo, 0sS animais, ndo tratados, foram
colocados no tanque, um por vez, e deixados por 15 minutos. Durante a segunda
exposicdo (teste propriamente dito) os animais foram tratados e, 30 minutos apos a
aplicagéo, colocados no tanque onde o tempo de imobilidade foi contado durante

cinco minutos.
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Figura 10: Aparato para teste de nado forcado

4.5 Estudo Neuroquimico

- Dosagem de monoaminas e metabdlitos

Os animais foram decapitados apOs o0s testes comportamentais e,
imediatamente, tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O CPF foi utilizado
para preparar homogenatos a 10 %. Os tecidos cerebrais foram sonicados em acido

perclérico (HCIO,4) por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrifuga
refrigerada a 21913 x g. Uma aliquota de 20 ul do sobrenadante foi injetada no

equipamento de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (Figura 11) com
deteccdo eletroquimica, para a analise quimica. Para a analise das monoaminas foi
utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25 cm, calibre 4,6 mm e
diametro da particula de 3 um, da Shimadzu-Japdo. A fase movel utilizada foi
composta por tampao acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &cido octanosulfénico
sédico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par idnico, acetonitrila 4 % v/v e
tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NE, DA e DOPAC foram eletronicamente detectados
usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Jap&o) pela
oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo
de referéncia de Ag-AgCl. Os padrdes foram preparados em uma concentracao final
de 4 ng de NE, DA e DOPAC (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou area dos picos



44

desses padrbes, as amostras foram calculas no programa Microsoft Excel em um

computar PC e os resultados expressos em ng/g de tecido.

Figura 11: Aparelho de HPLC com detecc¢éo de fluorescéncia e eletroquimica.

4.6 Estudo do potencial neuroprotetor

Para a determinacdo das concentracdes de malonildialdeido e atividade
da catalase (parametros de estresse oxidativo), os animais foram sacrificados 30 min
apos administracdo da aminofilina ou 60 minutos apds administracdo de etanol, e as
areas cerebrais cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram dissecadas e

homogeneizadas com tampéo fosfato a 10%, 0,05 M e pH 7.4.

4.6.1 Medida dos niveis de peroxidacao lipidica — Dosagem de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidacdo lipidica foi analisada medindo-se a concentracdo de
malonildialdeido, uma das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), em
homogenatos (HUONG et al., 1998). As amostras foram adicionadas a um sistema
catalisador de formacdo de radicais livres (FeSO4 0,01 mM e acido ascorbico

0,1 mM), e entdo mantidas a 37°C por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adicédo
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de acido tricloroacético 10%, posteriormente as amostras foram centrifugadas (3000
rpm/15 min), sendo o sobrenadante retirado e acrescido de acido tiobarbiturico 0,8%,
sendo colocado depois em banho-maria por 15 minutos. Apos resfriamento com
auxilio de um banho de gelo, foi medida a absorbancia em 535nm. A peroxidacéo

lipidica foi expressa em pmol de malonildialdeido (MDA)/mg proteina.

4.6.2 Dosagem de catalase

A atividade da enzima catalase foi medida através do método que
emprega a geracao H,O e O, pelo perdxido de hidrogénio (MAEHLY & CHANCE,
1954). A atividade da enzima foi medida pelo grau desta rea¢cdo. Uma aliquota das
amostras (20 ul) foi adicionada a 980 pl de meio reativo (H,O, 15%, Tamp&o Tris-
HCI 1 M; EDTA 5 mM pH 8,0; H,O Milli-Q). As absorbéancias inicial e final foram
gravadas a 230 nm apos o0 1° e 6° minuto, respectivamente. Uma curva padréo foi
estabelecida utilizando catalase pura (Sigma, MO, USA) sob condicfes idénticas.
Todas as amostras foram diluidas com 0,1 mmol/l de tampéao fosfato (pH 7.0) para
provocar 50% de inibicdo da taxa de diluente. A proteina foi determinada usando
albumina sérica bovina como padrdo (LOWRY et al.,, 1951). Os resultados foram

expressos em mmol/min/mg de proteina.

