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RESUMO

ESTUDO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA AÇÃO DA 
PENTOXIFÍLINA SOBRE A LESÃO HIPOCAMPAL E DÉFICITS DE 
MEMÓRIA INDUZIDOS POR GLUTAMATO EM RATOS. Geanne Matos de 
Andrade Cunha. Tese de Doutorado, Departamento de Fisiologia e Farmacologia, 
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceará, 1999.

O presente trabalho mostra os efeitos da pentoxifílina (ptx), no aprendizado e na 
memória de ratos com lesão hipocampal induzida por glutamato (glu). Os animais (ratos 
Wistar, machos, 200-250g), foram submetidos à cirurgia estereotáxica e injetados com 
glutamato nas doses de 24, 48, 96 e 192 pg, na região hipocampal (áreas CAI e CA3). Após 7 
dias, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto e aos teste de memória (esquiva 
passiva, labirinto em T elevado e labirinto aquático de Morris). Após vinte e quatro horas, os 
animais foram sacrificados para a avaliação histológica da lesão. Não foram observadas lesões 
significativas nos animais tratados com salina e glu (24 e 48 pg), já os animais que receberam 
as doses de 96 e 192 pg, apresentaram lesões avaliadas como moderada e grave, 
respectivamente. Os animais tratados com a dose de 192 pg apresentaram um aumento da 
atividade locomotora (salina: 14,82 ± 2,59, glu 192- 31,10 ± 6,50 quadrantes). No teste de 
esquiva passiva, os grupos tratados com glu 48, 96 e 192 pg demonstraram um déficit de 
memória, tanto na memória recente (salina: 200,43 ± 52,09; glu24: 210,20 ± 44,77; glu48: 
27,61 ± 9,89; glu96; 64,46 ± 31,93; glul92: 140,29 ± 40,76s), quanto na memória tardia 
(salina: 252,57 ± 31,78; glu24; 273,70 ± 22,27; glu48: 44,35 ± 32,21, glu96: 29,39 ± 14,54; 
glu 192: 140,29 ± 40,76s). No teste do labirinto em T elevado, os animais tratados com glu nas 
maiores doses, demonstraram um aprendizado menos eficiente do que aqueles do grupo 
tratado com salina. A análise da retenção da memória no teste do labirinto aquático, mostrou 
um dano na memória espacial nos animais tratados com glu (salina: 10,95 ± 3,56, glu96: 
26,89 ± 3,97, glu 192: 32,79 ± 4,78s). A ptx na dose de lOOmg/kg protegeu os animais da 
lesão induzida pelo glu (96 pg) com 75% dos animais apresentando somente lesões leves. A 
ptx não alterou a atividade locomotora, mas quando usada nos animais lesados, foi observado 
um aumento da atividade (ptx 100 + glu: 24,81 ± 4,00 quadrantes). No teste do labirinto em T 
elevado, o aprendizado nos animais tratados com ptx (100 e 200mg/kg) foi bastante eficiente, 
superando inclusive o aprendizado do controle e diminuindo défícits ocasionados pelo glu, 
(Esquiva 3- salina: 188,51 ± 26,66, glu96: 144,76 ± 33,74, ptxlOO: 293,55 ± 6,44, ptx200: 
185,25 ± 32,45 ptxlOO+glu: 237,42 ± 29,06, ptx200+glu: 168,32 ± 41,07s) (Kruskal-Wallis- 
KM, p<0,05). No teste da esquiva passiva a ptx reduziu os efeitos amnésicos produzidos pela 
lesão com glu (memória tardia- ptx50+glu: 300,00 ± 0,00, ptxlOO+glu: 176,67 ± 34,32; 
ptx200+glu: 221,19 ± 35,41s (KW, p<0,05). No teste do labirinto aquático, a ptx 200mg/kg, 
também foi efetiva, no que se refere à retenção do aprendizado, (ptx200+glu: 12,96 ± l,84s). 
A lesão com glu, ocasionou uma diminuição nos níveis de AMPc, o que foi revertido pela ptx 
(salina: 0,966, glu: 0,186, ptxlOO+glu: l,060pmol/mg de proteína. O tratamento prévio com 
CPA um agonista da adenosina (Al), não reverteu os efeitos da ptx na memória e este efeito 
não foi potenciado pela talidomida. Foi observado um efeito colinérgico central da ptx, 
demonstrado pelo aumento do número de tremores induzido pela oxotremorina (oxo: 1,53 ± 
0,33, ptx50 + oxo: 5,30 ± 1,23, ptxlOO+oxo: 8,47 ± 0,61 escores/30min), pela diminuição do 
número de receptores M1+M2, (salina: 181,71, ptxlOO: 132,74 ± 11,80 fmoles/mg de 

xx



proteína) e pela diminuição da atividade da AChE . Também foi demonstrado um aumento 
nos niveis de nitrito/nitrato pelo glu e uma diminuição pelo tratamento com ptx (salina: 5,24 ± 
0,82, glu96. 9,22 ± 1,20, ptxlOO+glu: 5,98 ± 0,46 pM). É possível que o efeito citoprotetor da 
ptx possa estar relacionado à ação antiinflamatória da droga, através da inibição da produção 
de citocinas, tais como TNFa e da inibição de liberação de espécies reativas de oxigênio pela 
células da glia. Além disso, o aumento dos níveis de nucleotídios cíclicos e a ação colinérgica 
central demonstrada com a ptx poderão também ter contribuído para a redução dos déficits de 
memória induzidos pela lesão hipocampal por glutamato em ratos.

xxi



ABSTRACT

STUDY OF THE MECHANISMS INVOLVED IN THE PENTOXIFYLLINE 
ACTION ON GLUTAMATE-INDUCED HIPPOCAMPAL LESIONS AND 
MEMORY DEFICITS IN RATS.

The present work shows effects of pentoxifylline (ptx) on learning and memory in rats 
with hippocampal lesion induced by glutamate (glu). The animais (male Wistar rats, 200- 
250g) were submitted to stereotaxic surgery and injected in the hippocampus (CAI, CA3) 
with glu at doses of 24, 48, 96 and 192 pg. After 7 days, animais were tested in the open-field 
to evaluate locomotor activity and submitted to memory tests (passive avoidance, elevated T 
maze, and water maze). Twenty-four hours later, animais were sacrificed for histopathological 
studies. The results show no significant lesion in the saline and glu (24 and 48 pg) groups. 
However, moderate to severe lesions were observed at higher glu doses (96 and 192 pg). 
Increased locomotor activity after glu as compared to Controls was observed only with the 
dose of 192 pg (saline: 14,82 ± 2,59, glul92: 31,10 ± 6,50 squares). In the passive avoidance 
test the groups treated with glu 48, 96 and 192 pg, showed memory deficits, in early memory 
(saline: 200,43 ± 52,09; glu24: 210,20 ± 44,77; glu48: 27,61 ± 9,89; glu96: 64,46 ± 31,93; 
glu 192: 140,29 ± 40,76s), as well as in the late memory (saline: 252,57 ± 31,78; glu24: 
273,70 ± 22,27; glu48: 44,35 ± 32,21; glu96: 29,39 ± 14,54, glul92: 140,29 ± 40,76s). In the 
elevated T-maze, animais treated with glu at higher doses showed a lower performance as 
compared to Controls. Analyses of memory retention in the water maze showed defict in 
spatial memory (saline: 10,95 ± 3,56, glu96: 26,89 ± 3,97, glu 192: 32,79 ± 4,78s). Ptx at 
lOOmg/kg, protected animais against glu(96 pg)-induced lesion. Besides ptx did not alter 
locomotion activity, but when injected in lesioned animais an increased locomotor activity 
was observed. In the elevated T-maze, ptx-treated animais presented a better performance, 
decreased the deficits produced by glu (Avoidance 3- saline: 188,51 ± 26,66, glu96: 144,76 ± 
33,74, ptxlOO: 293,55 ± 6,44, ptx200: 185,25 ± 32,45, ptxlOO+glu: 237,42 ± 29,06, 
ptx200+glu: 168,32 ± 41,07s) (KW, p<0,05). In the passive avoidance test, ptx reduced the 
amnesic effects produced by glu lesion (late memory- ptx50+glu: 300,00 ± 0,00, ptxlOO+glu: 
176,67 ± 34,32; ptx200+glu: 221,19 ± 35,41s (KW, p<0,05). In the water maze test, ptx was 
also effective as far as learning acquisition is concerned (ptx200+glu: 12,96 ± l,84s). The glu 
lesion caused a decrease in cAMP leveis which was reverted by ptx (saline: 0,966, glu: 0,186, 
ptxlOO+glu: 1,060 pmol/mg protein. Pre-treatment with CPA, Al, adenosine agonist or with 
thalidomide (TNF-a inhibitor) did not reversed or potentiated respectively ptx effects on rat 
memory. A central cholinergic (muscarinic) effect of ptx, was also demonstrated by the 
potentiation of oxotremorine (muscarinic agonist) induced tremores by ptx (oxo: 1,53 ± 0,33, 
ptx50 + oxo: 5,30 ± 1,23, ptxlOO+oxo: 8,47 ± 0,61 scores/30min). Besides, ptx decreased 
muscarinic receptor number (saline: 181,71, ptxlOO: 132,74 ± 11,80 fmoles/mg protein) on 
brain hippocampus and decreased AChE activity. An increase and decrease respectively 
nitrite/nitrate leveis were detected after glu and ptx+glu groups (saline: 5,24 ± 0,82, glu96: 
9,22 ± 1,20, ptxlOO+glu: 5,98 ± 0,46 pM). It is possible that, the citoprotector effect 
demonstrated by ptx in the present work is related to the antiinflammatory effect of the drug, 
through the inhibition of the cytokines production such as TNF-a and the inhibition of 
reactive oxygen species produced by ptx. Besides, the increased in cAMP leveis produced by 
ptx associated to its central cholinergic action could contribute to the reduction of memory 
deficits detected after glutamate induced hippocampal lesion in rats.
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I- INTRODUÇÃO

1. GLUTAMATO

Glutamato e aspartato são os mais abundantes neurotransmissores 

excitatórios no cérebro (Watkins & Olverman, 1987). Devido as suas altas 

concentrações e larga distribuição estes aminoácidos influenciam todas as funções 

do sistema nervoso central. Por exemplo, podem contribuir para anormalidades 

associadas com a epilepsia, danos cerebrais característicos das desordens 

neurodegenerativas tais como, doença de Huntington, doença de Alzheimer e doença 

de Parkinson, além das alterações associadas a isquemia cerebral, traumatismo 

cerebral e encefalopatia devido a SIDA (Hayes et al.,1992; Lancaster, 1992; Spink 

& Martin, 1991; Lipton et al., 1991; Dingledine et al., 1990; Choi et al., 1990; 

Meldrum & Garthwaite, 1990; Faden et al., 1989). Entretanto estes 

neurotransmissores desempenham um papel importante no aprendizado e memória 

(Bliss & Collingridge, 1993; Willner et al., 1992; Ng et al., 1991; Davis et al., 1992)

As tentativas de descobrir drogas que agem modificando a neurotransmissão 

induzida pelos amino ácidos excitatórios (AAE) têm sido dificultadas pelos 

potenciais efeitos colaterais destes agentes, assim a inibição generalizada da 

neurotransmissão está associada a prejuízos no aprendizado e memória, diminuição 

no tônus muscular e sedação, enquanto a estimulação diminue o limiar convulsivo e 

pode causar danos neuronais irreversíveis. Estes efeitos globais refletem o fato de 

que os AAE são encontrados em todas as partes do cérebro, sendo importante 

vislumbrar caminhos para modificar a ação dos AAE de uma maneira seletiva. Nos 

últimos anos foram descobertos vários subtipos de receptores para o glutamato,



fazendo-se possível o desenvolvimento de drogas capazes de estimular ou 

inibir a função destes receptores seletivamente.

1.1 CLASSIFICAÇÃO DOS RECEPTORES DO GLUTAMATO

A classificação inicial dos receptores dos AAE foi baseada na sua ativação 

seletiva pelo NMDA (N-metil-D-aspartato) e cainato (acetato de 2-carboxi-4- 

isopropenil-3-pirrolidina), análogos estruturais do glutamato (Haldeman & 

Mclennan, 1972; Haldeman et al., 1972; Duggan, 1974; Johnston et al., 1974; 

McCulloch et al., 1974). Depois um terceiro tipo foi proposto, mais responsivo ao 

AMPA (propionato de a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole) e menos seletivo ao 

quisqualato (P-(3,5-dioxo-l,2,4-oxadiazolidin-2-il)-L-alanina) (Watkins & Evans, 

1981; McLennan, 1983; Lerma et al., 1989; Mayer & Vyklicky, 1989; Zorumski et 

al., 1990). Um quarto tipo de receptor é estimulado pelo /ram-AC P D (/ram-1- 

amino-ciclopentil-l,3-dicarboxilato) e um quinto foi identificado com base na sua 

resposta seletiva ao L-AP4 (2-amino-4-fosfobutirato) (Manzoni et al., 1990; 

Schoepp & Johnson, 1988; Cha et al., 1990; Koemer & Cotman, 1981; Lanthom et 

al., 1984; Yamamoto etal., 1983).

Os receptores dos AAE também podem ser classificados com base em seus 

sistemas efetores, enquanto NMDA, cainato e AMPA são aclopados a canais iônicos 

cátions-específicos (ionotrópicos) (Zorumski & Thio, 1992; Monaghan et al., 1988), 

/ram-ACPD e L-AP4 são ligados a proteínas G, que agem via hidrólise de 

fosfoinositídios (metabotrópicos) (Schoepp et al., 1991; Trombley & Westbrook, 
1992).
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1.2. RECEPTORES IONOTRÓPICOS

1.2.1 Receptor NMDA

Existem pelo menos dois tipos de receptores NMDA, o melhor caracterizado 

consiste de complexos heteroméricos com várias subunidades (NR1, NR2A, NR2B, 

NR2C e NR2D) (Monyer et al., 1992), e aparentemente no sistema nervoso central, 

ocorrem combinações de NR1 com uma das subunidades de NR2. O segundo tipo 

foi menos estudado e consiste de um complexo de proteínas, com uma subunidade 

de ligação de 71 kD (NMDARP-71), que exibem condutância e propriedades 

farmacológicas idênticas ao primeiro tipo (Kumar et al., 1991).

Os receptores NMDA possuem vários sítios regulatórios. Os sítios de 

reconhecimento são bloqueados competitivamente por várias drogas entre elas, AP5 

((D-)2-amino-5-fosfopentanoato) e seu homólogo AP7 ((D-)2-amino-7- 

fosfonoheptanoato) (Davies et al., 1981; Evans et al., 1982), CPPene (R,S)-4- 

(fosfonoprop-2-enil)piperazina-2-carboxilato) (Lehmann et al., 1987), CGS-19755 

((+)cA-4-fosfonometil-2-piperidinacarboxilato) (Lehmann et al., 1988). Os 

receptores NMDA também são inibidos não competitivamente por compostos que se 

ligam a sítios específicos dentro do canal iônico, dentre eles PCP (1-(1- 

fenilciclohexil) piperidina ou fenilciclidina), quetamina (Anis et al., 1983) e MK- 

801 (5-metil-10,ll-diidro-5H-dibenzo-(a,d)-ciclohepten-5,10-imine) (Wong et al., 
1986).

Johnson e Archer (1987) descobriram que a glicina aumenta as ações dos 

agonistas de NMDA mas não tem ação por sí só. Em concentrações tão baixas 

quanto 0,1 pM ela aumenta as respostas do receptor NMDA de uma maneira que 

não é bloqueada pela estricnina. Estudos de patch clamp demonstram que a glicina 
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aumenta a frequência de abertura do canal acoplado ao receptor NMDA e não a 

amplitude da corrente e esta ação não depende de segundo mensageiro (Kleckner & 

Dingledine, 1988).

Outro componente regulatório no receptor NMDA é o sítio de ligação de 

poliaminas, tais como, espermina e espermidina, que aumentam a afinidade de 

ligação do MK-801 no canal do receptor NMDA (Ramsom & Stec, 1988; Javitt & 

Zukin, 1989). Os efeitos neste sítio são antagonizados por compostos tais como, 

ifenprodil e seu análogo SL-820715 (Reynolds, 1990; Carter et al., 1990). Alguns 

íons como o Mg e Zn bloqueiam o receptor NMDA, o primeiro de maneira 

voltagem dependente e o segundo independente, agindo em sítios diferentes (Meyer 

et al., 1984; Westbrook & Mayer, 1987).

A ativação do receptor NMDA provoca a abertura do canal iônico com a 

entrada de íons Ca , em algumas células isto leva a ativação de uma proteína 

chamada calmodulina, que por outro lado estimula a produção de óxido nítrico e este 

ativando a guanilato ciclase pode destruir neurônios diretamente (Izumi et al., 1992; 

Dawson et al., 1991). A inibição da óxido nítrico sintetase protege contra o dano 

neuronal induzido pelo NMDA, isquemia e hipóxia (Moncada et al., 1992; Wallis et 
al., 1992).

1.2.2 Receptor Cainato e AMPA

A família do receptor AMPA consiste de subunidades designadas GluRl- 

GluR4 (Keinanen et al., 1990). A subunidade GluR2 confere ao receptor AMPA 

impermeabilidade ao cálcio, enquanto a perda desta subunidade o toma permeável a 

este cátion (Hollman et al., 1991). O receptor é encontrado nos neurônios e glia em 

todo o cérebro (Egebjerg et al., 1991). Os receptores cainato consistem de 

subunidades designadas Glu5-Glu7 (Brorson et al., 1994). Estudos em cultura de 

4



células cerebelares mostram que o influxo de cálcio através dos receptores 

AMPA/kainato desempenham um importante papel na excitotoxicidade (Anis et al., 

1983). Os receptores AMPA/cainato abrem canais de cátions, com a entrada de 

sódio e despolarização da membrana neuronal e isto elimina o bloqueio de canal 

iônico acoplado ao receptor NMDA pelo magnésio, propiciando a entrada de cálcio 

por este receptor (Figura 1).

1.2.3 Receptores Metabotrópicos

Estes receptores são acoplados a proteínas ligantes de GTP (proteínas G), que 

atuam na fosfolipase C ou adenililciclase (Schoepp & Conn, 1993). Já foram 

clonados 5 subunidades deste receptor e foram designados mGluRl a mGluR5. A 

ativação da fosfolipase C pelo mGluRl e mGluR5 induz a hidrólise de difosfato de 

fosfatidilinositol para produzir diacilglicerol (DAG) e inositoltrifosfato (IP3) 

(Nicoletti et al., 1986). As subunidades mGluR2, mGluR3 e mGluR4 ativam uma 

proteína G inibitória que inibe a atividade da adenililciclase com diminuição do 

AMPC (Figura 2).

O RNAm que codifica estes receptores está expresso em altos níveis no 

hipocampo, na região do giro denteado e CA1-CA3, no córtex e no cerebelo (Ohishi 

et al., 1993). Embora a ativação dos receptores metabotrópicos não induza 

diretamente neurotoxicidade, sua estimulação pode aumentar a excitabilidade 

neuronal e um aumento nos níveis da Ca intracelular. A figura 1 mostra um 

desenho esquemático da estrutura dos receptores do glutamato com os sítios de 

ligação e ações e a tabela 1 os principais agonistas e antagonistas dos receptores do 

glutamato com os ligantes mais usados para seu estudo.
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Figura 1- Receptores do Glutamato. Estrutura aparente dos receptores do glutamato (NMDA, AMPA, 
cainato e metabotrópico. Os receptores NMDA são divididos em duas categorias maiores, uma consiste de estruturalmente 
das subunidades NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D, a segunda classe consiste das subunidades de 71kD e 80kD. Os 
receptores AMPA consiste das subunidades GluRl-R4 e os receptores AMPA, das subunidades GluR5-R7. Os receptores 
metabotrópicos (mGluRl-R5) consistem de proteínas acopladas ao GPT, que catalizam a liidrólise de fosfoinositídios com 
formação de IP3 e DAG e também à inibição da adenililciclase, com diminuição de AMPc, Segundo Seeburg, 1993.

Tabela 1- Agonistas e Antagonistas do receptor do Glutamato
NMDA AMPA

Cainato MetabotrópicoCompetitivo Modulatorio Competitivo Modulatorio
Agonista NMDA Glicina AMPA Aniracetam Cainato trans-ACPD

L-CCG-IV ATPA 1-BCP Domoato L-CCG-I
ACBD 5-Fluorovilardina Ciclotiazida L-AP4

Br-IHBO 3,5-dihidroxi- 
fenilglicina 
trans-2,4-ADA

Antagonista D-AP5 7-Cloro- 
kenurenato

NBOX GYKI 52466 L-AP3

CGS 19755 5,7-dicloro-
kenurenato

(+)-MCPG

CGP37849 MNOX (S)-4CPG
D-CPP 1.689.560
D-CPPene 1IA966

Bloqueador de MK801
canal PCP

Abreviaturas- L-CCG-IV- (2S,3R,4S)-ct(carboxiciclopropil)glicina; D-AP5- ác. D-2-amino-5- 
fosfonopentanóico; ACBD- 1 -aininciclobutano-1,3-dicarboxilato; CGS19755- ác. c»s-4-(fosfonometil)piperidina-2- 
carbixílico; CGP37849-ác. D,L-(E)- 2-amino-4-métil-5-fosfonopentonóico; CPP- ác. 3-(2-carboxipiperazúM-il)propil-l- 
fosfonico; CPPene- ác.(E)-4-(3-fosfono-2-propenil)piperazina-2-carboxílico', MK-801-, dizoeilpina; PCP- fenciclidina; 
MNQX- 5,7-dinitroquinoxaline- 2,3-dione; L689.560- (±-4-p‘azi5-2-carboxi-5s7-dicloro-4-fenilaminovarbo-nilamino- 
1,2,3,4-tetrahidroquinolina; ATPA- a-amino-3-hidroxi-5-terbutil-4-isoxazole-propionato; 11A966- 3-amino-l- 
hidroxipirrolidin-2-one; Br-IHBO- (s)-4-bromoh.omoibotenato; NBQX- 2,3-dihidro-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(F)- 
quinoxalina;aniracetam- l-94-metoxibenzoil)-2-pirrolidinona; 1-BCP- l-(l,3-benzodioxol-5-ilcarbonil)-piperidina; GYKI 
52466- 1 -(4-ammofenil)-4-metil-7,8-metilenodioxi-511-2,3-benzodiazepina; frwis-ACPD- ác. 1 -aminociclopentano-trans-
1.3- dicarboxílico; L-CCG- 1,(2S,3S,4S)- (x-(carboxiciclopropil)glicina; L-AP4- ác. L-2-amino-4-fosfonobutírico; trans-
2.4- ADA- ác. /rau.v-;iz.etidiria-2,4-dicarboxilico, L-AP3- ác. L-2-amino-3-fosfonopropionico; (+)-MCPG- (+)-ct-metil-4- 
carboxilenilglicina; (S)-4CPG- (S)-4-carboxifenilglicina.
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Os receptores metabotrópicos podem ser divididos em 3 subgrupos. Os 

agonistas mais seletivos usados na caracterização destes subgrupos foram 

quisqualato, 2-CCG, trans-ACPD e L-AP4. Evidências indicam que a ativação dos 

receptores metabotrópicos podem ter efeitos neuroprotetores e neurotóxicos. Koh e 

cols. (1991), demonstraram que trans-ACPD pode atenuar a excitotoxicidade 

induzida pelo NMDA em culturas de células corticais, embora outros estudos 

indicam efeitos neuroprotetores de agonistas de receptores metabotrópicos (Sacaan 

& Schorepp, 1992). O receptor L-AP4 foi definido eletrofisiologicamente como um 

sítio inibitório do glutamato, este receptor está localizado pré-sinápticamente e sua 

ativação inibe a liberação de glutamato (Anson & Collins, 1987) (Figura 2, Tabela 

1)-

2. SÍNTESE E TRANSPORTE DE GLUTAMATO

Glicose e glutamina parecem ser os precursores para a biosíntese de 

glutamato no cérebro (Bradford & Thomas, 1969; Shank & Aprison, 1977). A 

glicose está disponível na corrente sanguínea em grandes quantidades e como a taxa 

de degradação está aumentada na estimulação nervosa, ela é algumas vezes 

considerada como um importante precursor para a síntese de glutamato (Davidson, 

1976), via ciclo do ácido cítrico e desidrogenase glutâmica. A glutamina está 

presente no fluido cerebroespinhal e assim, extracelularmente, no cérebro em 

concentrações em tomo de 0,4 mM (Plum, 1974). Além disso, os nervos terminais 

têm quantidades significativas de glutaminase, enzima que catalisa a síntese do 

glutamato nos nervos terminais (Bradford & Ward, 1976). Trabalhos demonstram 

que a síntese e efluxo de glutamato na presença de concentrações fisiológicas de 

glutamina é 3 a 6 vezes maior, do que na presença de glicose sozinha (Anders et al., 
1979).
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A remoção rápida do glutamato da fenda sináptica por recaptação contribui 

para o término do sinal excitatório, manutenção dos níveis extracelulares de 

glutamato abaixo do que pode induzir citotoxicidade (Rosenberg ez al., 1992) e 

reciclagem do transmissor via ciclo da glutamina (Shank & Aprison, 1981). Já foi 

demonstrado um decréscimo no transporte de aspartato no doença de Alzheimer 

(Palmer et al., 1986) e uma diminuição na velocidade máxima de recaptação do 

glutamato em sinaptosomas preparados de medulas espinhais de pacientes com 

esclerose amiotrópica lateral (Rothstein et al., 1992). Tais déficits podem contribuir 

para a vulnerabilidade dos neurônios nestas doenças. Existem vários tipos de 

sistemas de transporte, que podem ser distinguidos com base na sua dependência 

iônica (Na , Cf ou Ca ), no tipo celular (neurônio ou glia) e na localização 

anatômica (mesencéfalo ou cerebelo). O transporte dependente de Na+ na glia, 

parece ser o dominante e é o mais bem caracterizado em termos de farmacologia, 

distribuição, mecanismo e biologia molecular (Chamberlin & Bridges, 1993; 

Robinson et al., 1993).

O metabolismo do glutamato é dividido, no mínimo, em dois compartimentos 

maiores, também chamados, pequeno e grande “pools” (Van den Berg & Garfinkel, 

1971; Berl, 1973). O grande pool, está preferencialmente localizado nos neurônios, 

enquanto o pequeno pool, nas células gliais. A glutamina sintetase parece existir 

primariamente nas células gliais (Martinez-Hemandez et al., 1977) e está ausente 

nos nervos terminais (Salganicoff & De Robertis, 1965), assim, a glutamina 

sintetizada na glia pode fluir para os neurônios (Benjamin & Quastel, 1972).
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3. PAPEL FISIOLÓGICO DOS RECEPTORES NMDA

3.1 CRESCIMENTO E DIFERENCIAÇÃO

A neurotransmissão no SNC é mediada principalmente pelo glutamato e 

compostos relacionados (Fonnum, 1984; Engelsen, 1986). A maioria do glutamato 

no cérebro, entretanto, está envolvida no metabolismo intermediário no neurônio e 

glia e somente uma fração do pool total de glutamato participa no sinal neuronal. 

Evidências sugerem que o glutamato tem influências trófícas na diferenciação 

neuronal e regula o desenvolvimento da citoarquitetura do neurônio. Além de 

participar na formação do circuito neuronal e na plasticidade sináptica. A adição de 

NMDA promove a sobrevivência de células granulosas cerebelares cultivadas, de 

uma maneira dose-dependente (Balazs et al.-, 1988). E a suplementação de cultura de 

células neuronais de feto de ratos com glutamato (5pM) produz maturação (Arslan 

et al., 1988). Comparado ao controle, ocorre um aumento da maturação nuclear, do 

número de mitocondrias e retículo endoplasmático, indicando um aumento na 

capacidade de síntese proteica, que pode ser interpretado como um sinal de 

maturação neuronal avançada. Além disso, são observados um aumento do número 

de sinapses e de sua eficácia (Chang & Greenough, 1984). Os efeitos do glutamato 

no crescimento de neuritos foi demonstrado por Brewer e Cotman (1989), eles 

observaram que a extensão e as ramificações dos neuritos são controladas pela 

ativação do receptor NMDA. Assim, os resultados suportam a hipótese de que o 

glutamato tem um papel importante na formação e regulação do circuito neuronal, 

por um mecanismo ainda não estabelecido.
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3.2 MEMÓRIA

Memória é a capacidade de reter e recuperar informações, um processo que 

produz alteração no nosso comportamento, permitindo que o indivíduo se situe no 

presente, considerando o passado e o futuro. Ela fornece as bases para todos os 

nossos conhecimentos, habilidade, sonhos, planos e anseios. Memória é, portanto, 

um aspecto central da existência humana. Assim, o conhecimento de sua natureza e 

bases biológicas é essencial para se entender a psiquê humana e desenvolver terapias 

relacionadas com as patologias que levam a alterações nas funções cognitivas. A 

pesquisa básica que investiga a neurobiologia da memória está centrada em dois 

objetivos. O primeiro visa à identificação de áreas cerebrais envolvidas neste 

fenômenos, bem como o papel dos sistemas cerebrais no controle do armazenamento 

dos diferentes tipos de memória. O segundo destina-se a elucidar as alterações 

celulares e bioquímicas que ocorrem entre neurônios durante a aquisição da 

informação.

Existem várias formas de aprendizagem e memória, envolvendo diferentes 

sistemas neuronais. Muitos trabalhos distinguem entre memória “declarativa”e “não 

declarativa” (ou “de procedimento”- procedural). A memória declarativa geralmente 

refere-se à memória explícita - de “o que” e está relacionada à experiências 

próprias, reconhecimento de cenas e objetos familiares. A memória não declarativa, 

de procedimento ou implícita - de “como fazer”, é a vasta maioria dos processos de 

memória em animais, mas também muitos aspectos da memória em seres humanos. 

Considera todos os seus gostos e desgostos, todos os hábitos e habilidades (p.ex. 

dirigir, nadar, andar de bicicleta) e pode incluir o fenômeno de identificação 

(priming), que pode ser definido como a habilidade de detectar ou identificar um 

estímulo como um resultado de uma exposição prévia (Thompson et al., 1988). 

Estas categorias de memória não são excludentes, quando um organismo aprende 

alguma coisa importante, vários destes sistemas de memória podem ser empregados.
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A memória não declarativa inclui o condicionamento clássico, habilidades e é 

em grande parte inconsciente. A declarativa envolve a recuperação consciente de 

eventos ou fatos ocorridos. Estes tipos de memória são processados em partes 

diferentes do cérebro mas podem ser interconvertidas. No homem a memória 

declarativa é dividida em recuperação imediata de eventos que ocorrem em curso, 

memória a curto prazo ou recente de eventos que ocorrem de segundo a horas ou 

dias antes, e memória remota de eventos do passado distante. A memória a curto 

prazo engloba o tempo durante o qual a memória de eventos em curso está sendo 

consolidada e convertida à memória remota, de longo prazo. Durante este tempo, a 

memória a curto prazo é vulnerável e sujeita a desaparecer, ao passo que as 

memórias remotas são extremamente resistentes e persistem na presença de grave 

lesão cerebral (Squire & Zola-Morgan, 1991).

Um aspecto da memória a curto prazo é a memória operacional (working 

memory), um armazenamento temporário de informação utilizado para planejar uma 

ação futura. Evidência clínica de vulnerabilidade da memória a curto prazo é a 

observação de que há com frequência perda da memória de eventos imediatamente 

antes de uma concussão cerebral (amnésia retrógrada), mas a memória retrógrada e a 

não declarativa não são afetadas. Em animais, a aquisição de resposta aprendidas, ou 

pelo menos sua recuperação, é impedida se dentro de 5 minutos após cada sessão de 

treinamento, os animais forem anestesiados ou tratados com antibióticos que inibam 

a síntese proteica. Quatro horas após a ssessões de treinamento estes tratamentos não 

têm efeito sobre a aquisição (Squire & Zola-Morgan, 1991)..

Alguns pesquisadores argumentam que o corpo estriado está envolvido na 

codificação da memória não declarativa e existem outras evidências de que o 

cerebelo também está envolvido. Pesquisa recente sobre a memória operacional 

indica o envolvimento de muitas partes diferentes do córtex cerebral. Quando os 

indivíduos são solicitados a lembrar a localização espacial de estímulos visuais, a 

varredura por PET (positron emission tomography) mostra atividade aumentada no 
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córtex occipital, parietal e frontal direitos, o hipocampo não está envolvido (Squire 
& Zola-Morgan, 1991).

Por outro lado, o processo de codificação que converte memórias a curto 

prazo em memórias a longo prazo no homem e em outros primatas envolve o 

hipocampo e as porções adjacentes entorrinal, perirrinal e para-hipocampal do 

córtex temporal médial. No homem, a destruição bilateral do hipocampo ventral ou 

processos patológicos que destroem seus neurônios em CAI causam defeitos 

acentuados na memória recente. Seres humanos com esta destruição mantêm 

intactas a memória imediata e a remota, eles não podem constituir novas memórias a 

longo prazo. As conexões do hipocampo para o diencéfalo também estão envolvidos 

com a memória. Alguns alcoólatras com lesão cerebral desenvolvem uma 

deficiência de memória recente, e a perda de memória correlaciona-se com 

alterações nos corpos mamilares, estes projetam-se para o tálamo anterior e, em 

macacos, lesões do tálamo causam perda de memória recente. Do tálamo, as fibras 

projetam-se para o córtex pré-frontal e dali para o prosencéfalo basal, deste, há uma 

projeção colinérgica para todo o neocórtex, amígdala e hipocampo, a partir do 

núcleo basal de Meynert. Enquanto o processo de decodificação para a memória a 

curto prazo envolve o hipocampo, as de longo prazo estão armazenadas no 

neocórtex (Squire & Zola-Morgan, 1991).

Talvez a primeira proposição da existência de alterações celulares subjacentes 

à formação de memórias tenha sido feita pelo psicólogo canadense Donald Hebb, no 

seu livro Organization of Behavior, publicado em 1949. Baseado nos trabalhos 

anatômicos de Lorente de Nó sobre a estrutura e as conexões entre neurônios, Hebb 

propôs que durante a situação de aprendizagem um neurônio estimula outro, de tal 

forma que a sinapse entre eles se toma mais fortalecida e isso podería produzir 

alterações estruturais. De acordo com essa idéia, o armazenamento dessa informação 

estrutural podería explicar o fenômeno da memória. Entretanto ele não tinha a 

menor idéia dos mecanismos neurais subjacentes à sua teoria.
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Em 1973, os fisiologistas Timoty Bliss e Terje Lomo demonstraram em 

neurônios localizados no hipocampo (uma estrutura intimamente relacionada aos 

processos de memória) que a estimulação elétrica de alta frequência num axônio 

pré-sináptico durante alguns segundos produz um aumento na magnitude da resposta 

pós-sináptica. O aumento pode durar algumas horas em animais anestesiados ou 

vários dias ou mesmo meses em animais acordados. Este fenômeno foi denominado 

pelos pesquisadores de potenciação de longa duração (long-term potentiation- LTP).

Do ponto de vista funcional, a LTP corresponde a um processo de facilitação 

do sistema nervoso, cujo estabelecimento depende da duração e da frequência do 

estímulo repetitivo ou numa analogia, depende do “treinamento” e portanto, de um 

processo de aprendizagem. Esses fenômenos seriam a base para a teoria 

neuropsicológica proposta por Hebb. A ativação repetitiva dos receptores NMDA 

causa LTP (long termpotentiation) (Bliss & Lomo, 1973; Brown et al., 1990). LTP 

pode ser definido como uma forma de memória ou mecanismo de memória, é 

importante no hipocampo e amígdala (Clugnert & Le Doux, 1990), ambas as 

estruturas estão envolvidas no processamento dos estágios iniciais da memória 

(consolidação) e também no córtex, onde se acredita ser o sítio de estocagem da 

memória (Izquierdo, 1989; Keller et al., 1990).

Algumas memórias tais como olfativa e espacial podem ser localizadas no 

hipocampo (Morris et al., 1986; Staubli et al., 1989). Animais e pacientes com 

ablação do hipocampo e amígdala não perdem a memória já adquirida (memória 

retrógrada) mas se tomam incapazes de reter novos conhecimentos, eles podem 

adquirir informação e retê-las por segundos ou minutos, mas não se toma uma 
memória de longa duração.
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Os receptores NMDA são importantes para a indução mas não para a 

manuntenção da LTP (Cotman et al., 1988). A ativação destes receptores leva a 

abertura de canais de cálcio, este inicia uma aumento persistente da transmissão 

sináptica por ativação de duas proteínas quinases dependentes de cálcio, a 

Ca+2/Calmodulina quinase e a proteína quinase C e uma tirosina quinase. Assim a 

manutenção da LTP envolve um aumento pré-sináptico da liberação do transmissor 

glutamato (Figura 3 e 4), via liberação de um mensageiro retrógrado, possivelmente 

óxido nítrico (NO) ou monóxido de carbono (CO), estes se difundem para o terminal 

pré-sináptico para ativar um ou mais 2° mensageiros que agem aumentando a 

liberação de glutamato e manter a LTP (Gustafison & Wigstrom, 1988, Hawkins et 

al., 1983). A infusão intracerebroventricular de antagonistas do receptor NMDA, 

AP-5 ou MK-801, prejudica a indução da LTP (Morris et al., 1986), a performance 

do aprendizado no teste do labirinto aquático (Water maze) e no teste de memória 

olfatória (Staubli et al., 1989).

Os receptores NMDA obviamente não trabalham isolados no processo de 

memória. Neurônios colinérgicos, opióides e noradrenérgicos fazem sinapse na 

amígdala (McGaugh, 1989) e neurônios colinérgicos no hipocampo (Dunnett et al., 

1990) e gabaérgicos na amígdala e hipocampo (Figura 4). Na amígdala e no 

hipocampo receptores NMDA, muscarínicos e P-adrenérgicos cooperam e 

receptores benzodiazepínicos (GABAa) trabalham contra o processo de 

consolidação da memória (Izquierdo et al., 1991).

3.2.1 Papel do sistema límbico na memória

Estudos farmacológicos e clínicos, têm mostrado que a memória explícita ou 

declarativa é processada por estruturas no lobo temporal e suas conexões. Acredita- 

se que a memória implícita ou de procedimento (procedural) seja processada pelo 

corpo estriado e/ou diencéfalo (Izquierdo, 1993c; Squire, 1987).

15



Figura 3. Modelo de indução de Long Tem Potentiation (LTP)
B Induction of LTP

Figura 3. A- Durante a transmissão sináptica normal (baixa frequência), o glutamato é liberado do terminal 
pré-sináptico e age nos receptores NMDA-R e não NMDA (Q/K-R). O Na+ e K+ fluem através dos canais 
acoplados aos receptores não NMDA, mas não através do acoplado ao NMDA devido ao bloqueio pelo Mg2+. 
B- Durante um estímulo tetânico de alta frequência, a membrana pós-sináptica é despolarizada pela ação do 
Na+ e K+ fluindo através dos canais acoplados aos receptores não NMDA. esta despolarização alivia o 
bloqueio do Mg2+ no canal-NMDA. provocando um influxo de Na+, K+ e Ca2+ através deste canal. O aumento 
do Ca2+ (via canal ou por liberação interna via ativação dos receptores metabotrópicos grupo I), ativa proteína 
quinase C, Ca2+/calmodulina quinase e tirosina quinase, o que induz a LTP. Após a indução da LTP a célula
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Figura 4. Circuito hipocampal e neurotransmissores envolvido na LTP
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Figura 4. O circuito sináptico de fatia de hipocampo de rato em que a LTP (long term potentiation) foi obtida 
está indicado na parte superior da figura, enquanto os neurotransmissores associados com estes circuitos c as 
células capazes de expressar a LTP estão mostradas na parte inferior. Cada um dos três maiores circuitos (do 
córtex entorrinal ao giro denteado, deste ao CA3 e do CA3 ao CAI) mostram LTP similares, variando a 
farmacologia com a localização e caminho envolvido O glutamato mediando os eventos sinápticos figura 
predominantemente. Segundo. Cooper et al., 1996
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Nem todas as memórias declarativas são processadas pelas mesmas estruturas 

(Cahil & McGaugh, 1990; Izquierdo & Medina, 1991; McDonald & White, 1994). 

Por exemplo, a memória da esquiva inibitória depende do hipocampo (HIP), 

amígdala (AMI) e septo mediai (SM), a memória da habituação espacial depende 

somente do HIP (Izquierdo e cols, 1992, 1993) e a memória de estímulo (susto) 

condicionado (Davis & Cassell, 1994) ou esquiva da água motivado pelo choque 

(Cahil & McGaugh, 1990) depende da AMI.

A AMI (Brioni, 1993; Izquierdo e cols, 1992) e por extensão o SM (Izquierdo 

& Medina, 1991, Izquierdo et al., 1993) (Figura 5) lida com a memória de alerta, 

ansiedade ou aversividade associada com cada evento. O SM e o HIP processa a 

memória de trabalho e a memória espacial. O HIP também processa a informação 

temporal, contextual e a memória que leva a recordação consciente em seres 

humanos (Brioni, 1993; Izquierdo, 1994; Izquierdo et al., 1993).

O córtex entorrinal (CE) está interconectado com o o HIP, AMI, e o SM por 

caminhos aferentes e eferentes mono e polisinápticos (Nieuwenhuys, 1985; Witter et 

al., 1989) e participa tanto da memória espacial, quanto do aprendizado da esquiva 

inibitória (Izquierdo, 1993; Zola-Morgan et al., 1989). O CE é a parte do cérebro 

onde lesões são mais comumente encontradas na doença de Alzheimer (Hyman e 

cols, 1990). As lesões são usadas como marcadores precoces desta doenças e elas 

aumentam em número com a piora dos achados clínicos (De Leon et al., 1993). 