4.7 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA para o0s testes
paramétricos, e posteriormente Tukey como teste post hoc. O programa de
computador usado foi GraphPad Prism, versao 5.0. Em todos os casos foi utilizado o

critério de significancia de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo Comportamental

5.1.1 Teste do campo aberto

Como demonstrado na Figura 12, etanol (E) (19,6 £ 3,2) apresentou efeito
depressor sobre a atividade exploratéria dos animais, uma vez que este reduziu o
namero de cruzamentos no teste de campo aberto. Por outro lado, a aminofilina na
menor dose (5 mg/kg — A5) (54,6 + 4,0) aumentou este parametro, quando
comparada ao grupo controle (C) (36,7 + 2,4). Além disso, 0s grupos de associacao
(E/A) (E/A5: 47,4 £ 4,5; E/AL10: 50,3 + 5,6), aumentaram o namero de cruzamentos,
quando comparados ao etanol administrado isoladamente [F (5,88) = 12,63;
p<0.0001], mostrando uma reversao do efeito do etanol.

Considerando o comportamento de rearing (levantamentos), o grupo
tratado com etanol (7,8 £ 2,2) apresentou este parametro reduzido quando
comparado ao grupo controle (23,5 + 2,5). Tal efeito foi bloqueado pela associacao
com aminofilina em ambas as doses (E/A5: 21,8 + 2,4; E/A10: 28,0 £ 2,9) [F (5,89) =
9,46; p<0.0001]. Porém, quando administrada sozinha, a aminofilina tanto na menor,
guanto na maior dose nao alterou o niumero de rearing quando comparada ao grupo
controle (A5: 30,8 + 2,4; A10: 22,6 £ 3,7).
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Figura 12 - Efeito do tratamento agudo de etanol e aminofilina na atividade locomotora de
camundongos. Etanol (E) (2 g/kg), aminofilina (A) (5 ou 10 mg/kg) ou veiculo (control) foram
administrados. No protocolo de associacao (E/A), os animais foram pré-tratados com etanol (2 g/kg) e
30 min apds com aminofilina (5 ou 10 mg/kg). Trinta minutos apds administracéo da aminofilina ou 60
min apos administracdo de etanol, os animais foram testados no aparato do campo aberto. Cada
barra representa média + EPM. ab p<0.05 comparados com grupo controle e etanol, respectivamente

(ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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5.1.2 Teste de suspenséo da cauda

No grupo tratado com etanol (112,8 + 11,6), foi observado um aumento do
tempo de imobilidade do animal, confirmando o efeito depressor sobre o sistema
nervoso central produzido pelo etanol (2 g/kg), e, a aminofilina, como ja esperado
por seu efeito excitatério sobre o sistema nervoso central, reduziu o tempo de
imobilidade, porém apenas na menor dose (40,7 + 7,4) quando comparada ao grupo
controle (78,5 £ 7,6). Além disso, nos grupos que receberam a associacdo (E/A5:
39,4 + 7,4; E/A10: 23,5 + 4,4) foi observado o blogueio do efeito depressor do etanol,
havendo uma reducé&o do tempo de imobilidade quando comparados ao grupo do
etanol ou controle [F (5,79) = 13,51; p<0.0001] (Figura 13).
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Figura 13 - Avaliacdo da atividade antidepressiva da associacdo de etanol e aminofilina no
teste de suspensédo da cauda. Os animais foram tratados com etanol (E) (2 g/kg), aminofilina (A) (5
ou 10 mg/kg) ou veiculo (control). No protocolo de associacdo (E/A), os animais foram pré-tratados
com etanol (2 g/kg) e 30 min apés com aminofiina (5 ou 10 mg/kg). Trinta minutos apés
administragdo da aminofilina ou 60 min apos administracdo de etanol, os animais foram testados no
aparato de suspensado da cauda, com o tempo de imobilidade como parametro observado durante 6
min. Cada barra representa média + EPM. ab p<0.05 comparados com grupo controle e etanol,
respectivamente (ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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5.1.3 Teste do nado forgado