Estudos usando infusões de muscimol e AP5, agonistas do receptor GABAa e 

NMDA, respectivamente, no CE mostraram que o CE registra informações 

aprendidas no momento da aquisição, mas não é essencial para aquisição (Ferreira et 

al., 1992), entretanto ele é necessário para o processo de memória 90 a 180 minutos 

depois (tempo de consolidação), momento em que ele aparentemente integra 

memórias ou componentes da memória previamente processados pelo HIP, AMI ou 

SM (Ferreira et al., 1992).
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Figura 5. Sistema límbico e suas vias aferentes e eferentes
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Figura 6. A- Vista sagital do cérebro mostrando o lobo límbico, que consiste do 
tecido cortical primitivo (área azul) que circula o tronco cerebral superior. B- Interconexões 
das estruturas profundas incluídas no sistema límbico. A direção predominante da atividade 
neural em cada trato está indicada por setas, mas a atividade no trato é tipicamente 
bidirecional, segundo Kandel e cols (1995).
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3.2.2 Farmacologia da fase inicial da memória

Morris e cols. (1986) mostraram que a administração intracerebroventricular 

de AP5, em doses que bloqueiam a LTP hipocampal em ratos, diminue o 

aprendizado de uma tarefa espacial, no modelo do labirinto aquático. Vários autores 

reportaram que a administração sistêmica de bloqueadores de canal do receptor 

NMDA impede várias formas de aprendizado (Izquierdo, 1991, 1993). Em pintos, a 

esquiva inibitória (um modelo de memória) é seguida por um aumento da ligação do 

glutamato ao receptor NMDA em estruturas envolvidas no processo de 

aprendizagem (Stewart et al., 1992). E em ratos no modelo de esquiva inibitória 

(step-down inhibitory avoidance), a infusão imediata após o treinamento, de AP5, 

muscimol ou escopolamina no hipocampo, amígdala ou septo mediai causa amnésia 

retrógrada (Izquierdo et al. 1992).

3.2.3 A Bioquímica da formação da memória e sua regulação por 

hormônios e neuromoduladores

Dados da literatura têm mostrado que a bioquímica da formação e estocagem 

da memória declarativa envolve uma cascata de eventos em áreas específicas do 

cérebro que é similar as áreas da LTP no hipocampo (Baudry & Massicotte, 1992; 

Izquierdo, 1994; Izquierdo e Medina, 1995; Maren & Baudry, 1995; Sossin, 1996). 

A cascata bioquímica da memória tem sido estudada no hipocampo em conexão com 

a esquiva inibitória (Izquierdo & Medina, 1995), muitos achados sugerem que 

ocorre no hipocampo, amígdala, septo mediai e córtex entorrinal (Izquierdo & 

Medina, 1995). O envolvimento de uma ou outra área depende da tarefa. Na esquiva 

inibitória, todas estas áreas participam de maneira coordenada ou sequencial, em 

outras tarefas, como habituação a um novo ambiente, a amígdala e/ou o septo mediai 
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não estão aparentemente envolvidos (Brioni, 1993; Izquierdo, 1994; Zanatta et al. 

1996).

A memória certamente não é formada ou consolidada somente em uma região 

(Da Cunha et al. 1992), se ela é estocada por longos períodos após aquisição em 

áreas restritas, é razão de debate e estudos intensos. O local ou locais envolvidos 

nesta estocagem varia grandemente com a natureza da informação e provavelmente 

muda com o tempo (Zanatta et al., 1996).

A cascata bioquímica envolve primeiro uma ativação dos receptores AMPA, 

em muitos casos NMDA e em alguns casos metabotrópicos, seguidos por uma 

entrada pré e pós-sináptica de cálcio, que em muitos casos ocorre através do canal 

formado pelo receptor NMDA e em outros, através do canal de cálcio dependente de 

voltagem (Izquierdo & Medina, 1995; Nicoll & Malenka, 1995; Riedel, 1996). E, 

talvez acoplado com a liberação de óxido nítrico (NO) e o fator ativador de 

plaquetas (PAF), que aumenta a liberação pré-sináptica de glutamato. Estes eventos 

são seguidos por um rápido aumento no monofosfato de guanosil cíclico (GMPc) 

pós-sináptico, um lento aumento do monofosfato de adenosil cíclico (AMPc) 

(Huang et al. 1994; Bemabeu et al. 1996), por uma ativação pré e pós-sináptica da 

proteína quinase A e C e cálcio-calmodulina quinase II (Reymann, 1993) e pela 

fosforilação de uma variedade de proteínas, incluindo as subunidades do receptor 

NMDA (Koga et al. 1996) e da transcrição do gene do fator CREB (c-AMP- 

responsive element binding protein) (Yin & Tully, 1996), entre outros. A ativação 

gênica leva a síntese proteica que é necessária para a manutenção duradoura da LTP 

e da memória (Dunn, 1980; Huang et al., 1994; Yin & Tully, 1996).

Os eventos iniciais desta cascata (ativação do receptor de glutamato) são 

bloqueados por agonistas do receptor GABAa (Brioni, 1993) e são modulados pelas 

sinapses colinérgicas muscarínicas e P-noradrenérgicas (Izquierdo et al., 1992).
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Alem disso os receptores GABAa são modulados por substâncias endógenas 

benzodiazepínicas-símile (Wolfman et al., 1991). Os eventos tardios (3 ou 6 h após 

a ativação inicial dos receptores glutamatérgicos) são modulados por mecanismos 

dopaminérgicos, primeiro descritos por Grecksch e Matthies (1982). Em particular a 

última fase, que é dependente da síntese da proteína quinase A e CREB, é modulada 

pelos receptores D]/D5, tanto no caso da LTP na região CAI hipocampal (Huang et 

al., 1994), como no processamento da memória pelo hipocampo. Estes últimos 

eventos não ocorrem se a atividade da proteína quinase é inibida (Reymann, 1993; 

Izquierdo & Medina, 1994). Inibidores de síntese proteica ou a perda de genes que 

codificam algumas formas de CREB tem um efeito “abortivo” na LTP (Huang et al., 

1994; Yin & Tully, 1996).

Além dos sistemas já mencionados, uma variedade de sistemas centrais e 

periféricos alteram a formação da memória no período pós-treino imediato: (3- 

endorfinas cerebrais e outros opióides, nicotina, serotonina, adrenocorticotropina, 

vasopressina, ocitocina, glicocorticóides, adrenalina e glicose (Izquierdo, 1989; 

Bohus, 1994; Cahil & McGaugh, 1996; Gold, 1991, 1995; Grigoryan et al., 1996; 

Izquierdo & Medina, 1996). A maioria destas substâncias são liberadas no cérebro 

ou fora dele durante muitas formas de treinamento comportamental, o que significa 

que muitas ou a maioria das formas de memória são atualmente formadas sob a sua 

influência (Zometzer, 1978; Izquierdo, 1989).

Agentes colinérgicos alteram a atividade da proteína quinase A, 

catecolaminas influenciam os níveis de AMPc e assim a atividade da proteína 

quinase A (Gold, 1995). Vasopressina e corticotropina influenciam os níveis de 

catecolaminas cerebrais (De Wied & Bohus, 1979). Vários dos processos 

modulatórios que acompanham o aprendizado e a consolidação da memória 

interagem um com outro. Assim, as P-endorfinas exercem geralmente efeitos 

amnésicos através de influências sobre sinapses P-noradrenérgicas e D2- 
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dopaminérgicas na amígdala (McGaugh, 1989), infusões intraseptais de P- 

endorfmas são também amnésicas (Bostock et al., 1988). Além disso, já foram 

descritas interações colinérgicas muscarínicas e P-noradrenérgicas na amígdala 

(Dalmaz et al., 1993; Introini-Collison et al., 1996) e no hipocampo e septo mediai 

(Izquierdo et al., 1992), relevante para a modulação da memória.

Existem fortes evidências de que a corticotropina (Gold, 1991), 

glicocorticóides (Roozendaal & McGaugh, 1996) vasopressina e ocitocina (De Wied 

& Bohus, 1979) causam seus efeitos na memória através de interações com 

mecanismos noradrenérgicos na amígdala e hipocampo. Existem receptores 

específicos para os glicocorticóides no hipocampo, amígdala e outras regiões do 

cérebro e evidências indicam que no mínimo em parte seus efeitos na memória 

podem ocorrer diretamente através destes receptores (De Kloet et al., 1991; Mcewen 

& Sapolsky, 1995; Roozental & McGaugh, 1996). Opióides e antagonistas opióides 

administrados perifericamente alteram a memória principalmente através de 

influências na amígdala (McGaugh, 1989; Izquierdo, 1989). Epinefrina periférica 

regula a glicemia e o aumento na glicose sanguínea mimetiza os efeitos facilitatórios 

da epinefrina na memória (Gold, 1995; Gold & McMarty, 1995) e aumenta a LTP 

hipocampal (Gold et al., 1984). Estudos em humanos e animais demonstram que a 

glicose sanguínea é um dos maiores fatores modulatórios nos processos de memória 

e eventos neurais relacionados (Gold, 1995; Golg & McCarty, 1995).

E provável que as mudanças pós-treino relatadas nos níveis de nucleotídios 

cíclicos (Bemabeu et al., 1996), atividade da proteína quinase (Bemabeu et al., 

1997), ligação ao receptor AMPA (Cammarota et al., 1995; Tocco et al., 1992) e 

síntese proteica (Dunn, 1980; Izquierdo et al., 1983), sejam efeitos secundários dos 

fatores modulatórios e em particular, aumentos na síntese proteica que ocorrem em 

várias regiões do cérebro após o treinamento, podem ser abolidos após 
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adrenalectomia e mimetizados por corticotropina e por adrenalina (Dunn, 1980; 

Izquierdo et al., 1983).

A relevância das influências modulatórias em cada região do cérebro 

obviamente depende do tipo de memória sendo processada. O hipocampo é um sítio 

de ação de influências modulatórias em muitos tipos de memória ou componentes de 

memória: espacial, verbal e contextual, entre outros (Bechara et al., 1995; Izquierdo 

& Medina, 1995). A amígdala (Bechara et al., 1995; Izquierdo et al., 1992; Young et 

al., 1995) e o septo mediai (Davis, 1992; Izquierdo & Medina, 1995) estão 

implicadas nos aspectos da memória emocional e aversiva. Além disso, o septo 

mediai está envolvido na memória espacial (Bostock et al., 1988; Brioni et al.., 

1990). Alguns dados sugerem que o papel principal da amígdala pode ser realmente 

modular memórias estabelecidas no hipocampo e outros locais, particularmente no 

núcleo caudato (Cahil & McGaugh, 1996; McGaugh et al., 1995). O córtex 

entorrinal e parietal parecem estar envolvidos nos processos tardios de uma 

variedade de memórias, possivelmente como integrador de dados previamente 

processados pelo hipocampo, amígdala e septo mediai (Zanatta et al., 1996). 

Hipocampo, amígdala, septo e neocórtex são conhecidos por receberem inervação 

noradrenérgica, dopaminérgica e colinérgica e cuja falência pode ser atribuída a um 

papel na gênese de distúrbios de memória relacionados a idade ou a doenças 

degenerativas do cérebro, tais como as doenças de Parkinson e Alzheimer (Winblad 

et al., 1985; Izquierdo et al., 1992).

É conhecido que a mais simples forma de aprendizagem e memória está 

situada em mais de uma estrutura. A habituação da exploração de um ambiente 

fechado requer o hipocampo e o córtex entorrinal e não a amígdala ou o septo 

(Izquierdo et al., 1992; Izquierdo & Medina, 1995). A esquiva inibitória requer as 

quatro estruturas e subsequentemente o córtex parietal posterior (Izquierdo et al., 

1992; Izquierdo & Medina, 1995; Zanatta et al., 1996), O condicionamento de piscar 

24



os olhos (eye-blinlí) é formado em um circuito que envolve principalmente o 

cerebelo (Thompson & Krupa, 1994), mas é acompanhado por mudanças na ligação 

ao receptor AMPA no hipocampo (Tocco et al., 1992) que são muito similares aos 

descritos para a esquiva inibitória (Cammarota et al., 1995) ou LTP (Tocco et al., 

1992). O susto condicionado necessita da amígdala antes do hipocampo, mas requer 

a ativação de um complexo circuito (Davis, 1992). Ele pode ser atenuado pelo 

condicionamento alimentar Pavloviano, indicando que muitos caminhos diferentes 

são usualmente empregados neste tipo de aprendizado (Schmid et al., 1995). 

Componentes separados de tarefas de aprendizado estão sendo reconhecidos e cada 

um pode requerer diferentes estruturas cerebrais e envolver diferentes mecanismos 

neurais (Grant & Silva, 1994; Izquierdo & Medina, 1995; McGaugh et al., 1995). E 

recentemente um componente espacial da tarefa do labirinto aquático, insensível ao 

AP5 foi descrito (Bannerman et al., 1995). O estudo das influências dos sistemas 

modulatórios na cadeia bioquímica de eventos durante a plasticidade cerebral e 

memória pode abrir caminho não somente para um melhor conhecimento da 

memória, mas também para o tratamento de suas desordens e de uma variedade de 

doenças cerebrais que são acompanhadas de distúrbios de cognição.

4. EXCITOTOXICIDADE

4.1 PAPEL DO CÁLCIO

A ativação de receptores do glutamato induz a elevação da concentração de 

cálcio intracelular. A ligação do glutamato a receptores NMDA resulta na abertura 

de canais de cátions permeáveis ao cálcio (Choi, 1987). Este aminoácido ao se ligar 

ao receptor AMPA induz o influxo de Na+, resultando em despolarização da 

membrana e abertura de canais de cálcio dependentes de voltagem (VDCC) na 

membrana plasmática. O glutamato ao se ligar aos receptores metabotrópicos ativam 

25



a fosfolipase C, resultando na liberação de IP3, este ativa canais de cálcio no retículo 

endoplasmático, enfim, a ativação de todos os tipos de receptores do glutamato 

contribuem para a grande elevação de [Ca'2];.

Muitos estudos mostram que o cálcio está envolvido no dano neuronal 

induzido pelo glutamato, a remoção do cálcio extracelular protege células do 

neocórtex (Choi, 1987) e hipocampais (Mattson et al., 1988) contra a 

excitotoxicidade do glutamato, demonstrando o requerimento do influxo de cálcio 

na ação do glutamato. O bloqueio dos VDCC, com nifedipina pode atenuar esta 

excitotoxicidade (Weiss et al., 1990). Também o dantrolene, um bloqueador da 

liberação de cálcio do retículo endoplasmático pode causar este efeito (Frandsen & 

Schousboe, 1991). Os caminhos pelos quais o cálcio produz este efeito não estão 

bem definidos. O cálcio ativa proteases que degradam o citoesqueleto e outras 

proteínas. A exposição de células hipocampais a aminoácidos excitatórios causa 

proteólise, mediada pela calpaína, da proteína do citoesqueleto, espectrina (Simon & 

Noszek, 1988), entretanto Manev e cols. (1991), demonstraram que inibidores de 

calpaína não conferem excitoproteção. Além disso, a ativação da óxido nítrico 

sintase pela calmodulina cálcio-dependente, com elevação de radicais livres, pode 

contribuir para o dano induzido pelo cálcio (Jesberger & Richardson, 1991; Oyama 

et al., 1993). Os neurônios possuem vários mecanismos para manter baixo a [Ca+2];. 

Na membrana plasmática existem bombas de cálcio dependentes de ATP e 

trocadores de Na /Ca que fazem a extrusão de cálcio. Um bloqueio nestes sistemas 

provoca um aumento nas concentrações de cálcio com injúria celular (Cheng & 

Mattson, 1992).

4.2 PAPEL DO GLUTAMATO NA ISQUEMIA CEREBRAL

A superestimulação do receptor do glutamato é um dos mecanismos para o 

dano neuronal que ocorre em várias condições neurológicas, incluindo isquemia 
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cerebral, trauma do SNC (Rothman & Olney, 1986; Albers & Goldberg, 1989; 

Meldrum, 1990) e doenças neurodegenerativas crônicas (Greenamyre & Young, 

1989; Albin et al., 1990; Olaitakis, 1990). Vários trabalhos demonstram esta 

hipótese. Em modelos de isquemia cerebral focal e global, os níveis de glutamato e 

aspartato aumentam massivamente durante os períodos de isquemia nas áreas 

afetadas (Benveniste et al., 1984; Hillered et al., 1989). A remoção dos aferentes 

glutamatérgicos atenuam o dano neuronal no hipocampo e núcleo estriado 

(Pulsinelli, 1985), sugerindo uma relação causai entre a excessiva liberação de 

glutamato e a morte neuronal. Entretanto, o argumento mais persuasivo em favor do 

papel do glutamato no mecanismo de patogênese da isquemia cerebral, é a 

demonstração de que o tratamento com antagonistas glutamatérgicos agindo no 

receptor NMDA e AMPA/cainato, atenua a neurodegeneração pós-isquêmica, em 

modelos de isquemia focal, em diferentes espécies (Meldrum, 1990; McCulloch & 

Iversen, 1991; Scatton et al., 1991; Smith & Meldrum, 1993).

Como consequência da interrupção focal do suprimento sanguíneo para o 

cérebro, uma variedade de eventos celulares, metabólicos e bioquímicos ocorrem. 

Como a interrupção do metabolismo oxidativo, o que leva a falência energética e 

distúrbios na homeostase iônica. Danos na recaptação neuronal e glial de glutamato 

(devido a falência energética) e aumento da liberação sináptica de glutamato (devido 

ao aumento do potássio extracelular), levando a uma superestimulação dos 

receptores glutamatérgicos, com massiça entrada de cálcio (e sódio) em níveis 

tóxicos. O influxo de sódio leva a um aumento do conteúdo de água na célula 

(edema citotóxico), o que leva ao dano celular (Choi, 1987). A entrada 

descontrolada de cálcio inicia uma cascata complexa de eventos bioquímicos 

deletérios que podem levar à morte neuronal em áreas fora do foco isquêmico (zona 

de penumbra) (Choi, 1988a). Além disso, o aumento do cálcio ativa proteases 

intracelulares (como a calpaína I e II), endonucleases, NO sintase e fosfolipase A2, 
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estas duas últimas levando à formação de espécies reativas de oxigênio, causando 

danos irreversíveis à citoarquitetura dos neurônios (Scatton, 1994).

4.2 OXIDO NÍTRICO

O óxido nítrico (NO), primeiramente identificado como fator de relaxamento 

derivado do endotélio (Moncada et al., 1989; Ignaro, 1990), é também um 

importante neurotransmissor (Gartwaite, 1991; Snyder & Bredt, 1991). O papel 

fisiológico para o NO no sistema nervoso foi estabelecido pela demonstração de que 

derivados da arginina, potentes e seletivos inibidores da óxido nítrico sintase (NOS), 

bloqueiam o relaxamento do intestino mediado pelo SNC (Ramagopal & Leighton, 

1989; Bult et al., 1990) e a estimulação da formação de GMPc no cerebelo 

(Garthwaite et al., 1989; Bredt & Snyder, 1990;). NO é formado da arginina no 

cérebro e células endoteliais pela NOS, que já foi purificada (Bredt & Snyder, 1990) 

e clonada (Bredt et al., 1991) de cérebro de ratos. Macrófagos e outras células 

sanguíneas também produzem NO, que medeia seus efeitos bactericidas e 

tumoricidas (Hibbs et al., 1987). Entretanto a NOS dos macrófagos é uma proteína 

diferente do cérebro e células endoteliais, diferindo nos requerimentos de cofatores. 

Estudos de imunocitoquímica localizaram NOS de populações seletivas de células 

neuronais, como também em neurônios na retina, medula adrenal, intestinos e fibras 

nervosas na neurohipófise (Bredt et al., 1990; Dawson et al., 1991).

Evidências indicam que o NO pode mediar a neurotoxicidade em cultura de 

neurônios e N-arginina e Me-arginina, inibidores seletivos da NOS, previnem a 

morte celular mediada por glutamato, sendo este efeito revertido pela L-arginina. 

Além disso, a geração de NO por exposição a nitroprussiato de sódio produz morte 

celular com um efeito correspondendo a habilidade do nitroprussiato de sódio de 
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estimular a formação de GMPc, um efeito que é mediado pelo NO (Dawson et al., 

1991).

Em cerebelo de ratos adultos, toda a atividade da NOS requer cálcio, 

sugerindo que existe uma contribuição neglicenciável de uma enzima macrófago- 

símile (Bredt & Snyder, 1990). Se NOS neuronal medeia a neurotoxicidade do 

glutamato é importante determinar quais neurônios possuem NOS. No córtex 

cerebral a imunorreatividade é confinada a um população discreta de neurônios, 

compreendendo 1-2% da população total de neurônios (Bredt et al., 1990; Dawson 

et al., 1991). Recentemente foi demonstrado que neurônios com atividade de NOS 

no cérebro se coram seletivamente para nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato 

(NADPH) diaforase (Snyder & Bredt, 1991; Dawson et al., 1991). Neurônios 

contendo NADPH diaforase são seletivamente resistentes a degeneração na doença 

de Huntington (Ferrante, 1985), doença de Alzheimer (Kowall & Beal, 1988), na 

injúria cerebral isquêmica (Uemura et al., 1990) e na resposta a neurotoxinas (Koh 

& Choi, 1988; Koh et al., 1986). Assim algumas características de neurônios que 

contém NOS são resistentes a várias formas de neurotoxicidade induzidas pelo 

glutamato. Se NOS neuronal provem o NO que media a neurotoxicidade do 

glutamato, então estes neurônios NOS/NADPH diaforase são sua origem. Koh e 

Choi (1988) mostraram que estes neurônios em cultura primária de células corticais 

resistem a neurotoxicidade do NMDA mas são mais susceptíveis que outros 

neurônios a toxicidade ao cainato e quisqualato. Doses baixas de quisqualato que 

matam seletivamente neurônios NOS/NADPH diaforase, reduzem a toxicidade de 

NMDA administrado subsequentemente, sugerindo que estes neurônios medeiam a 

toxicidade do NMDA em outros neurônios. O mecanismo pelo qual NO mata 

células é desconhecido. A formação de radicais livres está implicado em várias 

formas de neurotoxicidade (Choi, 1990; Meldrum & Garthwaite, 1990) e NO é um 

radical livre. NO pode também reagir com superóxido para produzir perioxinitrato, 

que é extremamente reativo (Beckman et al., 1990) e pode inibir a respiração 

mitocondrial, diminuindo a habilidade das células para suportar o estresse oxidativo.
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5. PAPEL DAS CÉLULAS NÃO NEURONAIS DURANTE O

DANO CEREBRAL

5.1 ASTRÓCITOS

Os astrócitos revestem toda a estrutura neuronal e vascular (Miller & Szigeti, 

1991). Dentre as funções normais no SNC podemos destacar, a manuntenção da 

homeostase do potássio (redistribuição para os locais de baixa concentração ou para 

o espaço vascular) (Gardner-Medwin, 1983); o metabolismo do CO2 (manutenção 

do pH extracelular nos limites normais) (Kimelberg & Bourke, 1982); a recaptação 

de vários neurotransmissores, tais como glutamato e GABA (Tang & Orkand, 

1986). Poucos segundos após a injúria podem ser observados nos astrócitos um 

jumento de volume (Kimelberg et al., 1990), após algumas horas podem-se 

abservar, aumento na expressão da GFAP (glial fibrilary acidic protein) (Lindsay, 

1986; Murray et al., 1990), expressão de proteínas do complexo de 

tistocompatibilidade maior (MHC tipo I e II) (Fontana et al., 1984; Olsson et al., 

1987; Johns et al., 1992) e finalmente, após dias se observa hipertrofia, proliferação 

3 migração dos astrócitos (Del Rio et al., 1991; Miyake et al., 1992).

5.2 MICROGLIA E MACRÓFAGOS PERIVASCULARES

Células com a capacidade de fagocitose estão presentes no SNC e esta 

capacidade é prontamente ativada no local da injúria, resultando na morte celular ou 

írocesso de degeneração celular. Além disso, o dano pode atrair macrófagos do 

sangue. O termo “microglia ramificada” é aplicado aos macrófagos com uma forma 

característica no parênquima cerebral. Estudos sugerem que estas células derivam de 

nacrófagos do sangue (Ling & Wong, 1993), assim a microglia seria somente um 

componente da população de macrófagos cerebrais, com uma população de 
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macrófagos perivasculares separados do parênquima pela lâmina basal (derivados 

dos monócitos do sangue), servindo como células apresentadoras de antígenos e 

interagindo com o sistema imune (Lassmann et al., 1993).

Os macrófagos fagocitam os fragmentos celulares que se formam, as 

microglias ativadas podem liberar citocinas, tais como, interleucina-1, que podem 

agir nas células endoteliais aumentando a adesão destas aos macrófagos e leucócitos 

(Pober & Cotran, 1990). Alem disso, os macrófagos podem matar células normais 

(Giulian et al., 1993) e também lisar oligodendrócitos aparentemente por gerar 

radicais livres e induzir a peroxidação lipídica (Merril & Zimmerman, 1991).

5.3 CÉLULAS ENDOTELIAIS

O papel das células vasculares endoteliais na barreira hematoencefálica é bem 

estabelecido. Sabe-se que as junções fechadas (tight junctions) entre as células 

endoteliais formam uma barreira aos movimentos de íons e solutos no espaço 

extracelular do sangue para o cérebro e do cérebro para o sangue (Brightman & 

Reese, 1969). O sistema de transporte mediado por carreador forma a base do 

movimento seletivo de açúcares e aminoácidos do sangue para o cérebro. As células 

endoteliais cerebrais contribuem para a formação do fluido extracelular, possuindo 

também a capacidade de alterar a permeabilidade vascular (Betz & Goldstein, 1986). 

A permeabilidade destas células no cérebro pode ser influenciada pela interação com 

astrócitos (Stewart & Wiley, 1981). Além disso, um meio condicionado de cultura 

de astrócitos na presença de um indutor de AMPc irá suportar a formação de junções 

fechadas por células endoteliais cerebrais em cultura. Um dos aspectos da resposta 

dos astrócitos ao dano em cérebro de adultos pode ser devido à recuperação da 

permeabilidade da barreira hematoencefálica características das células endoteliais. 

A interação dos astrócitos com as células endoteliais pode envolver fatores 

específicos. Asssim, células endoteliais podem liberar PDGF (fator de crescimento 
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derivado das plaquetas), que parecem agir nos astrócitos e não nas células 

endoteliais (Heldin et al., 1981).

Nos tecidos periféricos, as células endoteliais são componentes da resposta 

inflamatória, a expressão de proteínas específicas associadas à membrana, como 

moléculas de adesão podem estar envolvida na penetração no cérebro de células do 

sistema imune e macrófagos durante o processo de desmielinização (Yednock et al., 

1992) ou durante à injúria, em extensão, esta mudança na adesão das células 

endoteliais podem induzir a liberação de citocinas pela microglia (Pober & Cotran, 

1990).

6. ESTRATÉGIAS TERAPÊUTICAS CONTRA A 

EXCITOTOXICIDADE

Os neurônios que possuem receptores para o glutamato apresentam 

receptores para outros neurotransmissores como também para fatores neurotróficos, 

citocinas e outros neuromoduladores. Estudos em cultura de células neuronais 

demonstram que estes neuromoduladores podem influenciar a excitotoxicidade 

induzida pelo glutamato. Por exemplo, acetilcolina agindo em receptores M] 

potência a excitotoxicidade em neurônios hipocampais de rato (Mattson, 1989) e a 

escopolamina, um antagonista muscarínico atenua o dano neuronal e déficits 

comportamentais induzidos por isquemia cerebral (Jenkins et al., 1988). De fato, 

Buchon e Pulsinelli (1990) demonstraram que o bloqueio dos impulsos colinérgicos 

para o hipocampo protegem neurônios da região CAI do dano isquêmico.

A ativação do receptor do GABA (por GABA e diazepam) protege os 

neurônios hipocampais da excitotoxicidade (Mattson & Kater, 1989). Muitos fatores 

neurotróficos mostram atividade excitoprotetora, tais como, fator de crescimento 

derivado do fibrobrasto e fator de crescimento derivado do nervo (Mattson & 

Scheff, 1994). Também já está demonstrado que a proteína precursora P-amilóide 
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(P-APP) pode proteger neurônios hipocampais da excitotoxicidade e isquemia 

cerebral (Mattson, 1994; Smith-Swintosky et al., 1994).

Várias drogas já têm demonstrado eficácia em proteger cultura de células 

neuronais contia a excitotoxicidade. Entre elas, os antagonistas de receptores do 

glutamato, como o APV (D-2-amino-5-fosfonovalerato) (Mattson et al., 1993), 

felbamato (Lipton, 1993), MK-801 (dizocilpina) (Weller et al., 1993) e os 

antagonistas colinérgicos que apresentam ação excitoprotetora in vitro (Mattson, 

1989) e in vivo (Olney et al., 1991). Alem destas, agonistas gabaérgicos, como 

diazepam (Mattson & Kater, 1989; Olney et al., 1991), antidepressivos tricíclicos 

como a amitriptilina (McCarlin et al., 1992), anticonvulsivantes como a fenitoína, 

carbamazepina (Mark et al., 1994; Taft et al., 1989) também apresentam esta ação.

Os metabólitos do ácido araquidônico podem desempenhar um papel na 

excitotoxicidade, como também nas respostas fisiológicas ao glutamato. Massicotte 

e cols (1990) mostraram que o inibidor de fosfolipase A2, brometo de bromofenacil 

reduz a LTP no hipocampo. Foi demonstrado também, que o ácido nordi- 

hidroguaiarético, um outro inibidor de fosfolipase A2 e lipoxigenase, têm a 

capacidade de proteger culturas de células hipocampais contra a excitotoxicidade 

pelo glutamato.

O potencial terapêutico contra danos isquêmicos/excitotóxicos de drogas que 

afetam os níveis de nucleotídeos cíclicos, ainda não foi estudado profundamente in 

vivo. Estudos demonstram que os nucleotídeos cíclicos (formados como segundos 

mensageiros) são excitoprotetores. Em culturas de células hipocampais agentes que 

elevam o AMPC (ex: foscolina), protegem neurônios contra a toxicidade pelo 

glutamato (Mattson & Kater, 1988), além disso Garthwaite e Garthwaite (1988), 

mostraram que o GMPC pode ser excitoprotetor. Já foi demonstrado que o glutamato 

estimula a produção de GMPC, via ativação da cálcio-calmodulina e da óxido nítrico 
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sintase. Talvez a ativação do sistema GMPC seja um mecanismo para prevenir a 

elevação sustentada do [Ca ];. Fatores neuroprotetores endógenos podem utilizar o 

sistema GMPC, por exemplo, um precursor da proteína P-amilóide, protege 

neurônios hipocampais contra danos excitotóxicos, por um mecansimo que 

aparentemente envolve a supressão do influxo de cálcio mediado pelo GMPC 

(Mattson et al., 1993; Barger et al., 1995). Agentes que podem ser efetivos contra 

danos isquêmicos incluem análogos dos nucleotídeos cíclicos, como dibutiril-AMPc 

ou 8-bromo-GMPc, ativadores da adenililciclase como, forscolina e inibidores de 

fosfodiesterase como os derivados da isobutil-metilxantinas. Estes últimos estão 

sendo estudados como agentes terapêuticos em várias condições patológicas nas 

quais as células não neuronais são afetadas (Murray & England, 1992) e podem ser 

usados como agentes excitoprotetores.

7. METILXANTINAS

As metilxantinas, entre elas a cafeína e teofilina (Figura 6), exercem uma 

variedade de ações farmacológicas centrais e periféricas. Elas têm efeitos 

antiasmáticos, causam relaxamento dos músculos lisos, são estimulantes do SNC e 

músculos cardíacos e têm ações diuréticas (Amaud, 1987; Rali, 1990). Após o 

descobrimento do sistema AMPc (aproximadamente em 1960) e a observação de 

que as metilxantinas podem inibir a atividade da fosfodiesterase e elevar os níveis de 

AMPc na célula, particularmente após a estimulação por hormônios ou 

neurotransmissores; as diversas ações das metilxantinas foram entendidas em termos 

da inibição da fosfodiesterase (Richie, 1975). Esta hipótese foi atrativa devido a 

ubiquidade do AMPc e das fosfodiesterases o que explicaria porque as metilxantinas 

afetam diferentes tecidos. Entretanto estas ações requerem concentrações de 0,1 a 

1,0 mM e doses terapêuticas ou a ingestão de cafeína e teofilina em infusões os 

níveis plasmáticos são geralmente de 10 a 50 pM.
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Figura 6. Estrutura química das metilxantinas
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As metilxantinas agem como antagonistas dos receptores da adenosina em 

doses de 10 a 100 pM e o antagonismo de várias ações da adenosina são 

consideradas como o mecanismo pelo qual as metilxantinas exercem suas ações 

(Fredholm, 1980; Phillis & Wu, 1981; Daly, 1982; Rali, 1982). Este mecanismo 

parece estar implicado nas ações da cafeína e teofílina em humanos (Biaggioni et 

al., 1991). Outras ações, tais como a inibição da fosfodiesterase e a mobilização de 

cálcio, apresentam uma menor probabilidade de contribuição para as ações 

farmacológicas da cafeína, em vista das altas doses requindas para produzir estes 

efeitos. Entretanto estas ações podem contribuir para a farmacologia da cafeína em 

certos locais quando a via de administração proporciona altas concentrações da 

droga. Alternativamente, tais ações podem contribuir para os efeitos tóxicos destes 

agentes.
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7.1 AÇÕES DAS METILXANTINAS

7.1.1 Antagonismo de receptor da adenosina
Os receptores purinérgicos são classificados como nucleosídios (Pl) ou 

nucleotídios (P2) (Bumstock, 1978). Os receptores da adenosina (Pl) são 

classificados como Al, A2A, A2B e A3. A classificação original foi baseada no seu 

efeito no sistema adenililciclase: doses baixas de adenosina inibem a adenililciclase 

e diminuem os níveis de AMPc via receptor Aj e altas doses tem efeitos opostos via 

receptor A2 (Londos & Wolff, 1977; van Calker et al., 1979; Fredholm, 1994). As 

metilxantinas agem como antagonistas competitivos dos receptores da adenosina e o 

antagonismo de várias ações da adenosina é considerado como sendo um dos 

principais mecanismos pelos quais a cafeína e a teofilina exercem suas ações 

(Fredholm, 1980; Daly, 1982; Biaggioni et al., 1991). O antagonismo da cafeína é 

observado em concentrações que variam de 10 a 100 pM, com pouca seletividade 

para os receptores Al ou A2 (Bruns et al., 1986). Numa faixa de concentração de 10 

a 300 pM a cafeína e a teofilina bloqueiam os efeitos de agonistas da adenosina nos 

receptores Al e A2 pré e pós-sinápticos no sistema nervoso central e periférico 

(Ribeiro, 1991). O receptor do tipo A3 é sensível à concentrações similares de 

metilxantinas (Ribeiro & Sebastião, 1986).

7.1.2 Inibição da fosfodiesterase
As metilxantinas são conhecidas há muito tempo pela sua capacidade de 

inibir a atividade da fosfodiesterase (Sutherland & Rali, 1958; Butcher & 

Sutherland, 1962) Múltiplas formas de fosfodiesterase existem, diferindo na sua 

especificidade pelo substrato (AMPc ou GMPc), localização subcelular (solúvel ou 

ligado à membrana) e sensibilidade à Ca2+/calmodulina (Weishaar et al., 1985; 

Nicholson et al., 1991a). Estas formas foram recentemente classificadas em cinco 

subfamílias (Beavo & Reifsnyder, 1990; Nicholson et al., 1991a).
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Embora formas diferentes de fosfodiesterase possam ser inibidas 

diferentemente por vários agentes (Weishaar et al., 1985; Nicholson et al., 1991), 

cafeína e teofdina inibem as formas de fosfodiesterase de tecido cerebral, 

dependente e independente de cálcio e solúvel e ligada a membrana, com 

concentrações que produzem 50% de inibição entre 0,48 a 0,75 mM para cafeína e 

0,35 a 1,00 mM para teofdina (Smellie et al., 1979; Choi et al.., 1988). A inibição 

da fosfodiesterase pela cafeína geralmente requer concentrações de 0,1 a 1,0 mM, 

que tipicamente excede as concentrações observadas no sangue após uma dose oral. 

Entretanto, uma quantidade limitada de inibição da fosfodiesterase pode ocorrer em 

concentrações de 50 pM de teofilina e foi notado que efeitos lipolíticos ocorrem em 

concentrações de derivados de xantinas que produzem inibições menores do que 

20% da atividade da fosfodiesterase (Beavo et al., 1970). Assim, alguma precaução 

é requerida quando se considerar que as metilxantinas exercem seus efeitos 

simplesmente como antagonistas do receptor da adenosina (Daly, 1982).

7.1.3 Cálcio
Os efeitos da cafeína nos movimentos do cálcio na célula foram 

primeiramente estudados em músculos esqueléticos. Em preparações in vitro, 

cafeína em altas concentrações produz uma contração sustentada dos músculos 

esqueléticos (Bianchi, 1968; Lüttgau & Oetliker, 1968). Este efeito resulta de um 

aumento da disponibilidade intracelular de cálcio, pois a cafeína inibe a recaptação 

de cálcio dependente de ATP para o retículo sarcoplasmático e o cálcio liberado se 

acumula (Weber & Herz, 1968; Su & Hasselbach, 1984; Chapman & Tunstall, 

1988). Esta ação ocorre via ação em canais de cálcio no retículo sarcoplasmático 

(Pessah et al., 1987). A inibição da recaptação e a liberação de Ca+2, ocorrem em 

faixas de concentração de 1 a 25 mM. A cafeína parece produzir efeitos similares 

nos neurônios, assim a cafeína (5 a 15 mM) reduz a recaptação de cálcio em 

vesículas microssomais cerebrais (Trotta & Freire, 1980). Em neurônios intactos, a 

37



cafeína (lOmM) aumenta [Ca 2]j por causar a liberação deste cátion dos sítios 

intracelulares localizados nas células ganglionares da raiz dorsal (Neering & Mc 

Bumey, 1984; Thayer et al., 1988b) e em neurônios simpáticos (Lipscombe et al., 

1988).

O estoque de cálcio em neurônios que respondem à cafeína difere dos que 

respondem ao trifosfato de inositol e é susceptível ao bloqueio pela rianodina 

(Thayer et al., 1988a,b; Martinez-Serrano & Satrustegui, 1989). Assim, está claro 

que a cafeína pode alterar a disponibilidade de cálcio no corpo celular e porções 

terminais de neurônios, mas não está claro em que extensão esta ação contribue para 

a farmacologia da cafeína após administração sistêmica em vista das doses 

requeridas para a produção destes efeitos.

7.1.4 Outras interações farmacológicas das metilxantinas

7.1.4.1 Receptores benzodiazepínicos/receptores subtipo GABAa

Certos efeitos centrais da cafeína são devidos a uma interação com os 

receptores benzodiazepínicos (Marangos et al., 1979a). As metilxantinas inibem 

competitivamente a ligação dos benzodiazepínicos (Marangos et al., 1979b; 

Boulerger et al., 1982; Weir & Hruska, 1983) e aumentam o número de sítios de 

ligação dos benzodiazepínicos (Kaplan et al., 1989). É sabido que a cafeína 

antagoniza vários efeitos centrais do diazepam (Pole et al., 1981). Entretanto as 

doses de cafeína requeridas para inibir a ligação dos benzodiazepínicos são altas (0,1 

a 2,0 mM), as concentrações que produzem 50% de inibição variam entre 400 a 

800pM e algumas investigações não observaram alterações nesta ligação (Lopez et 

al., 1989). Existe uma possibilidade de que o antagonismo observado seja devido a 

um efeito oposto, do ponto de vista fisiológico (Roache & Griffiths, 1987). Outras 

observações indicam que a cafeína pode interagir com o receptor GABAa, que é 
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acoplado ao canal de cloro. A cafeína diminue a entrada de cloro estimulada pelo 

muscimol (Lopez et al., 1989), sugerindo um impedimento no acoplamento 

receptor-canal.

7.1.4.2 Interação com a adrenalina

A cafeína e a teofilina potenciam as respostas da noradrenalina no sistema 

vascular in vitro por inibir a recaptação extraneuronal e o metabolismo desta 

monoamina, pela catecol-O-metiltransferase (Kalsner, 1971; Kalsner et al., 1975). 

Esta ação ocorre em concentrações de aproximadamente 150 pM e pode contribuir 

para os efeitos das metilxantinas no sistema vascular.

7.1.4.3 Metabólitos do ácido araquidônico

A cafeína apresenta ações antiinflamatórias e em baixas doses potência a ação 

antiinflamatória de vários inibidores da cicloxigenase (Vinegar et al., 1976; Seegers 

et al., 1981). Entretanto a cafeína não inibe a síntese das prostaglandinas por si 

mesma, nem aumenta a inibição induzida pela aspirina (Vinegar et al., 1976). Em 

coração isolado perfundido de rato, adenosina aumenta a produção de prostaciclina 

por um mecanismo sensível à metilxantina (Ciabattoni & Wennmalm, 1985; 

Karwatowska-Prokopczuc et al., 1988). Entretanto, este pode não necessariamente 

refletir um acoplamento direto do receptor da adenosina com o sistema de 

transdução de sinal do ácido araquidônico, porque o aumento nos níveis de 

prostaciclina podem ser secundários às mudanças no fluxo sanguíneo induzido pela 

adenosina. Também a 3-isobutil-1-metilxantina, que como a cafeína, é um inibidor 

de fosfodiesterase (Smellie et al., 1979; Davis, 1984) e antagonista do receptor da 

adenosina (Daly et al., 1981), pode inibir diretamente a atividade da fosfolipase A e 
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a liberação de ácido araquidônico, como também, a atividade da cicloxigenase em 

concentrações variando entre 0,5 a lmM (Whorton et al., 1985).

8. PENTOXIFÍLINA (Trental ®)

8.1 Descrição
A pentoxifílina é um derivado da xantina tri-substituído (Figura 7), designado 

quimicamente como l-(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina que diferente da teofilina, é 

um agente hemorreológico, isto é, um agente que afeta a viscosidade sanguínea. A 

pentoxifílina é solúvel em água e etanol e pouco solúvel em tolueno (Windholz & 

Budavari, 1983).

Figura 7. Estrutura química da Pentoxilina

8.2 Modo de ação

A pentoxifílina e seus metabólitos melhoram o fluxo sanguíneo por diminuir 

a viscosidade do sangue. Em pacientes com doença arterial periférica crônica, a 

droga aumenta o fluxo sanguíneo por afetar a microcirculação e aumentar a
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oxigenação tecidual. O modo de ação preciso e a sequência de eventos que levam à 

esta melhora ainda estão por ser definidos.

A pentoxifilina inibe a agregação leucocitária e sua ativação, melhora a taxa 

de deformação eritrocitária e altera a curva de dissociação do oxigênio melhorando a 

liberação do oxigênio tecidual (Ward & Clissold, 1987).

Seu principal mecanismo de ação parece estar relacionado a uma melhora 

geral das características hemorreológicas, tais como a deformidade eritrocitária, a 

agregação plaquetária e a concentração plasmática de fibrinogênio (Muller, 1979, 

1981; Schmid-Schõnbein et al., 1976; Hammerschmidt et al., 1988). Também já 

está demonstrado que a droga intensifica a deformabilidade dos leucócitos, inibe a 

adesão dos neutrófilos e sua consequente ativação. A oxigenação tecidual é 

significativamente aumentada por doses terapêuticas de pentoxifilina em pacientes 

com doença arterial periférica.