A Figura 14 mostra que o grupo tratado com etanol (190,8 = 14,3),
aumentou o tempo de imobilidade, expressando um efeito depressor como ja
observado no teste de suspensao da cauda, enquanto a aminofilina, em ambas as
doses (A5: 62,3 + 9,4; A10: 53,7 = 8,9), reduziu este parametro quando comparada
ao grupo controle (104,8 + 6,9). Nos grupos de associacao (E/A5: 135,6 + 10,2;
E/A10: 130,4 + 12,4) foi observado alteracbes tanto no efeito depressor do etanol
quanto no efeito estimulante da aminofilina, uma vez que E/A5 e E/A10 reduziram o
tempo de imobilidade quando comparados ao grupo E, e aumentaram este quando
comparados aos grupos A5 e A10 [F (5,69) = 23,84; p<0.0001].
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Figura 14 - Avaliac8o da atividade antidepressiva da associacdo de etanol e aminofilina no
teste de nado forcado. Os animais foram pré-condicionados 24hs antes do teste, sendo expostos
por 15 min em um tanque com agua, sem drogas. No dia do teste, os animais foram tratados com
etanol (E) (2 g/kg), aminofilina (A) (5 ou 10 mg/kg) ou veiculo (control). No protocolo de associacéo
(E/A), os animais foram pré-tratados com etanol (2 g/kg) e 30 min ap6s com aminofilina (5 ou 10
mg/kg). Trinta minutos ap6s administragdo da aminofilina ou 60 min ap6s administragédo de etanol, os
animais foram testados no aparato do nado forgcado, com o tempo de imobilidade como parametro
observado durante 5 min. Cada barra representa média + EPM. abed p<0.05 comparados com grupo

controle, etanol, aminofilina 5mg/kg e aminofilina 10mg/kg, respectivamente (ANOVA seguida por
Tukey como teste post hoc).
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5.2 Estudo Neuroquimico

- Dosagem de monoaminas e seus metabdlitos

As concentracdes de monoaminas e seus metabdlitos (NE, DA e DOPAC)
dosados no cortex pré-frontal estdo apresentados na Figura 15 (A, B, C),
respectivamente. Foi observado que a concentracdo de norepinefrina apresentou-se
diminuida em todos os grupos analisados quando comparados ao grupo controle [F
(5,64) = 14,85; p<0.0001]. J& a concentracdo de NE observada no grupo E (1657 £
131,1) foi aumentada pela associacdo com aminofilina na menor dose (E/A5: 2820 +
266,9). Curiosamente, E/A10 reduziu significativamente a concentracdo de NE,
mostrando diferenca também quando comparado ao grupo A10 (2273 £ 333,3).

O grupo tratado com etanol (1180 + 103.8) reduziu em 43% a
concentracdo de dopamina quando comparado ao grupo controle (2049 + 184,43),
enquanto aminofilina, em ambas as doses, ndo alterou as concentracdes desta
monoamina (A5: 1565 + 320,1; A10: 1389 + 221,2). Considerando o0s grupos da
associacao, E/A na menor dose (2499 + 253,6) foi efetivo em bloquear o efeito do
etanol, aumentando a concentracdo de DA quando comparado com o grupo tratado
com etanol sozinho [F (5,56) = 5,51; p<0.0004].

Quanto aos metabdlitos analisados, etanol (677,6 + 59,1) aumentou a
concentracdo de DOPAC quando comparado ao controle (362,8 £ 67,2), e 0S grupos
de associacdo (E/A5: 322,6 £ 39,9; E/A10: 241,0 + 63,2), bloquearam o efeito do
etanol, reduzindo a concentracdo de DOPAC quando comparado ao E, trazendo
assim, para valores préximos aos observados no grupo controle [F (5,54) = 5,42;
p<0.0005].
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Figura 15 - Efeitos do etanol sozinho ou associado com aminofilina nos niveis de monoaminas
no cortex pré-frontal de camundongos. (A) NE-Norepinefrina; (B) DA-Dopamina; (C) DOPAC. Os
dados sdo apresentados como a média + E.P.M. abde p<0.05 comparados com grupo controle,

etanol, aminofilina 10mg/kg ou E/A 5 mg/kg, respectivamente (ANOVA seguida por Tukey como teste

post hoc).
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5.3 Estudo do potencial neuroprotetor