8.3 Efeitos hemorreológicos da Pentoxifilina

Várias propriedades hemorreológicas da pentoxifilina já foram demonstrados. 

Efeitos favoráveis na interação entre granulócitos, plaquetas, eritrócitos e endotélio 

contribuem para a passagem de sangue através da microcirculação e aumentam a 

oxigenação tecidual em áreas isquemicas (Ehrly & Saeger-Lorenz, 1987). A 

pentoxifilina aumenta a deformabilidade (filtrabilidade) dos eritrócitos (Angelkort et 

al., 1989; Ambrus et al., 1990), neutrófilos (Weiss et al., 1994) e monócitos 

(Dormandy et al., 1989); diminui a agregação eritrocitária (Perego et al., 1986) e 

plaquetária (Ambrus et al., 1990; Muggeo et al., 1983) e dimunue o nível plasmático 

de fibrinogênio (Soria et al., 1989). Além disso, a pentoxifilina diminue os efeitos 

da ativação neutrofílica, tais como, liberação de radicais superóxidos (Ciuffetti et 

al., 1994), adesividade e agregação neutrofílica, liberação de elastase e os níveis de 

citocinas inflamatórias (Fossat et al., 1995) .
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Outros estudos têm demonstrado que a pentoxifílina diminue a adesividade 

dos polimorfonucleares às células endoteliais (Hou et al., 1995; Franzini et al., 

1995), aumenta a quimiotaxia (Mandell, 1995) inibe a síntese de TNF-a (Bemard et 

al., 1995) e a produção de interleucina-1 pelos monócitos e macrófagos em resposta 

à inflamação (Mandell, 1995). Os efeitos da droga nos eritrócitos e neutrófílos são 

atribuídos, pelo menos em parte, à inibição da fosfodiesterase e consequentemente 

ao aumento do AMPc (Samlaska & Winfield, 1994), que desempenha papel 

importante no controle da ativação e proliferação de monócitos/macrófagos e 

linfócitos T e B (Bienvenu et al., 1995) e na redução da agregação plaquetária, 

formação de radicais de oxigênio e formação de TNF-a (Endres et al., 1991).

Foi também demonstrado que a pentoxifílina influencia os níveis de 

nucleotídios cíclicos. In vitro, a adição de pentoxifílina aumenta os níveis de ATP 

nas hemácias de pacientes com arterosclerose (Porsche & Stefanovich, 1978), outros 

autores observaram um aumento nos níveis de GMPc (Fjodorov et al., 1978). 

Também foi demonstrado uma inibição da fosforilação da proteína quinase AMPc- 

independente, mas não da AMPc-dependente (Lecomte & Boivin, 1981).

Além disso, a pentoxifílina não tem efeito nos movimentos de cálcio, Ca2 - 

Mg -ATPase, influxo de sódio, permeabilidade do potássio cálcio-sensível, trocas 

de cloro ou permeabilidade à glicose em hemácias (Giraud & Claret, 1981; 

Johnsson, 1979; Motais, 1981). A administração oral e parenteral de pentoxifílina 

em pacientes com doença vascular periférica levou a um decréscimo nos níveis de 

fibrinogênio (Di Perri et al., 1984). Estudos em plaquetas humanas e bovinas 

mostraram que a pentoxifílina aumenta os níveis de AMPc e inibe a fosfodiesterase 

ligada à membrana. Esta mudanças ativam uma proteína quinase que catalisa a 

fosforilação de proteínas de membrana pelo ATP, resultando em inibição da 

agregação plaquetária (Stefanovich, 1978). Além disso, estudos ex vivo em humanos 

demonstraram redução na agregação plaquetária induzida por ADP, serotonina e
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Poggesi et al., 1985; Pilla et al, 1983). Pentoxifílina também apresentou 

estimulatono da síntese e liberaçao de prostaciclina e efeito redutor na 

tromboxano (Poggesi et at., 1985) (Figura 8).

f igui a <j». Ação da pentoxifílina na síntese de prostaciclina e tromboxano
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8.4 Efeitos cardiovasculares

A pentoxifilina produziu uma redução dose-dependente na pressão sanguínea 

e uma taquicardia moderada, quando administrada intravenosamente em cães 

anestesiados e relaxamento do músculo liso por aumentar os níveis de AMPc 

(Kamphusis et al., 1994). A administração intra-arterial produziu efeitos 

cronotrópicos e inotrópicos positivos (Watanabe et al., 1982), enquanto a 

administração intravenosa de pentoxifilina 3, 6 ou 9 mg/kg em cães acordados, não 

produziu efeitos hemodinâmicos (Schreiber et al., 1983). Efeitos benéficos da 

pentoxifilina foram observado por Kobaladze e Gibradze (1979) em modelo de 

isquemia miocárdica em cães. A administração oral de pentoxifilina melhorou o 

fluxo sanguíneo nos membros inferiores de pacientes com doença arterial obstrutiva 

periférica (Di Pierri et al., 1984) incluindo aqueles com aterosclerose diabética 

(Schweiger & Ortmeier, 1989).

8.5 Efeitos da Pentoxifilina no SNC

Já está demonstrado que a hiperviscosidade sanguínea, a redução da 

deformidade eritrocitária, o aumento da agregabilidade plaquetária e nos níveis de 

fibrinogênio, podem ser correlacionados com doenças cerebrovasculares (Fukuda et 

al., 1978; Müller & Lahrach, 1981). Tanto a administração intravenosa de 

pentoxifilina (400 mg), quanto o tratamento oral (1200 mg/d) resultaram em um 

aumento no fluxo sanguíneo cerebral, medido pelo clearence de Xe133, em pacientes 

com doença cerebrovascular crônica (Passero et al., 1981; Hartmann, 1983). Em 

experimentos de isquemia produzida em cães, a pentoxifilina aumentou o fluxo 

sanguíneo cerebral em regiões isquêmicas, sem causar vasodilatação significante 

(Tanaka et al., 1980).
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Estudo do efeito da pentoxifílina no metabolismo cerebral em cobaias 

mostrou um aumento no consumo de oxigênio e utilização de glicose (Cohen eí al., 

1979). Em ratos normais e anóxicos, a pentoxifílina aumentou as concentrações de 

adenina nucleotídio (Porsche & Stefanovich, 1979) e inibiu os níveis de 

fosfodiesterase dependente de AMPc (Havashi & Ozawa, 1974). Em cobaias com 

isquemia cerebral produzida por oclusão da carótida, o tratamento oral com 

pentoxifílina preveniu alterações na concentração de ATP e fosfocreatina e um 

decréscimo na mortalidade de ratos (Bluhm et al., 1985). Estudo de ultraestrutura 

em fatias de córtex cerebral de cobaios com isquemia cerebral demonstrou um 

aumento significante no tamanho das mitocôndrias dos neurônios após tratamento 

com pentoxifílina. Foi também observado um aumento no consumo de oxigênio e na 

utilização de glicose (Hartmann et al., 1977). No mesmo estudo a pentoxifílina 

normalizou o balanço de sódio, potássio e água, provavelmente devido a 

estabilização da função da membrana celular, do tecido cerebral (Micic et al., 1981).

A administração intraperitoneal de pentoxifílina em ratos diminuiu o número 

de sítios de receptores a- e 0-adrenérgicos no córtex cerebral e de P-adrenérgicos no 

hipotálamo e glândula pineal, sugerindo que a droga pode causar depressão 

adrenérgica aguda no cérebro (Lowenstein et al., 1982). Também foi observado um 

aumento nos níveis de aminas neurotransmissoras no SNC, possivelmente causado 

pela facilitação do transporte de 5-hidroxitriptófano nos neurônios (Kitatani et al., 

1985) ou pelo aumento da taxa de hidroxilação do triptofano e tirosina, turnover de 

noradrenalina e liberação de dopamina (Cardinali, 1978) produzidos pela droga.

8.6 Efeitos gerais

Diferente de outras metilxantinas, experimentos in vivo usando gatos e 

roedores revelaram que a pentoxifílina tem poucos efeitos no sistema nervoso 

central e autonômico, músculo liso não vascular ou trato urinário (Sakaguchi & 
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Hayashi, 1978). Entretanto, o broncoespasmo induzido em animais, foi inibido pela 

pentoxifilina (Boksay & Bollmann, 1971) e em homens, a injeção intravenosa de 

pentoxifilina mostrou efeitos broncoespasmolíticos em pacientes com bronquite 
obstrutiva crônica (Noite, 1971).

Já está demonstrado que as metilxantinas (teofilina e pentoxifilina) induzem 

mudanças hemodinâmicas em nefropatias associadas a drogas (Heidemann et al., 

1983, 1989). Estes compostos são antagonistas dos receptores da adenosina e 

melhoram a função renal na insuficiência renal aguda induzida por glicerol, cloreto 

de mercúrio, cisplatina, anfotericina B e ciclosporina (Brunner et al., 1989; Vadiei et 

al., 1989; Luke et al., 1989; Wasan et al., 1990). Os efeitos diuréticos e 

vasodilatadores da teofilina podem explicar, em parte, a melhora da insuficiência 

renal aguda (Bakris & Bumett 1985; Bidiani et al., 1987; Rob et al., 1989; Hendeles 

& Weinberger 1983). Estes achados sugerem que a pentoxifilina pode ser um 

descongestionante vascular após episódios isquêmicos.

A pentoxifilina tem sido usada no tratamento da claudicação intermitente 

(Rao et al., 1990; Thomson et al., 1990). Compostos deste tipo, ganharam interesse 

como modulador da inflamação (Tuckey et al., 1992). Vários autores têm 

demonstrado que a pentoxifilina protege animais de exposição letal a 

lipopolissacarídios (Schonharting & Schade, 1989; Fechter et al., 1992), melhora a 

sobrevivência de camundongos com malária cerebral (Kremsner et al., 1991) e 

protege os pulmões contra a injúria durante sepsis (Ishizaka et al., 1988). Além disso 

já está demonstrado que a pentoxifilina inibe a expressão do RNA mensageiro do 

fator de necrose tumoral- alfa (TNF-a) e interleucina-ip (Strieter et al., 1988) e de 

uma maneira dose-dependente reduz a produção de TNF-P e TNF-J3 RN Am por 

células mononucleares estimuladas por LPS (Rieneck et al., 1993). Foi também 

demonstrado (Kiumars et al., (1996), que a pentoxifilina inibe a liberação de óxido 

nítrico de células renais induzidas por LPS e reduz a citotoxicidade.
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8.7 Farmacocinética

Após a administração oral de uma solução aquosa, a pentoxifílina é quase 

totalmente absorvida. Ela sofre o efeito de primeira passagem pelo fígado e vários 

de seus metabólitos aparecem no plasma muito rapidamente. Em seres humanos, a 

pentoxifílina é primeiramente metabolizada por redução (possivelmente por aldo- 

ceto redutase) para formar metabólitos farmacologicamente ativos- metabólito 1 e 

por oxidação para formar outros metabólitos especialmente 4 e 5 (Figura 9). O pico 

plasmático do composto e de seus metabólitos são alcançados dentro de 1 hora. Do 

ponto de vista quantitativo, os metabólitos mais importantes são, Metabólito I- l-[5- 

hidroxihexil]-3,7-dimetilxantina e Metabólito V- l-[3-carboxipropil]-3,7- 

dimetilxantina e os níveis plasmáticos destes metabólitos são 5 a 8 vezes maiores, 

respectivamente, que os níveis de pentoxifílina (Beermann et al., 1985; Ward & 

Clissold, 1987).

Após a administração oral de soluções contendo 100 a 400 mg de 

pentoxifílina, a farmacocinética do composto e do Metabólito I são dose- 

relacionadas e não proporcional (não linear), com meia vida e área sob a curva 

(AUC) aumentando com a dose. A cinética de eliminação do Metabólito V não é 

dose-dependente. A aparente meia vida plasmática da pentoxifílina varia de 0,4 a 0,8 

horas e a de seus metabólitos de 1 a 1,6 horas (Beermann et al., 1985; Smith et al.., 

1986). Não existe evidência de acumulação ou indução enzimática (citocromo p450) 

após múltiplas doses. A excreção é quase totalmente urinária, o principal produto é o 

Metabólito V. De um modo geral, não se encontra a pentoxifílina na urina. Menos 

de 4% é encontrada nas fezes. A administração de alimentos atrasa a absorção de 

uma formulação de liberação imediata, mas não afeta a absorção total (Wills et al.,
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Figura 9. Farmacocinética da Pentoxifílina

1981). Foi demonstrado que indivíduos com insuficiência renal têm um decréscimo 

no clearence de pentoxifílina (Schaefer et al., 1979) e a taxa de eliminação diminue 

em pacientes idosos (60-68 anos) comparados com jovens (22-30 anos). Após a 

administração de uma formulação de liberação prolongada de 400 mg, os níveis 

plasmáticos do composto e de seus metabólitos alcançam seu máximo dentro de 2 a 

4 horas e permanecem constantes por um grande período de tempo.Um volume de 

distribuição de 168 L foi calculado para a pentoxifílina após a administração 

intravenosa, em voluntários saudáveis Em ratos e cães, a concentração de 

pentoxifílina foi igual no cérebro, coração, fígado, pulmões, rins e músculos 
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esqueléticos, mostrando distribuição e tempo de administração similares (Sakaguchi 

& Hayashi, 1978). Como outras metilxantinas, a pentoxifílina é encontrada no leite 

materno, 2 horas após a sua administração (Witter & Smith, 1985).

8.8 Indicações e usos

A pentoxifílina é indicada para o tratamento de pacientes com claudicação 

intermitente com base na doença oclusiva arterial crônica das extremidades (Porter 

et al., 1982; Reich & Gillings, 1987; Lindgarde et al., 1989; Rao et al., 1990; 

Thomson et al.., 1990). A pentoxifílina pode melhorar a função e os sintomas mas 

não substitue a terapia definitiva, tal como, cirurgia de bypass ou a remoção da 

obstrução arterial quando se trata de uma doença vascular periférica.

Vários estudos piloto foram realizados utilizando a pentoxifílina no 

tratamento da isquemia. Farrajota e cols. (1989), estudando 22 pacientes diabéticos 

mostraram que a pentoxifílina melhora os sintomas de isquemia em 82% dos 

pacientes no estágio III e 20% dos pacientes no estágio IV (classificação de 

Fontaine) e uma melhora na dor destes pacientes na primeira semana de tratamento. 

Outro estudo feito por Antignani e cols. (1987), mostrou que pacientes com doença 

vascular periférica que foram submetidos a um tratamento com pentoxifílina (800 

mg via oral e 300 mg por via intravenosa, 2 vezes ao dia), apresentaram diminuição 

na intensidade da dor em 78% dos pacientes no estágio III e melhora das lesões 

trófícas em 47% dos pacientes no estágio IV. No estudo feito por Harwart (1979), 

uma grande variedade de sintomas de origem cerebral e periférica, tais como, dor de 

cabeça, insônia, perda de memória, fadiga, vertigem, parestesia, claudicação, 

ulceração, foram atenuados em pacientes com desordens cerebrovascular crônica 

que foram tratados com pentoxifílina (1200 mg/d). A eficácia da pentoxifílina na 

tratamento da demência vascular foi investigada em um estudo duplo-cego, que
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mostrou uma mais lenta progressão da demência em pacientes que tomaram a droga 

por via oral (Black et al., 1992; Folnegovic-Smalc et al., 1993).

Vários estudos têm demonstrado a eficácia da pentoxifilina no tratamento de 

úlcera das pernas (Bossong, 1972; Weitgasser, 1983; Herger, 1986; Barbarino, 

1992). Também foi demonstrado eficácia na prevenção de reoclusão após cirurgia 

vascular (Lucas, 1984; Raithel & Kasparzak, 1985). Em dois estudos envolvendo 11 

e 25 pacientes diabéticos, respectivamente, com dano na função renal (e retinopatia 

em 19 pacientes), a administração intravenosa e/ou oral (média de 600 mg/dia) por 3 

a 8 semanas, foi associada com melhora na função renal e redução na agregação 

plaquetária e hipercoagulabilidade (Specivzeva et al., 1980; Blagosklonnya et al., 

1982). Em outros estudos, o uso de pentoxifilina foi associado com a melhora nas 

funções hemorreológicas e de coagulação em pacientes portadores de retinopatia 

diabética (Gincherman et al., 1982; Goltseva, 1983; Saldan, 1984). A pentoxifilina 

demonstrou ter efeitos benéficos no tratamento de desordens vasculares miocárdicas 

(Manrique, 1983; Biamino, 1986).

Alguns estudos em pacientes com astenozoospermia, a pentoxifilina 

aumentou a concentração e a motilidade dos espermatozóides (Aparicio et al., 1980; 

Marrama et al., 1985).

8.9 Contra-indicações

A pentoxifilina não deve ser usada em pacientes com hemorragia cerebral 

e/ou refinai recente ou em pacientes com intolerância a este produto ou a outras 

metilxantinas tais como cafeína, teofilina e teobromina.

Pacientes com doença oclusiva arterial crônica dos membros, frequentemente 

mostram outras manisfestações de doença arteriosclerótica. A pentoxifilina pode ser 

usada com relativa segurança no tratamento de doença arterial periférica em 

pacientes com doença arterial coronariana e doença cerebrovascular, mas existem 
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alguns casos relatados de angina, hipotensão e arritmia após o uso da droga 

(Katsunuma et al., 1982). Estudos controlados não mostram que a pentoxifílina 

causa estes efeitos adversos mais frequentemente que o grupo placebo, mas como 

ele é um derivado da metilxantina, é possível que alguns indivíduos demonstrem tais 

respostas. Pacientes em uso de warfarina devem ser mais frequentemente 

monitorado quanto ao tempo de protrombina, enquanto pacientes com outros fatores 

de risco complicados por hemorragia (ex. recente cirurgia, úlcera péptica, 

sangramento cerebral e/ou retinal) devem ser examinados periodicamente no que se 

refere a sangramentos, além das determinações de hematócrito e/ou hemoglobina 

(Inglerslev et al., 1986).

8.10 Interações com outras drogas

Embora uma relação causai não tenha sido estabelecida, existem relatos de 

sangramentos e/ou prolongamento do tempo de protrombina em pacientes tratados 

com pentoxifílina com e sem anticoagulantes ou inibidores de agregação plaquetária 

(Ingerslev et al., 1986). A pentoxifílina pode ser usada com outras drogas tais como, 

antihipertensivas, beta-bloqueadores, digitálicos, diuréticos, antidiabéticos e 

antiarrítmicos, sem problemas, mas como já foram registradas quedas na pressão 

sanguínea recomenda-se que a dosagem de antihipertensivos deva ser reduzida 

(Angelkort et al., 1982; Solerte et al., 1986).

8.11 Carcinogênese, mutagênese e interferência na fertilidade

Estudos crônicos do potencial carcinogênico da pentoxifílina foram feitos em 

ratos e camundongos, tendo sido a droga administrada em doses acima de 450 

mg/Kg (aproximadamente 19 vezes a dose máxima diária recomendada para 

humanos). Em camundongos a pentoxifílina foi administrada durante 18 meses, 

enquanto que, em ratos foi administrada por 18 meses, seguidos de 6 meses sem 

administração. No estudo em ratos, houve um aumento significativo na incidência 
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de fíbroadenomas mamários benignos em fêmeas. A relevância desse achado para 

humanos é incerta. A droga não demonstrou atividade mutagênica em várias cepas 

de Salmonella e em cultura de células mamárias quando testada na ausência e na 

presença de ativação metabólica

Estudos de teratogenicidade em ratos e coelhos, usando doses de 576 e 264 

mg/kg, respectivamente, mostraram que não houve evidência de malformação fetal, 

contudo, um aumento na reabsorção fetal foi observado nas doses de 576 mg/kg. 

Não existem estudos adequados e bem controlados em mulheres grávidas. Assim, a 

droga só deve ser usada durante a gravidez se o potencial benéfico justificar os 

riscos para o feto. A pentoxifílina e seus metabólitos são excretados no leite (Witter 

& Smith, 1985), portanto, devido ao potencial tumorigênico para ratos, deve-se 

evitar amamentar e descontinuar o uso durante este período. A segurança e a 

efetividade da pentoxifílina em crianças não foram bem estabelecidas.

8.12 Reações adversas
Estudos clínicos usando tabletes de pentoxifílina de liberação prolongada, por 

mais de 60 semanas (2 a 3 vezes ao dia) e cápsulas de liberação imediata (três vezes 

ao dia) por mais de 24 semanas, mostrou que a incidência de reações adversas foi 

mais alta com as cápsulas, com efeitos no trato gastrointestinal (náusea, disconforto 

abdominal, vômito, flatulência, dispepsia) e efeitos no sistema nervoso central 

(tontura, dor de cabeça, insônia e visão turva) (Katsunuma et al., 1982). Além dos 

sintomas acima foram relatados com menor frequência (< 1%): dispnea, hipotensão, 

edema, anorexia, constipação, boca seca, ansiedade, depressão, confusão mental, 

convulsão, epistaxe, congestão nasal, prurido, urticária e conjuntivite (Ward & 

Clissold, 1987; McEvory, 1995).
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9. Relevância e Justificativa

Grande número de dados da literatura mostram que o glutamato in vivo e in 

vilro pode ser tóxico para neurônios de várias regiões cerebrais. Consequentemente, 

o glutamato tem sido objeto de grande número de pesquisas que focalizam a base 

excitotóxica das doenças neurodegenerativas, sendo muito importante a busca de 

estratégias terapêuticas que venham a minimizar ou impedir o dano neuronal. 

Assim, resolvemos usar um modelo de lesão hipocampal com glutamato, tentando 

imitar os danos celulares e cognitivos ocorridos durante uma grande liberação de 

glutamato, como ocorre durante um episódio isquêmico, por exemplo. Sendo de 

nosso interesse investigar a participação dos radicais livres no processo citotóxico. 

Para a avaliação dos danos cognitivos escolhemos os modelos de memória aversiva 

e espacial que comprovadamente necessitam das vias hipocampais íntegras para 

serem formadas ou consolidadas. Como possível droga protetora, escolhemos usar a 

pentoxifilina, uma metilxantina, usada atualmente no tratamento de doenças 

vasculares periféricas, que tem um espectro muito amplo de ações, tais como, 

hemorreológica, inibidora de TNF-a, antagonista do receptor da adenosina e 

inibidora de fosfodiesterase, dentre outras. Assim, é esperado que a pentoxifilina por 

suas propriedades antiinflamatórias e inibidora da produção de citocinas, venha a 

miniminar o dano celular induzido pelo glutamato, bem como, por aumentar os 

níveis de nucleotídios cíclicos, que como já se sabe, está envolvido na formação da 

memória, tenha um efeito de melhorar os danos cognitivos acarretados pela lesão. 

Além disso, a participação dos receptores da adenosina e colinérgicos muscarínicos 

na ação da pentoxifilina também será investigada.
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II- OBJETIVOS

GERAL

Estudar os efeitos da administração sistêmica de pentoxifílina, uma 

metilxantina, no aprendizado e memória, e seu mecanismo de ação, utilizando um 

modelo de excitotoxicidade com glutamato em hipocampo de rato.

ESPECÍFICOS

1. Estudar os efeitos da lesão hipocampal com glutamato na atividade 

locomotora e na memória, usando os modelos de Esquiva passiva, 

Labirinto em T elevado e Labirinto aquático;

2. Estudar os efeitos da pentoxifílina (l-(5-oxohexil)-3,7-dimetilxantina), na 

atividade locomotora e na memória, após lesão hipocampal com glutamato, 

usando os modelos de Esquiva passiva, Labirinto em T elevado e Labirinto 

aquático;

3. Determinar a concentração de AMPC, após tratamento com pentoxifílina, 

no modelo de lesão hipocampal com glutamato;

4. Determinar a densidade dos receptores muscarínicos (M1+M2), em 

hipocampo, após tratamento com pentoxifílina, no modelo de lesão 

hipocampal com glutamato;

5. Determinar o nível de peroxidação lipídica, através da dosagem de 

malondialdeído em hipocampo, após tratamento dos animais, com 

pentoxifílina, no modelo de lesão hipocampal com glutamato;
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6. Determinar a formação de óxido nítrico, através da dosagem de 

nitrito/nitrato, em hipocampo, após tratamento com pentoxifílina, no 

modelo de lesão hipocampal com glutamato;

7. Estudar a participação colinérgica central da pentoxifílina no modelo de 

tremores induzidos pela oxotremorina;

8. Determinar a ação da pentoxifílina na atividade acetilcolinesterásica;

9. Estudar a participação da adenosina nos efeitos da pentoxifílina, usando 

ciclopentiladenosina, um agonista do receptor da adenosina;

10. Estudar a participação do TNF-a nos efeitos da pentoxifílina, usando a 

talidomida, um inibidor da síntese de TNF-cc.
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III- MATERIAIS E MÉTODOS

1. ANIMAIS
Foram utilizados, aproximadamente 400 ratos Wistar, machos, jovens (3 

meses, 200-250g) e camundongos Swiss (aprox. 70 animais), machos (20g) 

provenientes do Biotério Central da UFC, mantidos à temperatura de 25° C com um 

ciclo de 12 h de luz/escuro e com livre acesso a água e comida.

2. CIRURGIA ESTEREOTÁXICA
Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (30 mg/kg) e hidrato de 

cloral (150 mg/kg) administrados por via intraperitoneal e colocados em aparelho 

estereotáxico (Stoelting Co, USA) (figura 10 e 11). Seis orifícios foram abertos em 

cada hemisfério cerebral com uma broca dentária n2 35, por onde foi injetado com 

uma agulha Hamilton, 0,2 jiL de uma solução de glutamato (conc. variando de 10 a 

80 pg/pl) em cada região (em um volume final de 2,4 pL, de acordo com as 

seguintes coordenadas do Bregma (Paxinos & Watson, 1986) abaixo indicadas na 

região hipocampal (Figura 12):

u® ÍÍ
CAf -2,7 ~ 2,0 -2,0 4,4

-4,2 3,2 -3,2 4,7

-5,8 4,5 -4,5 3,8

CAj -3,0 1,0 -1,0 3,5

-4,5 2,8 -2,8 3,6

-5,8 4,5 -4,5 5,0
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Figura 10- Aparelho estereotáxico

Figura 11- Animal posicionado no aparelho estereotáxico
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Figura 12- Área hipocampal a ser lesada
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3. DROGAS USADAS NOS TRATAMENTOS

- Ácido 1-glutamico (Sigma-USA)- 10 a 80 pg/pL

- Pentoxifílina (Trental-Hoescht, Brasil)-20 mg/mL ampolas

- Tiopental sódico (CEME-Brasil)- 30mg/mL

- Hidrato de cloral (Sigma-USA)-150mg/mL

- Ciclopentiladenosina (Sigma-USA)- 200pg/mL

- Talidomida (CEME-Brasil)- 20mg/mL

- Oxotremorina (Sigma-USA)- 0,06mg/mL

- Sulfato de atropina (Sigma-USA)

Todas as drogas foram dissolvidas em salina. Os reagentes usados no preparo 

dos tampões e demais soluções eram de grau analítico.
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4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

T” Não operado

2 Controle (salina, i.h.)

3 Glutamato (24, 48, 96 e 192 pg/rato), i.h.

4 Pentoxifilina (50, 100 e 200 mg/kg), i.p,. 6 dias + Glutamato

96pg/rato, i.h. *

5 Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. + Glutamato 96pg/rato, i.h. *

o Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p., 6 dias + salina, i.h. *

7 CPA 100 pg/kg, i.p. + Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. + Glutamato
■ 96pg/rato, i.h. *, **

8 CPA 100 pg/kg, i.p. + Glutamato (96pg/rato), i.h. *, **

9 CPA 100 pg/kg, i.p. + salina, i.h. *, **

10 Talidomida 10 mg/kg, i.p. + Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. +

Glutamato 96pg/rato, i.h. *, **

11 Talidomida 10 mg/kg, i.p. + Glutamato 96pg/rato), i.h. *, **

12 Talidomida 10 mg/kg, i.p. + salina, i.h. *, **

i.p.- intraperitoneal; i.h.- intrahipocampal por estereotaxia
* - O tratamento com a pentoxifilina foi iniciado 15 minutos antes da cirurgia 
estereotáxica
** - O tratamento com CPA ou talidomida foi feito 15 minutos antes da injeção de 
pentoxifilina.

Ao final do tratamento todos os animais foram submetidos aos testes de 

atividade locomotora e memória. A seguir, foram sacrificados e o hipocampo foi 

dissecado sobre gelo, para estudos de binding, dosagem de AMPc, MDA e 

nitrito/nitrato. De cada grupo 3-5 animais foram selecionados ao acaso para estudo 

histopatológico.
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Em outro grupo de esperimentos (não constando no protocolo experimental) 

foram feitos estudos de determinação da densidade dos receptores M1+M2, 

determinação da atividade da acetilcolinesterase e tremores induzidos pela 

oxotremorina com os animais tratados com pentoxifílina mas não lesados com 

glutamato.

5. ESTUDO HISTOPATOLÓGICO

Os cérebros usados para a análise histopatológica, foram fixados com formol 

neutro a 10% durante 3 dias. Após um corte coronal inicial (lmm) ao nível do nervo 

óptico, foram obtidos fatias sequênciais nas direções antero-posterior e estas foram 

montados em parafina. Cortes histológicos de 8-10p foram então corados pela 

técnica de Hematoxilina-Eosina. As lâminas foram examinadas em microscópio 

binocular Nikon e fotografadas.

A análise histopatológica (semi-quantitativa), foi feita por um caminho 

“simples cego” e as estruturas foram observados segundo o atlas de Paxinos & 

Watson, 1986. O grau de dano cerebral foi baseado na presença de gliose, picnose e 

vacuolização. A gravidade da lesão foi definida baseado numa escala percentual de 

0 (ausência de lesão) à 100% (lesão severa) dentro de cada estrutura examinada por 

microscopia ótica (lOOx) e previamente definida para análise morfológica (Peredery 

et al., 1992; Bureau et al., 1994). Os resultados foram expressos como: 0 ou 

ausente- não existiu dano da estrutura; leve ou 25%- mais que 25 e menos que 50% 

da estrutura afetada; moderada ou 50%- mais que 50 e menos que 75% da estrutura 

afetada; grave- mais que 75% da estrutura afetada. Foram analisadas, em média, 3 

lâminas por cada animal.
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5.1 MÉTODO DE COLORAÇÃO PELA HEMATOXILINA- 

EOSINA

Cortes: Parafina, 8 pm

Soluções:

Hematoxilina de Harris

- Hematoxilina- 7g

- Álcool absoluto- 50ml

- Alumen de potássio- 1 OOg

- Água destilada- lOOOml

- Oxido amarelo de mercúrio- 2,5g

Solução de Eosina a 10%

Método:

As lâminas foram desparafinizadas com xilol por 10 min, desidratadas em 

álcool absoluto (3 banhos) e lavadas com água corrente. Em seguida, foram cobertas 

com solução de Hematoxilina por 10 minutos, lavadas com água corrente e deixadas 

na água por 10 minutos. As lâminas foram então cobertas com solução de eosina 

(rapidamente) e lavadas com água corrente. Depois foram desidratadas com 3 

banhos de álcool absoluto, banhadas em xilol (3 banhos) e montadas em Bálsamo do 

Canadá.
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6. TESTES COMPORTAMENTAIS

6.1 TESTE DE ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para verificar se o tratamento não acarretou alteração da atividade 

locomotora, o que prejudicaria a realização dos testes de memória, foi feito o teste 

de atividade locomotora usando o modelo do Campo Aberto (Open Field) 

(Broadhurst, 1957). O teste foi realizado vinte e quatro horas após o fim do 

tratamento com pentoxifílina, antes do início do teste do labirinto aquático.

O campo aberto consiste de uma arena circular de madeira branca (150 cm de 

diâmetro), com paredes brancas (30cm de altura). O piso da arena é dividido em 19 

quadrantes aproximadamente iguais (Figura 13). No teste o animal foi colocado no 

centro da arena e deixado para explorar o ambiente por um (01) minuto. Após este 

período foi medido o número de quadrantes atravessados pelo animal, durante um 

tempo de três (03) minutos. A arena foi limpa com álcool a 20%, após a retirada de 

cada animal, para evitar que o cheio de urina e fezes interferissem no teste.

6.2 TESTES DE MEMÓRIA

6.2.1 ESQUIVA PASSIVA (PASSIVEAVOIDANCE TEST)

Este teste foi baseado no método de DeNoble e cols. (1986). Após a cirurgia 

estereotáxica e setenta e duas horas após tratamento com as drogas, os animais 

foram habituados ao aparelho de esquiva passiva. O aparelho consiste de uma caixa 

de acrílico (48 x 22 x 22), dividida em dois compartimentos separados por uma 

janela, um branco (iluminado) e um preto (escuro), este com o piso eletrificado 

(Figura 14). O animal foi colocado no compartimento iluminado e deixado para 

explorar livremente o aparelho, durante um (01) minuto, quando então foi retirado.
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Figura 13. Arena do Campo Aberto
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Figura 14- Aparelho de Esquiva Passiva
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Após 30 segundos foi colocado novamente compartimento iluminado. O 

animal ao entrar no compartimento escuro, recebeu um choque de 0,5mA, durante 

ls, com o tempo de latência para entrar sendo registrado, até um máximo de 300 

segundos (treino). Retirou-se o animal (alguns animais saíram expontaneamente 

após o choque) e após 15 minutos este foi colocado novamente no compartimento 

iluminado e registrou-se a latência de entrada (memória recente). A retenção do 

aprendizado foi testada após 24h, nesta, os animais foram colocados no 

compartimento iluminado e o tempo de latência paia a entrada no compartimento 

escuro foi registrado (os animais nesta fase não levaram choque) (memória tardia).

6.2.2 LABiRliNTO EM T ELEVADO (T MAZE)

Este teste paia estudos de memória foi validado por Viana e cols. (1994). O 

labirinto foi construído em madeira, com 3 braços de dimensões idênticas (50 X 10 

cm). Sendo um braço fechado por paredes de 40 cm de altura perpendicular aos dois 

braços abertos opostos. Paia evitai- a queda dos animais os braços abertos estão 

circundados por tira de acrílico de lcm de altura. O labirinto está elevado 50 cm do 

chão (figura 15). Nos dois dias antes do teste os animais foram gentilmente 

manuseados durante 5 min. Após a cirurgia e quarenta e oito horas após o 

tratamento o teste foi realizado. Cada rato foi colocado no final do braço fechado do 

labirinto e o tempo gasto para sair do braço com as quatro patas foi registrado 

(treino). A seguir o mesmo procedimento foi repetido em dois treinos subsequentes 

(Esquiva 1 e 2) com 30 seg de intervalo. Três dias mais tarde (36h), o animal foi 

novamente colocado no labirinto e o tempo gasto paia sair do braço fechado foi 

medido (Esquiva 3). O tempo máximo de observação (cul ojjf) durante as esquivas, 

foi de 300 segundos).
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6.2.3 LABIRINTO AQUÁTICO (MORRIS WATER MAZE)

Este modelo é usado para se avaliar a memória espacial (Morris, 1984). O 

labirinto aquático consiste de um tanque de plástico circular (132cm de diâmetro) e 

paredes de 40 cm de altura, cheio (até lOcm da borda) com água (25°C) acrescida de 

leite em pó (par a deixar- a água opaca). O aparelho possui uma plataforma de acrílico 

(15 x 15 x 19 ) colocada no quadrande noroeste 2cm abaixo da superfície da água 

(Figura 16). Vinte e quatro horas após o término do tratamento com pentoxifílina, os 

animais iniciaram o treinamento. Foram feitos 6 treinos em dois dias consecutivos 

(aprendizagem) e após 48 horas os animais foram testados para avaliação da 

memória espacial (retenção). Durante o treino o animal foi colocado em 6 locais 

diferentes do tanque e teve 54 segundos para achar a plataforma submersa, em cada 

treino. Se o animal não encontrasse a plataforma ao final deste tempo, era colocado 

manualmente na mesma durante 10 segundos e retirado do tanque por 30 segundos. 

Ao final do segundo dia cada animal recebeu 12 treinos para a aquisição da 

memória. Setenta e duas horas após o treinamento, a plataforma foi removida e os 

animais colocados no tanque, na posição sudeste (em relação à posição da 

plataforma). Os animais permaneceram durante 60 segundos e o tempo de latência 

para alcancar o local da plataforma original e o número de quadrantes atravessados 

foram registr ados.
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Figura 15- Labirinto em T elevado

Figura 16- Labirinto Aquático
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7. DETERMINAÇÃO DA DENSIDADE DOS RECEPTORES 

MUSCARÍNICOS

A densidade de receptores muscarínicos foi determinada através de ensaios de 

binding, realizados em homogenatos de hipocampo dos ratos que se submeteram aos 

testes de memória, os animais foram sacrificados 24ri após o termino dos testes. Em 

outro grupo de experimentos os animais foram tratados durante 6 dias com 

pentoxifílina e sacrificados no dia da última injeção Paia a determinação de 

receptores muscarínicos M]+M2-símile foi utilizado o ligante não específico 3[H]-N- 
metilescopolamina (3[H]-NMS, 85 Ci/mmol-New England Nuclear, USA), de 

acordo com método previamente descrito (Dombrowski et al., 1983).

Método

O antagonista muscarínico marcado, 3[H]-NMS, liga-se a sítios específicos 

dentre os quatro primeiros segmentos transmembranicos dos receptores 

muscarínicos (Wheatly et al., 1988) que existem nos tecidos homogeneizados. 

Assim, o ligante tritiado marca os receptores presentes no tecido estudado.

A atropina é um outro antagonista clássico utilizado nos “brancos” dos 

experimentos para determinar a radioatividade de background ou ligações não 

específicas. A atropina acrescentada em concentração muito maior do que a da 3[HJ- 

NMS interage seletivamente com os mesmos sítios de ligação do receptor, 

deslocando e deixando livre toda a droga marcada, que é logo depois filtrada. A 

radioatividade contida no filtro é então determinada por cintilação líquida.
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Procedimento experimental

Após a dissecação do hipocampo em gelo, foram preparados homogenatos a 

10% em tampão fosfato de sódio, 150mM, pH 7,4. Os homogenatos contendo 150- 

180 pg de proteína (o volume varia com a concentração de proteína, em tomo de 10 

a 20pL), foram incubados em tampão fosfato de sódio (o volume varia de acordo 

com o volume do homogenato, até atingir um volume final de 0,2 mL) contendo 

2,35 nM de 3[H]-NMS (40pL), na presença ou ausência de sulfato de atropina 12,5 

pM (5pL), para experimentos de ponto único. A concentração do ligante pode 

variar, devendo-se fazer uma curva de saturação para o ligante que estiver sendo 

utilizado.

Após incubação a 37°C por 30 minutos, com agitação, a reação foi terminada 

por filtração a vácuo através de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados três 

vezes com 4ml de solução salina 0,9% gelada cada vez, secos a 60°C por no mínimo 

2 horas e colocados em frascos de vidro (yials) com 3ml de um coquetel de 

cintilação líquida contendo tolueno. A radioatividade foi medida em um contador de 

cintilação líquida Beckman LS-6500 com uma eficiência de 48%. A ligação 

específica foi calculada como a ligação total menos a ligação não-específica 

calculada na presença de atropina, 12,5 pM. Os resultados foram expressos como 

fmoles/mg de proteína. A concentração de proteína foi determinada segundo o 

método de Lowry el al., 1951, utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como 

padrão.

Soluções reagentes

- Coquetel de cintilação- 0,5g de /?-bis-2-(5-feniloxazolil) benzeno, POPOP 

(Sigma, St Louis, MO, USA) e 4,0 g de 2,5-difeniloxasol, PPO (Sigma, St Louis, 

MO, USA) dissolvidos em 1000 mL de tolueno (Beckman, Fullerton, CA, USA).
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- Solução de atropina 0,5mM- Sulfato de atropina (Sigma, St Louis, MO, 

USA) em água bidestilada.

- Solução estoque de 3rH]-N-metil-escopolamma (3[H1-NMS) 23,52nM- 

Cloridrato de 3[H]-NMS (85 Ci/mmol, New England Nuclear, Boston, MA, USA), 

em tampão fosfato de sódio 150mM, pH 7,4.

- Tampão fosfato de sódio 150mM, pH 7,4- NaH2PO4 (Reagen, Rio de 

Janeiro, Brasil) dissolvido em água bidestilada.

Cálculo

cpm amostra (média) — cpm branco 4- atividade específica do ligante x 1000 = 
proteína

= densidade dos receptores muscarínicos em fmoles/mg de proteína

cpm- cintilações por minuto

8. DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE AMPC

Preparação de homogenatos

Foi preparado um homogenato do hipocampo a 20% em tampão TRIS EDTA 

4mM (para o ensaio de AMPC) Após o aquecimento, por 10 minutos em banho- 

maria (80-100°C), o homogenato foi centrifugado (10.000 rpm) durante 10 minutos 

e o sobrenadante usado para o ensaio.

Método

A concentração de AMPC foi medida através de radioimunoensaio usando um 

kit comercial (Cyclic AMP assay syslem, Amersham, USA). O ensaio é baseado na
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competição entre o AMPC não marcado (“frio”) e uma quantidade fixa do composto 

marcado tritiado para se ligar a uma proteína de binding que tem alta afinidade e 

especificidade para o AMPC (Tovey ei al., 1974). A quantidade do complexo 

formado marcado, AMPc-proteína, é inversamente proporcional à quantidade de 

AMPc não marcado presente 11a amostra utilizada 110 ensaio. A separação do AMrc 

ligado à proteína do nucleotídeo não marcado é feita por adsorção do nucleotídeo 

livre em carvão, seguido por centrifugação. Uma alíquota do sobrenadante é então 

removida para a contagem da radioatividade por cintilição líquida. A concentração 

do AMPC não marcado é então determinada através de curva padrão linear.

Reagentes do kit comercial

- Tampão Tris EDTA

- Proteína de binding purificada de músculo bovino

- 8-3[H]-AMPc: 8-3[H]-3',5'-fosfato cíclico de adenosina triciado, 180 pmol 

contendo 5 grCi

- AMPC padrão: 3,5-fosfato de adenosina cíclico , lóOOpmol

- Adsorvente de carvão

- Sulfato de amônia

Medida da Radioatividade

Os discos de papel de filtro contendo o material a ser analisado foram 

colocados em frascos apropriados (vials) contendo lml de um coquetel de cintilação 

líquida miscível em água, READY FLOW 111 (AMBRIEX S/A). A radioatividade 

foi medida em contador de cintilação líquida Beckman LS-6500 com uma eficiência 

de 48%. Os resultados foram expressos em pmoles/mg de proteína.
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Protocolo do ensaio

Tubo Tampão Padrão Amostra [3H]AMPc Proteína 

de binding

Concentração

1,2 150 — — 50 — Branco

3,4 50 — — 50 100 Dose zero

5,6 — 50 — 50 100 lpmol

7,8 — 50 — 50 100 2pmol

9,10 — 50 ___ 50 100 4pmol

11,12 — 50 — 50 100 8pmol

13,14 — 50 — 50 100 lópmol

15, etc — 50 50 100 Desconhecido

Todos os volumes são em microlitros

Após a colocação de todos os reagentes, os tubos foram incubados por 2 h na 

geladeira. Em seguida foi adicionado 100 pL de carvão e a mistura centrifugada. Foi 

retirado 200 pL do sobrenadante, colocados nos vidros, adicionado 1 mL de líquido 

de cintilação miscível em água e a cintilação medida em cintilador.