5.3.1 Niveis de peroxidacao lipidica (TBARS)

A figura 16 (A, B, C) mostra os efeitos da administragdo aguda de etanol e
aminofilina nos niveis de TBARS no CPF, HC e CE, respectivamente. O etanol
aumentou em torno de 119% a concentracdo de MDA no HC quando comparado
com o grupo controle, e efeito oposto foi observado com a aminofilina em ambas as
doses, as quais reduziram o MDA em todas as &reas cerebrais analisadas, sendo
esta reducdo mais evidenciada no hipocampo (em torno de 80%). A associagdo EAS
reduziu em torno de 88%, 98% e 97% a concentracdo de MDA induzida pelo etanol
no CPF, HC e CE, respectivamente, enquanto EA10 apenas reduziu este parametro
no CPF (29%) e HC (65%). [Figura A - F(5,30) = 59.63, p < 0.0001; figura B - F(5,32)
=51.12, p < 0.0001; figura C - F(5,31) = 48.45, p < 0.0001].
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Figura 16 - Peroxidacdo lipidica no cértex pré-frontal-CPF (A), hipocampo-HC (B) e corpo
estriado-CE (C) de camundongos tratados com etanol sozinho ou associado com aminofilina.
Etanol (2 g/kg), aminofilina (5 ou 10 mg/kg) ou veiculo foram administrados. Para o protocolo de
associacdo, os animais foram pré-tratados com etanol (2 g/kg) e apés 30 min com aminofilina (5 ou
10 mg/kg). Cada barra representa média + EPM. Abreviacdes: MDA, malonildialdeido. *”°% p<0,05
comparados com grupo controle, etanol, aminofilina 5 mg/kg e aminofilina 10 mg/kg, respectivamente
(ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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5.3.2 Avaliagédo da atividade da catalase

O etanol aumentou a atividade da catalase nas trés areas analisadas
(CPF: 330%; HC: 2155%; CE: 276%) confirmando seu papel como agente oxidante
neuronal (Figura 17 — A, B, C). Efeito semelhante foi observado com administracao
de aminofilina apenas na maior dose, quando comparada com o0 grupo controle no
CPF (154%) e HC (207%). Por outro lado, os grupos de associacdo nas duas doses
reverteram a atividade da catalase induzida pelo etanol nas trés areas analisadas,
com efeito mais pronunciado no HC (EA5: 81%; EA10: 85%) [Fig A - F(5,34) = 11.11,
p < 0.0001; fig. B - F(5,29) = 37.26, p < 0.0001; fig C - F(5,33) = 23.93, p < 0.0001].
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Figura 17 - Atividade da catalase no cortex pré-frontal-CPF (A), hipocampo-HC (B) e corpo
estriado-CE (C) de camundongos tratados com etanol e aminofilina. Etanol (2 g/kg), aminofilina
(5 ou 10 mg/kg) ou veiculo foram administrados. Para o protocolo de associagdo, os animais foram
pré-tratados com etanol (2 g/kg) e apo6s 30 min com aminofilina (5 ou 10 mg/kg). Cada barra

ab,c

representa média + EPM. p<0,05 comparados com grupo controle, etanol e aminofilina 5 mg/kg,

respectivamente (ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou os efeitos da associacdo aguda de etanol e
aminofilina em modelos comportamentais de atividade exploratéria e depressao,
assim como dosagem das concentracfes de monoaminas e seus metabdlitos no
cortex pré-frontal de camundongos e o possivel efeito neuroprotetor da aminofilina
no estresse oxidativo induzido pelo etanol.

Observou-se que o etanol (2 g/kg) apresentou efeito depressor, indicado
por redu¢cao no numero de cruzamentos e “rearing” no teste do campo aberto, e pelo
aumento do tempo de imobilidade nos testes de depressao.

De acordo com a literatura (BOERNGEN-LACERDA & SOUZA-
FORMIGONI, 2000; MCINTOSH & CHICK, 2004; SOARES et al., 2009), o etanol
exibe um efeito bifasico, apresentando um transiente excitatério em baixas doses e
uma atividade depressora em altas doses, ou em seu uso crénico. Os inumeros
transmissores envolvidos nas acdes do etanol podem explicar sua grande variedade
de efeitos, e as vias de neurotransmissao modificadas por ele podem incluir aquelas
mediadas por GABA, glutamato, norepinefrina, dopamina, serotonina e acetilcolina
(HUNT & MAJCHROWICZ, 1983; SHARKO & HODGE, 2008; THEILE et al., 2008;
VASCONCELOS et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2008).