Cálculo:

- Branco- cpm dos tubos 1 e 2

- Co (ausência de AMPc não ligado)- cpm dos tubos 3 e 4 menos o branco

- Cx (AMPc ligado)- média da cpm dos outros tubos (duplicatas) menos 

branco (AMPc ligado, na presença de AMPc não ligado presente nos padrões 

e na amostra)

- Fazer a equação da reta plotando y= Co/ Cx contra x= concentração do 

padrão, e usar a equação para determinar a concentração das amostras.
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9. DOSAGEM DE NITRI10/NITRAIO (Green etaL, 1981)
Princípio:

O reativo de Griess (N-l-naftiletilenodiamina a 0,1% em água, sulfanilamida 

1% em ácido fosfórico 5%) revela a presença de nitrito em uma amostra (urina, 

plasma, homogenato tecidual) por uma reação de diazotização que forma um 

cromóforo de côr róseo, com um pico de absorbância em 560 nm.

Reagentes utilizados:

Need 0,1% (N-l-naftiletilenodiamina)

Sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5%

Reagente de uso (Reagente de Griess): Misturai' partes iguais de Need 

0,1%, H20 bidestilada, sulfanilamida a 1% e ácido fosfórico a 5%

Curva padrão: Solução de NaNO2 estoque (10 mM em tampão). Foram 

feitas diluições em série e usadas na obtenção da curva padrão (100; 50; 25; 12,5; 

6,25; 1,32; 0,75 pM).

Protocolo:

Para a realização do ensaio foram usados 100 pL do reagente de Griess e 

adicionados 100 pL do sobrenadante (centrifugado) do homogenato a 10% do 

hipocampo dos ratos em salina ou 100 pL dos padrões nas várias concentrações.. 

Paia o branco foram usados 100 pL do reagente de Griess e adicionados 100 pL de 

salina. A leitura da absorbância foi feita em 560 nm em leitor de placa. As leituras 

da absorbância dos padrões (y) foram plotadas contra a concentrações de cada 

padrão (x), então determinou-se a equação da reta, que foi usada para a 

determinação da concentração de cada amostra.
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11. AVALIAÇÃO DA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA (Dosagem do 

malonildiaideído- MDA) (Bernheim et at, 1947)

Princípio:

A peroxidação lipíuica é uma das mais importantes expressões orgânicas do 

estresse oxidativo induzido pela reatividaue dos radicais livres de oxigênio. O 

método mais empregado paia a determinação do MDA em amostias biológicas é 

baseado na sua reação com o ácido tiobarbitúrico (TBA). Nesta reação, duas 

moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para 

fonnar uma solução de cor rosa, que tem absorbância máxima em pH ácido em 532 

a 535 nm. O coeficiente de extinção deste cromóforo num comprimento de onda de 

535 nm e pH 1,0 é 1,56 x 105 M’1.

Protocolo:

Foram preparados homogenato a 10% do tecido hipocampal em salina, 

quinhentos microlitros (500 pL) do homogenato foram adicionados a um tubo de 

hemólise (em duplicata), seguidos de 500 pL de ácido tricloroacético (TCA a 40%) 

e 2,0 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA 0,67%). A mistura de reação foi colocada 

para ferver durante 15 min em banho maria e depois resfriada em água corrente. Em 

seguida a mistura foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm. A absorbância do 

sobrenadante foi determinada em espectrofotômetro a 530 nm contia branco (500 

pL água + 250 pL TCA + hnL de TBA). A curva padrão foi obtida usando solução 

de MDA. Foram feitas diluições em série e utilizadas na obtenção da curva padrão 

(1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03mM). A concentração de MDA foi expressa em 

nnioles/g de tecido.
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12. AVALIAÇÃO DO EFEITO DA PENTOXIFÍLINA NOS 

TREMORES INDUZIDOS PELA OXOTREMOR1NA (Olton 

& Samueison, 1976)

Camundongos Swiss machos (20-25g) foram usados para a investigação dos 

efeitos da pentoxifílina nos tremores induzidos pela oxotremorina. Os animais (10- 

19 por grupo) foram tratados com pentoxifílina nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, 

i.p., 30 minutos antes da injeção de oxotremorina (0,3 mg/kg, i.p.). Em outro grupo 

de animais foi feito um tratamento prévio com atropina (10 mg/kg), 15 min antes da 

injeção de pentoxifílina (100 mg/kg). A oxotremorina foi injetada e os camundongos 

colocados em um recipiente de plástico, 30 min após, foi feita a observação da 

intensidade dos tremores de cada animal segundo a seguinte escala de escores: 0- 

nenhum comportamento anormal foi observado, 1- tremores fracos, 2- tremores 

moderados e ocasionais, 3- tremores moderados e persistentes, 4- tremores fortes e 

persistentes. A observação dos tremores foi feita com intervalos de 5 minutos, 

começando 30 min após a injeção da oxotremorina e a intensidade dos tremores foi 

determinada como a média do total de escores durante os 30 min do teste.

13. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA 

ACET1LCOLINESTERASE (AChE)

Princípio:

A atividade acetilcolinesterásica (AChE) foi determinada de acordo com o 

método de Ellman e cols. (1961). O método é baseado na medida da velocidade de 

produção da tiocolina à proporção que a acetilcolina (ATC), utilizada corno 

substrato, é hidrolisada. Isto é acompanhado pela reação contínua do tiol com o íon 

S:5'-ditio-bis-2 nitrobenzoato, para produzir o ânion amarelo do ácido 5-tio-2 
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nitrobenzóico. A atividade enzimática foi medida através da variação da 

absorbância, durante 4 minutos, sendo a reação linear durante pelo menos 10 

minutos. As leituras das absorbâncias foram feitas em 412 nm. A atividade 

específica foi expressa em nmoles de ATC hidrolisado por miligrama de proteína 

por minuto.

Reação:_________________________________________________________ ___

Acetiltiocolina---- AChF.—tiocolina + acetato

Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato------ ► ácido 5-tio-2-nitrobenzóico (ânion)

(composto amarelo)

Reagentes:

- Solução do ácido 5-tio-2 nitrobenzóico, DTNB (Sigma, St Louis, MO, 

USA) lOmM em tampão fosfato de sódio

- Solução de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St Louis, MO, USA) 

75 mM em água bidestilada

Tampão fosfato de sódio: Na2HrO4 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 

0,1 N em água bidestilada, pH 8,0

Técnica (zm vitro)z

Na cubeta de leitura foram incubados, 890 pL de tampão fosfato (pH 8,0), 

485 pL de água bidestilada, 10 pL do homogenato do tecido hipocampal a 10% em 

tampão fosfato, 15 pL da pentoxifilina (500 e 1000 pM), durante 30min, à 

temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 50 pL de DTNB, o 

espectrofotômetro foi zerado num comprimento de onda de 412 nm e então foram 

adicionados 50 pL de ATC à cubeta. As leituras foram iniciadas feitas nos tempos 0, 

1, 2, 3 e 4 min. O resultado foi expresso em atividade da ACIlE em nmoles/mg de 

tecido/min.
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Cálculo:

A densidade ótica (D0)/4min

coeficiente de extinção do ânion amarelo formado- 0,0136 pM

quantidade de tecido- lmg em 15pL 

volume final na cubeta- l,5mL

A (DO)/4min
----------------- X 1,5 —

0,0136
Atividade da AChE em nmoles/mg de tecido/min

14. ANÁLISE ESTATÍSTICA

Foram realizados testes não paramétricos (Fríedman, Kruskal-Wallis e Mann- 

Whitney) para a análise estatística dos testes comportamentais (campo aberto, 

esquiva passiva, labirinto em T elevado, labirinto aquático) e ANOVA e teste de 

Tukey-Kramer para os teste paramétricos. Os programas de computadores usados 

foram Stateview (paia Macintosh) e Graph Pad Instat (para PC). Na análise 

histológica da lesão foram feitos os testes de Kruskal-Wallis e Dunn. No modelo de 

campo aberto foi utilizado os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, no modelo 

do labirinto em T elevado foram feitos os testes de Fríedman, paia a análise das 

dilerenças dentro dos tratamentos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para a análise 

entre os tratamentos. No modelo de esquiva passiva foram utilizados ANOVA para 

a análise das diferenças dentro dos tratamentos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney 

paia a análise entre os tratamentos. No modelo do labirinto aquático de Morris 

foram utilizados os testes de ANOVA-medidas repetidas para a análise das 

dilerenças entre os treinos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para a análise entre os 

tratamentos. No teste da avaliação dos tremores induzidos pela oxotremorina foram 
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usados os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Nos testes de dosagem de 

AMPc, binding muscarínico, nitrito/nitrato, malonildialdeído e atividade de AChE 

foram feitos análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer. Com o 

critério de signifícancia de p < 0,05.
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IV- KESU£<MDOS



IV- RESULTADOS

1 ANÁLISE HISTOLÓGICA DOS EFEITOS DO GLUTAMATO 

NO HIPOCAMPO DE RATO

A figura 17(a-e), mostra as lesões produzidas pelo glutamato (24, 48, 96 e 

192 pg) injetado através de estereotaxia no hipocampo dos ratos (coordenadas 

segundo Paxinos, ver Material e Métodos). Podemos observar a presença de gliose, 

picnose nuclear, vacuolização citoplasmática e um desarranjo das células piramidais 

que formam a paliçada, algumas vezes fora da região injetada (tálamo), isto na 

maior dose. Estas alterações não foram observadas no grupo controle, que recebeu 

somente salina. Em algumas lâminas de todos os grupos, foram visualizadas lesões 

no trajeto da agulha (gliose), este tipo de lesão não foi levada em consideração no 

momento da análise. O glutamato causou lesões moderadas e severas em doses 

maiores (96 e 192 pg) (% do número de animais com lesão: glu24 (n- 4): ausente- 

75%, leve- 25%; giu48 (n- 7): ausente- 57,2%, leve- 42,8%; giu96 (n- 17); leve- 

17,6%, moderada- 52,9%, grave- 29,5%; glul92 (n- 8): moderada- 33,3%, grave- 

66,7%, com um aumento também na gravidade das lesões (Tabela 2). (KW-33,424, 

p<0.001, Kruskal-Wallis e teste de Dunn para múltiplas comparações).
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Figura 17. Alterações histopatológicas produzidas pelo glutamato em 
hipocampo de rato. Os animais foram injetados com glutamato na região 
hipocampal (CAI e CA3) (coordenadas segundo Paxinos, ver material e métodos) e 
após 15 dias foram sacrificados,os cérebros fixados, montados em parafina e 
corados por H-E. a- salina; b- glu 24pg; c- glu 48pg; d- glu 96pg; e- glu 192pg. As 
setas indicam células em picnose, vacuolização e destruição de paliçada. Coloração 
HE e aumento de lOOx.
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Tabela 2. Alterações histopatológicas induzidas pelo glutamato no 

hipocampo de rato

apresentaram a seguinte escala de escores: 0 ou ausente - Ausência de lesão no 
hipocampo; leve ou 25% - mais de 25% e menos que 50% de lesão no hipocampo; 
moderada ou 50% - mais de 50% e menos que 75% de lesão no hipocampo; grave - 
mais de 75% de lesão no hipocampo a vs salina, b vs glu 48, Kruskal-Wallis 
(p<0,001) e teste de Dunn (p<0,01).

Grupos Lesão (%) N2 de animais

Ausente Leve Moderada Grave

Salina 100.0 — — — 07

Glutamato (pg)

24 75.0 25.0 — — 04

48 57.2 42.8 — — 07

96 — 17.6 52.9 29.5 17a,b

192 — — 33.3 66.7

-O aO
O

O

Os resultados foram expressos como a percetagem do número de animais que
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2. EFEITO DO GLUTAMATO NA ATIVIDADE LOCOMOTORA 
( TESTE DO CAMPO ABERTO)

Como ilustrado na figura 18, o glutamato (glu) na dose de 192 pg, afetou a 

atividade locomotora dos ratos, tendo sido observado um aumento significativo da 

atividade, na maior dose: salina- (n- 17): 14,82 ± 2,59; giu96 (n- 16): 14,62 ± 4,04; 

glul92 (n-7): 31,1 ± 6,50 quadrantes atravessados durante 3 min (p< 0,05, Kruskal- 

Wallis, KW- 6,579 e Mann-Whitney, salina vs glul92, p<0,02). Foi realizado o teste 

em um grupo de animais não operado e os resultados (não operado (n-6): 14,67 ± 

4,28 quadrantes) não foram diferentes daqueles do grupo salina (falso-operado). A 

dose de 96pg foi escolhida para os tratamentos, visto que o aumento da atividade 

locomotora poderia interferir com os testes de memória.

3. EFEITO DO GLUTAMATO NO TESTE DA ESQUIVA 

PASSIVA

No teste da esquiva passiva os animais aprendem a evitar o choque (treino) 

não entrando no lado escuro do aparelho, quando avaliados 15 minutos após o 

choque (memória recente) ou 24 horas após o choque (memória tardia). A figura 19 

mostra que os animais do grupo controle (tratados com salina) apresentaram uma 

boa retenção da memória, tanto na fase imediata (memória recente), quanto na fase 

de consolidação (memória tardia), quando comparado ao comportamento destes 

animais durante o treino (ANOVA) (salina (n-7): treino- 120,80 ± 50,40s, memória 

recente- 200,43 ± 52,09s, memória tardia- 252,57 ± 31,78s, F(2,30)= 6,088, p< 

0,006). O teste também foi feito com animais não operados para avaliação dos 

parâmetros normais e os resultados não mostraram nenhuma diferença entre este 

grupo e o grupo salina (falso-operado)(não operados- (n-16): treino- 112,61 ± 33,05
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Figura 18. Efeito do glutamato na atividade locomotora (teste do campo 
aberto) de ratos. Os animais foram injetados no hipocampo com glutamato (96 e 
192pg/2,4 jiL) ou salina e após sete dias foi realizado o teste. Os resultados estão 
expressos como média ± EPM do número de quadrantes atravessados pelos animais 
durante 3 minutos. O número de animais por grupo variou de 7 a 16. * vs salina p< 
0,02 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 19. Efeito do glutamato no teste da Esquiva Passiva em ratos. Os 
animais foram injetados no hipocampo com glutamato (24, 48, 96 e 192pg/2,4 pL) ou 
salina e após nove dias foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do tempo de latência de entrada no lado escuro do aparelho. O número de animais por 
grupo variou de 7 a 12. a: vs salina (treino), b: glu24 (treino), c: vs salina (memória 
recente), d: vs salina (memória tardia), p<0,05, teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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memória recente- 227,44 ± 27,34s, memória tardia- 224,41 ± 30,26s, F(2,45)= 

4,662, p< 0,01). Os animais tratados com glutamato na dose de 24 ug também 

apresentaram uma boa retenção de memória (glu24 (n-8): treino 47,10 ± 36,20s; 

inetnória recente- 210,20 ± 44,77s, memória tardia- 273,70 ± 22,27s, 

7(2,21)=10,751 p< 0,0006). Por outro lado, os animais lesionados com glutamato 

(nas doses de 48, 96 e 192ug) não apresentaram diferença no tempo de latência de 

entrada no lado escuro, significando um déficit nos processos de aprendizagem e 

memória (glu48 (n-9): treino- 14,64 ± 5,19s, memória recente- 27,61 ± 9,89s, 

memória tardia- 44,35 ± 32,21s, F(2,24)= 0,572, p< 0,572); gluvo (n-12): treino- 

22,87 ± 9,05s, memória recente- 64,46 ± 31,93s, memória tardia- 29,39 ± 14,54s, 

7(2,33)= 1,143, p< 0,331); glu!92 (n-12): treino- 51,36 ± 19,53s, memória recente- 

103,28 ± 36,23s, memória tardia- 140,29 ± 40,76s, 7(2,33)= 1,783, p< 0,183), o que 

indica dano na aquisição e retenção da memória. Comparando os tratamentos 

observamos uma diminuição significativa, no tempo de latência de entrada no lado 

escuro do aparelho, nos ratos tratados com glutamato (48 e 96 ug) quando avaliados 

tanto na memória recente (salina: 200,43 ± 52,09s; glu24: 210,2 ± 44,77s; glu48: 

27,61 ± 9,89s; glu96: 64,46 ± 31,93s; glu!92: 103,28 ± 36,23s, Kruskal-Wallis, 

KW-l 1,508, p<0,02, Mann-Whitney, glu 48 e 96 vs salina, p<0,05), quanto na 

memória tardia (salina: 252,57 ± 31,78s; glu24: 273,7 ± 22,27s; glu48: 44,35 ± 

32,21s; glu96: 29,39 ± 14,54s; glu!92: 140,29 ± 40,76s, Kruskal-Wallis, KW- 

16,014, p<0,01, Mann-Whitney, glu 48 e 96 vs salina, p<0,05), significando uma 

dificuldade do animal em lembrai' o choque recebido durante o treino, podendo 

mdicar uma lesão no sistema límbico, mais precisamente na região que abrange o 

hipocampo, já que este teste é utilizado como ferramenta para estudo da memória 

emocional.
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4. EFEITO DA LESÃO HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO NO
TESTE DO LABIRINTO EM T ELEVADO EM RATOS

No teste do labirinto em T elevado, o animal aprende a ficar no braço fechado 

do aparelho, evitando explorar o lado aberto, uma característica inata do animal. E é 

testado por duas vezes (esquiva 1 e 2) no primeiro dia (aprendizagem) e novamente 

após 72 horas, para que seja observado a retenção do aprendizado ou memória. 

Neste teste o animal não recebe estimulação aversiva do tipo choque ou inanição, 

mas aprende a evitai' o espaço aberto, evitando cair, assim o aprendizado é baseado 

no comportamento exploratório do animal, podendo-se inferir que este modelo se 

baseia em um tipo de memória não declarativa. O teste de Friedman mostrou um 

diferença significativa na latência de esquiva (esquiva 1, 2 e 3 quando os animais 

são comparadas aos seus respectivos treinos) nos grupos: sauna (n- 27): treino- 

38,74 ± 14,67s; esquiva 1- 165,44 ± 25,94s; esquiva 2- 2T1,Y1 ± 22,09s; esquiva 3-

188,12 ± 26,66s, /2(3)= 23,78, p< 0,0001, glu24 (n- 9): treino- 104,89 ± 39,91s; 

esquiva 1- 236,22 ± 42,19s; esquiva 2- 266,90 ± 33,lus; esquiva 3- 168,44 ± 45,09s, 

%2(3)= 7,63, p< 0,05, glu48 (n- 9): treino- 82,23 ± 41,40s; esquiva 1- 201,33 ± 

43,80s; esquiva 2- 246,56 ± 35,5 ls; esquiva 3- 141,67 ± 50,13s, %2(3)= 8,54, p< 

0,03, glu96 (n- 18): treino- 29,29 ± 15,00s; esquiva 1- 99,43 ± 30,46s; esquiva 2- 

164,90 ± 31,38s; esquiva 3- 144,76 ± 33,73s, %2(3)= 19,71, p< 0,0002, glul92 (n- 

12): treino- 66,41 ± 26,2ls; esquiva 1- 97,72 ± 33,36s; esquiva 2- 162,87 ± 34,97s; 

esquiva 3- 157,28 ± 38,37s, %2(3)= 11,14, p< 0,01. Isto indica que houve um 

aprendizado, mesmo nos animais lesados, apesar de menos eficiente que no grupo 

controle (Figura 20). Comparando os tratamentos, não observamos diferença 

significativa entre os grupos. Na etapa de aquisição da memória (memória recente- 

esquiva 1), observamos uma menor retenção nos grupos tratados com glutamato em 

relação ao controle, porém este resultado não foi significativo (salina: 165,44 ± 

25,94s; glu24: 236,22 ± 42,19s; glu48: 141,67 ± 50,13s; glu96: 99,43 ± 30,46s;
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Figura 20. Efeito do glutamato no teste do labirinto em T elevado em 
ratos. Os animais foram injetados no hipocampo com glutamato (24, 48, 96 e 192pg/2,4 
pL) ou salina e após oito dias foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como 
média ± EPM do tempo de latência de saída do braço fechado do aparelho. O número de 
animais por grupo variou de 9 a 21. a: vs salina (treino), b: vs glu24 (treino), c: vs glu48 
(treino), d: vs glu96 (treino), e: vs glu 192 (treino), p<0,05, teste de Friedman.
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gjul92: 97,72 ± 33,36s . Também foi realizado o teste em animais não operados e 

não foram encontradas diferenças significativas em relação ao grupo salina (falso- 

operado) demonstrando que a cirurgia não lesou os animais de maneira a influenciai’ 

o resultado final do teste (não operado (22)- esquiva 2- 277,18 ± 11,15s; esquiva 3- 

234,95 ± 26,18s). Este teste é indicado paia se testar a memória operacional, uma 

memória de curta duração, achamos que o mesmo não seja suficientemente 

adequado paia estudos de memória de longa duração, em animais lesionados no 

hipocampo. Além disto é possível que a estocagem da memória neste teste envolva 

outras regiões cerebrais, tais como córtex motor e corpo esfriado.