Sabe-se também que a ingestdo aguda de etanol inibe a recaptacdo de
adenosina via transportador de nucleosideo, aumentando a concentracado
extracelular de adenosina (ALLEN-GIPSON et al., 2009), que apresenta
caracteristicas depressoras, sugerindo um reforco no efeito depressor do etanol.
Somado a isso, as acdes do etanol podem também sofrer influéncia do sistema de
adenosina, que ja foi descrito como um modulador das propriedades farmacolégicas
do etanol, como efeitos sedativos/hipndticos (EL YACOUBI et al., 2003),
desenvolvimento de rapida tolerdncia aos prejuizos motores induzidos por etanol
(BATISTA et al., 2005), dentre outros. Esta ampla gama de neurotransmissores
envolvida nos efeitos do etanol pode levar a uma variedade de mudancas
comportamentais e fisiolégicas como sedacdo, amnésia, falta de coordenacdo
motora, depressao, convulsbes dentre outros (HUNT & MAJCHROWICZ, 1983;
MCINTOSH & CHICK, 2004; PREDIGER et al., 2004; SOARES et al., 2009).
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Como j& descrito anteriormente, a aminofilina consiste de
aproximadamente 80% de teofilina, que apresenta efeito excitatério sobre o sistema
nervoso central, e age através da inibicdo de fosfodiesterase, bem como
antagonizando de forma ndo-seletiva receptores adenosinicos A; e Axa (NAKADA et
al., 1983; NARIMATSU & AOKI, 2000). Assim, este efeito excitatério sobre o sistema
nervoso central foi confirmado, uma vez que a aminofilina (nas doses de 5 ou 10
mg/kg) aumentou a atividade locomotora e comportamento de rearing no teste de
campo aberto, e também mostrou-se habil em bloquear os efeitos depressores do
etanol no mesmo teste.

Receptores de adenosina estdo envolvidos na regulagdo do
comportamento motor em roedores, estando co-localizados com receptores
dopaminérgicos em neurbnios gabaérgicos no corpo estriado, agindo através de
uma interacdo antagdnica (FUXE et al., 2007). De fato, pdde-se observar que a
aminofilina, um antagonista de receptores de adenosina, promoveu um efeito motor
estimulante, aumentando o nimero de cruzamentos e bloqueando o efeito do etanol
guando administrada junto ao mesmo. Esta interacdo antagonista entre receptores
de adenosina Aza/dopamina D, e adenosina Ai/dopamina D; pode ser, em parte,
responsavel pelos efeitos motores estimulantes de antagonistas de receptores
adenosinicos como cafeina, e pelos efeitos motores depressores de agonistas de
receptores adenosinicos (FUXE et al., 2007).

Nos testes de suspensédo de cauda e nado forcado a aminofilina mostrou
um efeito antidepressivo, reduzindo o tempo de imobilidade do animal, e
curiosamente, a menor dose testada foi mais efetiva em reverter os efeitos
depressores do etanol, sugerindo a importancia da menor dosagem necessaria para
obtencdo dos efeitos observados. Entretanto, foi observada uma interferéncia do
etanol sobre este efeito antidepressivo da aminofilina, uma vez que os parametros
avaliados (tempo de imobilidade) no teste de nado for¢cado, apds a administracéo da
associagao, trouxeram os valores para proximo aos observados com a aplicacéo do
etanol sozinho.

Ambos os testes de suspensdo da cauda e nado forcado séo utilizados
para avaliar a atividade antidepressiva de drogas, porém uma variabilidade nos
resultados pode ocorrer devido ao fato da postura de imobilidade no contexto do
teste de nado forcado representar uma diminuicdo da persisténcia no

comportamento direcionado de escapar, enquanto a imobilidade no teste de
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suspensao da cauda se da pela inabilidade ou relutancia em manter com esforco a
postura em vez de uma hipoatividade generalizada. Esta imobilidade pode ser
analoga a observacdes clinicas de que pacientes deprimidos muitas vezes falham
em se esforcar para sustentar uma postura, o que se reflete em posturas e prejuizos
motores pronunciados (WEINGARTNER & SILBERMAN, 1982). Aléem disso, embora
a acao depressora do etanol observada nos testes de suspensdo de cauda e nado
forcado possam ser em parte devido ao déficit motor causado pela alta dose de
etanol utilizada neste estudo, esse efeito foi revertido pela associacdo com
aminofilina nas doses de 5 ou 10 mg/kg, mostrando que este antagonista de
receptores adenosinicos blogueou consistentemente o efeito depressor induzido
pelo etanol.

Um crescente nimero de evidéncias de varios laboratérios tem apontado
para um papel direto da adenosina em mediar algumas respostas celulares e
comportamentais ao etanol (HOUCHI et al.,, 2008; THORSELL et al., 2007). A
cafeina e antagonistas seletivos de receptores de adenosina reduzem a duracdo da
perda do reflexo de endireitamento induzido pelo etanol (EL YACOUBI et al., 2003),
bloqueiam a falta de coordenacdo motora induzida pelo etanol (BARWICK & DAR,
1998; DAR, 2001; SOARES et al., 2009) e revertem 0 prejuizo na memodria
retrograda causado por um alta dose de etanol (3 g/kg) (SPINETTA et al., 2008).
Ainda, receptores adenosinicos A; modulam as ac¢des do etanol sobre a ansiedade
(PREDIGER et al., 2006), e tem sido sugerido que as propriedades de refor¢co do
etanol sdo, em parte, mediadas via receptores A, no nucleo accumbens, propondo
gue a administracdo de antagonistas de receptores A, podem reduzir 0 consumo e
sistema de recompensa do etanol (THORSELL et al., 2007).

Estudos anteriores propuseram uma interacado importante entre dopamina
e norepinefrina no cértex pré-frontal (TASSIN et al., 1994), o que pbde ser
claramente observado nas dosagens realizadas. Foi demonstrado que a estimulagéo
do locus coeruleus aumenta a liberacdo de dopamina nesta area, sugerindo que a
norepinefrina no cortex pré-frontal estimula a liberacdo de dopamina nessa area
(KAWAHARA et al., 2001). De fato, pbde-se observar que a sincronia entre
norepinefrina e dopamina foi mais efetiva nos grupos em que foi administrado etanol
e a associagcdo na menor dose, onde as concentragbes foram reduzidas e
aumentadas, respectivamente. Entretanto, os outros grupos mostraram uma

tendéncia a seguir essa sincronia.
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Neurdnios dopaminérgicos projetados para o cértex pré-frontal promovem
inibicdo direta e indireta de eferéncias excitatorias para regies subcorticais
envolvidas na iniciacdo da atividade motora. Assim, uma transmissao diminuida
pode melhorar, enquanto uma transmissdo aumentada pode atenuar a resposta a
drogas psicoestimulantes (STEKETEE, 2003). Assim, pdde-se observar neste
trabalho que o etanol reduziu a concentracao de dopamina, e este efeito foi revertido
pela associacdo com aminofilina, possivelmente também pela resposta ainda mais
estimulada, através desse mecanismo, a aminofilina, um psicoestimulante.
Importante lembrar que este efeito da associa¢do ocorreu na menor dose, também
sugerindo que o efeito da aminofilina pode diferir de acordo com a dose
administrada.

Considerando o0s metabdlitos analisados, observou-se que a
concentracdo de DOPAC, principal metabdlito da dopamina em roedores, foi
aumentada na presenca de etanol. Este dado sugere um aumento no metabolismo
da dopamina. Entretanto, nos grupos de associacdo as concentracfes de DOPAC
retornaram a valores semelhantes aos encontrados no grupo controle, mostrando
assim que o tratamento com aminofilina reverteu o aumento no indice metabdlico da
dopamina induzido pelo etanol.

Levando-se em consideracdo o estresse oxidativo, 0 cérebro processa
grande quantidade de O, em uma massa relativamente pequena, e tem uma grande
guantidade de substratos disponiveis para oxidacdo em conjunto com reduzidas
atividades oxidantes, fazendo-o extremamente susceptivel a danos oxidativos
(BERGAMINI et al., 2004). E, muitas regibes do cérebro, por exemplo, substancia
negra e corpo estriado, tém altas concentracdes de ferro (DUGAN & CHOI, 1999).
Além disso, algumas regides do SNC como o corpo estriado e hipocampo, podem
ser particularmente sensiveis ao estresse oxidativo por causa de seus baixos niveis
de vitamina E enddgena, um importante antioxidante bioquimico, relativamente a
outras regides cerebrais (GOTTLIEB et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que danos cerebrais induzidos pelo etanol
estdo associados com a peroxidacdo lipidica, a qual interrompe a integridade
estrutural e as fungbes da membrana da célula (NORDMANN et al., 1992,
OSTROWSKA et al., 2004). Aléem disso, a estimulacdo da atividade do citocromo
P450 monooxigenase pela ingestdo de etanol € acompanhada pela formacéo

aumentada de malonildialdeido microssomal. Assim, os niveis de malonildialdeido
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podem ser utilizados como marcadores biolégicos do estresse oxidativo provocado
pelo etanol (DAS et al., 2003; WISNIEWSKA-KNYPL & WRONSKA-NOFER, 1994).

No presente estudo, o etanol aumentou a concentracdo de MDA,
mostrando uma caracteristica de estresse oxidativo, entretanto, isto foi
estatisticamente diferente do controle apenas no hipocampo. Bellissimo et al. (2001)
mostrou que o hipocampo é extremamente sensivel aos efeitos do estresse oxidativo
comparado com o coértex e cerebelo. Essa maior susceptibilidade do HC ao estresse
em comparacdo com outras areas cerebrais pode ser explicada em base do
diferente suprimento sangliineo a essas regifes (ERECINSKA & SILVER, 1996).
Além disso, o etanol também aumentou a atividade da catalase em todas as areas
cerebrais analisadas, confirmando o efeito estressor do etanol (ZIMATKIN &
DEITRICH, 1997; CALABRESE et al., 1998; JELSKI et al., 2007). Esse aumento na
catalase pode estar relacionado com o metabolismo do etanol a aldeido acético no
cérebro e implica em danos cerebrais, sendo também importante em alguns efeitos
promovidos pela ingestao de etanol (FONT et al., 2008).

Contrastando com os efeitos do etanol, a aminofilina mostrou um papel
antagonico, reduzindo consistentemente o estresse oxidativo, expresso pela reducao
nos niveis de MDA. Embora a atividade da catalase tenha se mostrado aumentada,
na maior dose, no CPF e HC, a administracdo de aminofilina apds o etanol reduziu a
mesma em todas as areas cerebrais, mostrando um efeito neuroprotetor contra os
danos celulares causados pelo etanol. A atividade antioxidante da aminofilina foi
demonstrada em estudos in vivo e in vitro (LAPENNA et al., 1995; KANG et al.,
1998), e antagonistas de receptores A,x também sdo conhecidos por promover
protecdo contra os danos cerebrais causados por toxinas, bem como proteger a
célula contra danos gerados por espécies reativas de oxigénio (BISHNOI et al.,
2007). Outrossim, a teofilina, composto ativo mais abundante na aminofilina, também
preveniu o aumento na peroxidacao lipidica e diminuicdo nos niveis de glutationa
reduzida no cortex e estriado quando co-administrada com haloperidol, no qual o
tratamento resultou em um significante aumento na peroxidacao lipidica e diminuicdo
nos niveis de glutationa reduzida (BISHNOI et al., 2007).

Yang et al. (2007) realizou um estudo em humanos avaliando os efeitos
da aminofilina em diferentes biomarcadores séricos em individuos expostos
agudamente a elevadas altitudes. A aminofilina mostrou um efeito antioxidante em

alguns parametros de estresse oxidativo, como superoxido dismutase, catalase e
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diéxido de hidrogénio. Tais parametros aumentaram quando os individuos foram
expostos a elevadas altitudes, mas tiveram um aumento menor nos individuos que
receberam aminofilina. Este fato sugere um efeito antioxidante da aminofilina em
elevadas altitudes, e isso também poderia ser aplicado em células expostas a outros

tipos de estresse, como o0 observado pelo etanol.

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o etanol e a
aminofilina apresentam efeitos opostos para quase todos os parametros observados,
e que a administracdo de aminofilina ap6s o tratamento com etanol é capaz de
bloguear a reducao da atividade exploratéria e efeitos depressores produzidos pelo
etanol, provavelmente agindo através de vias noradrenérgicas e dopaminérgicas no
cortex pré-frontal, além de diminuir o estresse oxidativo induzido por etanol,
sugerindo um novo alvo para o blogueio dos efeitos depressores e oxidantes do

etanol.
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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