5. EFEITO DA LESÃO HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO NO 
TESTE DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS EM 
RATOS

O teste do labirinto aquático é bastante utilizado para estudos de memória 

espacial, que é prejudicada após lesão hipocampal. Observamos que todos os grupos 

testados apresentaram um bom desempenho neste teste (isto é, diminuíram o tempo 

de latência (segundos) para encontrar a plataforma submersa ao longo do 

treinamento, que variaram de TI a T12), porém os grupos tratados com glutamato 

tiveram um desempenho inferior, isto é gastaram um tempo maior procurando a 

plataforma (salina (n- 14): Tl- 44,97 ± 4,80; T2- 34,23 ± 5,84; T3- 28,69 ± 5,74; 

T4- 30,14 ± 5,05; T5- 24,38 ± 4,58; T6- 20,54 ±4,51; T7- 34,76 ± 5,64; T8- 19,26 ± 

5,26; T9- 13,00 ± 2,62; T10- 16,33 ± 3,77; Tll- 15,11 ± 4,82; T12- 18,12 ± 4,66s, 

ANOVA-medidas repetidas, F(ll,143)-4,806, p< 0,0001; glu 96 (n- 19): Tl- 50,36 

± 2,55; T2- 33,57 ± 4,31; T3- 34,88 ± 4,41; T4- 35,24 ± 3,96; T5- 24,86 ± 4,14; T6- 

22,09 ± 3,30; T7- 38,64 ± 3,99; T8- 33,15 ± 4,85; T9- 27,46 ± 4,38; T10- 20,49 ± 

3,84; Tll- 25,09 ± 4,14; T12- 19,34 ± 3,98s, ANOVA-medidas repetidas, F-5,241, 

P< 0,0001; glul92 (n-13): Tl- 47,56 ± 3,32; T2- 40,49 ± 4,76; T3- 33,70 ± 6,44; T4- 
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43,98 ± 5,19; T5- 34,00 ± 5,38; T6- 32,56 ± 5,55; T7- 34,80 ± 6,02; T8- 29,55 ± 

5,98; T9- 26,82 ± 6,46; TIO- 23,44 ± 5,81; TI 1- 16,84 ± 5,09; T12- 24,58 ± 5,99s, 

yVNOVA-medidas repetidas, F-3,797, p< 0,0001 (Figura 21).

Analisando a retenção do aprendizado, pela medida do tempo de latência do 

animal para se situai’ no local em estava a plataforma, 48h após o último treino, 

observamos que os animais do grupo controle ainda lembravam do local, pois o 

tempo que eles levaram para atingir o local foi significativamente menor do que o do 

grupo tratado com glutamato (salina- 10,95 ± 3,56s; giu96- 26,89 ± 3,97s; glu!92- 
32,79 ± 4,78s, Kruskal-Wallis, KW- 14,550, p<0,007, Mann-Whitney glu 96 e 192 

vs salina, p<0,005 (Figura 22). O tempo de latência dos animais do grupo salina 

(falso-operados) não foi diferente daquele dos animais não operados (não operados 

(n-12)- 12,90 ± 2,59s), demonstrando que a cirurgia não interferiu nos resultados. 

Não foi observada diferença no número de travessias de cada quadrante nos grupos 

tratados (salina- 11,65 ± 0,69; glu96- 10,50 ± 1,86; glul92- 12,23 ± 1,28 (Figura 

23).

6 EFEITO CITOPROTETOR DA PENTOXIFÍLINA EM 

HIPOCAMPO DE RATOS LESADOS COM GLUTAMATO

Foi utilizada a dose de 96ug, que produziu lesões do tipo moderada a severa 

(Figura 24-b ) no tratamento com pentoxifílina (ptx), em oposição ao grupo tratado 

com salina (Figura 24-a). O tratamento com ptx na dose de lOOmg/kg, reverteu 

parcialmente as lesões hipocampais induzidas pelo glutamato (p<0.003, teste de 

Mann-Whitney) (Figura 24-c). Neste grupo (ptx + glu) apenas 25% dos animais 

apresentaram lesões moderadas e 75% lesões leves, não tendo sido observados 

lesões do tipo grave, se comparada ao grupo tratado somente com glutamato (96ug), 

que mostrou em 29,5% do animais, lesões graves e em 52,9% lesões moderadas 

(Tabela 3).
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Figura 21. Efeito do glutamato no teste do labirinto aquático de Morris 
em ratos- Aprendizagem. Os animais foram injetados no hipocampo com glutamato (96 
e 192pg/2,4 pL) ou salina e após 7 e 8 dias foi realizado o teste. Os resultados estão 
expressos como média ± EPM do tempo de latência gasto para alcançar a plataforma 
submersa durante os 12 treinos a que foram submetidos. O número de animais por grupo 
variou de 13 a 21. a vs salina (treino 1), b vs glu96 (treino 1), c vs glu 192 (treino 1), p< 
0,0001, ANOVA-medidas repetidas.
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Figura 22. Efeito do glutamato no teste do labirinto aquático de Morris 
em ratos- Retenção da memória. Os animais foram injetados no hipocampo com 
glutamato (96 e l92p.g/2,4 piL) ou salina. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do tempo de latência gasto para alcançar o local onde estava a plataforma submersa, 
realizado 48 horas após o último treino. O número de animais por grupo variou de 13 a 21. 
* vs salina , p<0,005, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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Figura 23. Efeito do glutamato no teste do labirinto aquático de Morris 
em ratos- Número de travessias. Os animais foram injetados no hipocampo com 
glutamato (96 e 192p.g/2,4 pL) ou salina. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do número de travessias de cada quadrante durante 60 segundos, realizado 48 horas 
após o último treino. O número de animais por grupo variou de 13 a 21.
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Figura 24. Efeito citoprotetor da pentoxifílina em hipocampo de ratos 
lesados com glutamato. Os animais foram injetados com glutamato na região 
hipocampal (CAI e CA3) (coordenadas segundo atlas de Paxinose Watson, ver Material e 
Métodos) e após 15 dias foram sacrificados,os cérebros fixados, montados em parafina e 
corados por H-E. a- salina; b- glu 96pg; C- ptxlOOmg/kg + glu 96p.g. As setas indicam 
células em picnose e vacuolização. Coloração HE e aumento de 200x.



Tabela 3. Efeito citoprotetor da pentoxifílina em hipocampo de ratos 

lesionados com glutamato

Grupos

Ausente
Lesão (%)

Grave
N2 de animais

Leve Moderada

Salina 100,0 — — 7

Glutamato 96p.g — 17,6 52,9 29,5 17

PtxlOO* + GIu96 — 75,0 25,0 — 12a

Os resultados foram expressos como a percentagem do número de animais que 
apresentaram a seguinte escala de escores: 0 ou ausente - Ausência de lesão no 
hipocampo; leve ou 25% - mais de 25% e menos que 50% de lesão no hipocampo, 
moderada ou 50% - mais de 50% e menos de lesão no hipocampo, grave - mais de 
75% de lesão no hipocampo. * PtxlOO: pentoxifílina lOOmg/kg, i.p., administrada 
por 6 dias, após a injeção intrahipocampal de glutamato. a vs glutamato, p<0,003, 
teste de Mann-Whitney.
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7. EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 

HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO, NO TESTE DO 

CAMPO ABERTO

Os animais foram tratados com pentoxifilina nas doses de 50, 100 e 200 

ing/kg, i.p. 15 min antes da lesão com glutamato. Não foram encontradas diferenças 

na atividade locomotora, observada pelo número de quadrantes atravessados, nos 

grupo tratados com salina (n- 17): 14,82 ± 2,59 quadrantes, glu96 (n- 16): 14,62 ± 

4,04, ptxlOO (n- 9): 14,00 ± 3,24 ptx200 (n- 8): 12,50 ± 3,76, ptx50 + glu96 (n- 9): 

16,89 ± 2,68 e ptx200 + giu96 (n- 13): 20,54 ± 4,57. Entretanto, foi observado um 

aumento significativo na atividade locomotora no grupo ptxlOO + glu96 (n- 16): 

24,81 ± 4,00 quando comparado com o grupo tratado com glu (Mann-Whitney, U- 

24,00, p< 0,02) e com o grupo tratado com salina (Marm-Whitney, U-79,500, p< 

0,04) (Figura 25). Um aumento na atividade locomotora é consistente com a 

hipótese de disfunção hipocampal e no presente trabalho, este efeito foi aumentado 

na presença de pentoxifilina.

8 EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE 
DO LABIRINTO EM T ELEVADO

O teste de Friedman mostrou um diferença significativa na latência de 

esquiva (esquivas 1, 2 e 3 quando comparadas aos seus respectivos treinos) nos 

grupos tratados, com exceção do grupo ptx200 e do grupo lesado com glutamato e 

tratado com ptx na dose de 50mg/kg: salina (n- 27): treino- 38,74 ± 19.05s; esquiva 

1- 165,44 ± 25,94s; esquiva 2- 227,57 ± 22,09s; esquiva 3- 188,12 ± 26,66s, %2(3)= 

23,78, p< 0,0001, glu96 (n- 18): treino- 29,29 ± 15,00s; esquiva 1- 99,43 ± 30,46s;
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Figura 25. Efeito da pentoxifílina em ratos com lesão hipocampal com 
glutamato, no teste do Campo Aberto. Os animais foram lesados com glutamato (96 
pg/2,4 pL) na região hipocampal e imediatamente tratados com ptx (50, 100 ou 200 mg/kg 
i.p., durante 6 dias). Os animais do grupo controle e ptxlOO mg/kg foram injetados com 
salina (2,4 pL) intrahipocampal. Vinte e quatro horas após o tratamento com ptx foi 
realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± EPM do número de 
quadrantes atravessados pelos animais durante 3 minutos. O número de animais por grupo 
variou de 8 a 16. * vs Glu 96, p<0,04, teste de Mann-Whitney.
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esquiva 2- 164,90 ± 31,38s; esquiva 3- 144,76 ± 33,73s, %2(3)= 19,71, p< 0,0002, 

ptxlOO (n- 9): treino- 112,51 ± 46,95s; esquivai- 300,00 ± 0,00s; esquiva 2- 300,00 

+ 0,00s, esquiva 3- 293,56 ± 6,44s, %"(3)= 16,85, p< 0,0008, ptx200 (n- 8): treino-

154.75 ± 44,73s; esquiva 1- 263,58 ± 36,42s; esquiva 2- 242,22 ± 39,83s, esquiva 3- 

185,60 ± 43,99s, y2(3)= 6,19, p< 0,102, ptxtSO + glu (n- 9): treino- 117,53 ± 44,89s; 

esquiva 1- 130,74 ± 44,26s; esquiva 2- 188,99 ± 44,57s, esquiva 3- 148,88 ± 46,73s 

%2(3)= 5,887, p< 0,117 , ptxlOO + glu (n- 16): treino- 94,67 ± 32,12s; esquiva 1- 

178,20 ± 34,27s; esquiva 2- 237,42 ± 29,06s; esquiva 3- 147,32 ± 39,62s, /(3)= 

14,056, p< 0,0028, e ptxlOO + glu (n- 13): treino- 93,08 ± 33,83s; esquiva 1- 157,66 

± 38,73s; esquiva 2- 272,15 ± 17,53s, esquiva 3- 168,32 ± 41,07s, %2(3)= 9,509, p< 

0,0023. Isto indica um bom aprendizado e retenção da memória. Entretanto, o 

desempenho do grupo tratado com glutamato não foi tão eficiente. Observamos que 

nos grupos tratados com pentoxifílina e não lesados, o aprendizado foi muito 

eficiente, superando inclusive àquele do controle. Nos animais lesados e tratados 

com pentoxifílina na dose de 200mg/'kg observamos uma melhora em relação ao 

grupo lesado, significando que a droga melhora os défícits de aprendizado induzido 

por lesão hipocampal com glutamato (Mann-Whitney, p<0,05) na esquiva 2 (salina: 

227,57 ± 22,09s; glu: 164,90 ± 31,38s; ptxlOO: 300,00 ± 0,00s; ptxlOO: 242,22 ± 

39,83s; ptxlOO+glu: 237,42 ± 29,06s; ptx200+glu: 272,15 ± 17,53s. Embora a 

consolidação da memória tenha sido bem mantida no grupo não lesado e tratado 

com pentoxifílina lOOmg/kg, em comparação aos outros grupos, mostrando que a 

droga tem um efeito de aumentar a retenção da memória, per si, nenhuma diferença 

foi detectada entre os outros tratamentos na esquiva 3 (salina: 188,51 ± 26,66; glu:

144.76 ± 33,74; ptxlOO: 293,55 ± 6,44; ptxlOO: 185,25 ± 32,45; ptx50 + glu: 

148,88 ± 46,73; ptxlOO + glu: 147,32 ± 39,62; ptx200 + glu: 168,32 ± 41,07). O 

teste de Mann-Whitney (MW) mostrou uma diferença significativa entre a latência 

de saída para o braço aberto do labirinto, no grupo ptxlOO (300,0 ± 0,00s) quando 

comparado com o grupo glu (99,43 ± 30,46s) (esquiva 1) (MW-U- 25,00, p<0,003), 
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no grupo ptxlOO (300,0 ± 0,00s) quando comparado ao grupo glu (164,90 ± 31,38s) 

(esquiva 2) (MW-U- 40,00, p<0,034), ptx200 + glu (272,15 ± 17,53s) quando 

comparado ao grupo glu (164,90 ± 31,38s) (esquiva 2) (MW-U- 68,000, p<0,048 e 

paia ptxlOO (293,55 ± 6,44s) quando comparado ao glu (144,76 ± 33,74 s) (esquiva 

3) (MW-U- 40,00, p<0,034 (Figura 26).

9. EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE 
DA ESQUIVA PASSIVA

Um ótimo aprendizado e memória foi observado no grupo tratado com 

pentoxifilina em animais lesados e não lesados com glutamato quando comparados 

aos seus respectivos treinos, exceto no grupo ptx200mg/kg (ANOVA): ptxlOO- (n- 

9): treino- 49,68 ±31,47s, memória recente- 112,00 ± 47,26, memória tardia- 300,00 

± 0,00, (A(2,16)= 21,381, p< 0,0001); ptx200- (n- 8): treino- 133,53 ± 43,45s, 

memória recente- 193,43 ± 49,45, memória tardia- 164,50 ± 47,89, F'(2,21)= 0,406, 

p< 0,671; ptx50 + glu (n-9): treino- 116,41 ± 33,32, memória recente- 255,38 ± 

30,33, memória tardia- 300 ± 0,00, F(2,24)= 13,55, p< 0,0001; ptxlOO + glu (n-15): 

treino- 60,83 ± 27,49, memória recente- 127,15 ± 34,67, memória tardia- 176,68 ± 

34,32, F’(2,42)= 3,233, p<0,0495 e ptx200 + glu (n-13): treino- 71,32 ± 27,41, 

memória recente- 163,48 ± 33,89, memória tardia- 221,19 ± 35,41, F(2,36)= 5,435, 

p<0,0087. Foi observada diferença significativa na latência de entrada dos animais, 

entre os grupos, na memória recente (Kruskal-Wallis, KW- 15,560, p<0,02).

Nesta condição, um dano significativo foi observado no grupo tratado com 

glutamato quando comparado aquele tratado com salina (salina: 200,43 ± 52,09s; 

glu: 64,58 ± 31,92s). Por outro lado, uma melhora significativa foi detectada após o 

tratamento com pentoxifilina na dose de 50mg/kg e 200mg/kg quando comparado ao

101



□ Salina
□ Glu 96

Figura 26. Efeito da pentoxifílina em ratos com lesão hipocampal 
induzida por glutamato, no teste do Labirinto em T elevado. Os animais foram 
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal e imediatamente 
tratados com pentoxifílina (ptx: 50, 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo 
controle e ptxlOO e 200 mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. 
Quarenta e oito horas após o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados 
estão expressos como média ± EPM do tempo de latência de saída do braço fechado 
do aparelho . O número de animais por grupo variou de 9 a 27. a: vs salina (treino), 
b: vs glu (treino), c: vs pent 100 (treino), d: vs pentlOO + glu (treino), e: vs pent 200 
+ glu (treino), f: vs glu (esquiva 1), g: vs glu (esquiva 2), h: vs glu (esquiva 3). 
Treinos: teste de Friedmann; Esquivas: teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, 
p<0,05.
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grupo com glu (ptx50 + glu: 255,38 ± 30,36s, Mann-Whitney, U-11,00 p<0,001 e 

ptx200 + glu: 163,48 ± 33,89, Mann-Whitney, U-32,00 p<0,013. Na memória tardia, 

foi também observada uma diferença significativa entre os diversos grupos 

(Kruskal-Wallis, KW-35,152, p< 0,0001). Assim foi verificado, um dano na 

memória no grupo tratado com glutamato comparado com salina e uma melhora 

após o tratamento com pentoxifílina quando comparado com glutamato (salina: 

252,57 ± 31,77s; glu: 29,39s ± 14,55s; ptx50 + glu: 300 ± 0,00s, Mann-Whitney, U- 

0,00, p<0,0001; ptxlOO + glu: 176,67 ± 34,32s; ptx200 + glu: 221,19 ± 35,41s, 

Mann-Whitney, U-25,00, p<0,0043). Estes dados indicam que a droga foi eficaz em 

reverter ou proteger os animais da lesão pelo glutamato (Figura 27).

10. EFEITO DA PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO 

HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO NO TESTE 

DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS

No teste do labirinto aquático observamos uma melhora significativa 

(ANOVA-medidas repetidas) no aprendizado após os 12 treinos, nos grupos tratados 

com pentoxifílina sozinha ou em associação com glutamato (96ug) (ptxlOO (n- 9): 

Tl- 54,00 ± 0,00s; T2- 52,2 ± l,44s; T3- 40,23 ± 6,98s; T4- 30,21 ± 7,58s; T5- 

28,74 ± 8,25s; T6- 29,78 ± 7,73s; T7- 41,07 ± 6,56s; T8- 41,19 ± 6,65s; T9- 29,00 ± 

7,71s; T10- 28,59 ± 6,95s; Tll- 26,74 ± 7,34s; T12- 24,01 ± 6,19s, x2(ll)= 30,795, 

p< 0,0012; ptx200 (n- 8): Tl- 46,82 ± 4,01s; T2- 36,72 ± 8,5ls; T3- 16,61 ± 6,13s; 

T4- 25,41 ± 7,17s; T5- 26,02 ± 5,97s; T6- 21,20 ± 6,78s; T7- 44,25 ± 4,94s; T8- 

22,59 ± 7,79s; T9- 23,52 ± 7,07s; T10- 24,71 ± 7,39s; Tll- 26,35 ± 5,98s; T12- 

15,50 ± 5,19s, x2(ll)= 22,38, p< 0,0216; ptxlOO + glu (n- 11): Tl- 54,00 ± 0,00s; 

T2- 49,84 ± 2,98s; T3- 47,38 ± 10,64s; T4- 42,14 ± 4,91s; T5- 30,54 ± 6,91s; T6- 

33,43 ± 6,36s; T7- 49,37 ± 3,17s; T8- 33,83 ± 7,08s; T9- 28,93 ± 7,30s; T10- 27,34 ±
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□ Salina
□ glu 96

Figura 27. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por 
glutamato, no teste da Esquiva Passiva . Os animais foram lesados com glutamato (96 
pg/2,4 pL) na região hipocampal e imediatamente, tratados com pentoxifilina (ptx: 50, 100 
ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo controle, ptxlOO e 200 mg/kg foram injetadi 
salina (2,4 pJL) intrahipocampal. Setenta e duas horas após o tratamento com ptx foi 
realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± EPM do tempo de latência 
de entrada no lado escuro do aparelho. O número de animais por grupo variou de 6 a 21. a: 
a: vs salina (tremo), b: ptxlOO (treino), c: vs ptx50 + glu (treino), d: vs ptxlOO + glu (treino 
), e: vs ptx200 + glu (treino), f: vs salina (memória recente), g: vs glu (memória recente) , 
h: vs salina (memória tardia), i: vs glu (memória tardia), p<0,02, teste de Kruskal-Wallis e 
Mann- Whitney,.
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6,78s; Tll- 21,86 ± 6,83s; T12- 24,67 ± 6,24s, x2(ll)= 37,5, p< 0,0001, ptx200 + 

glu (n- 11):T1- 54,00 ± 0,00; T2- 48,45 ± 3,96; T3- 40,74 ± 5,19; T4- 30,38 ± 6,36; 

T5- 23,22 ± 5,24; T6- 38,04 ± 6,06; T7- 24,55 ± 5,54; T8- 26,17 ± 4,87; T9- 22,48 ± 

6,69; TIO- 24,43 ± 6,10; Tll- 20,49 ± 4,58; T12- 19,31 ± 5,01, y2(l 1)= 44,797, p< 

0,0001). Todos os grupos apresentaram um desempenho semelhante no final dos 

treinos (T12, p >0,05) (Figura 28). Entretanto, quando a retenção do aprendizado foi 

testada 48 horas após o último tremo, foi observada uma diferença significativa 

entre os grupos (Kruskal-Wallis, KW- 12,982, p< 0,024). O tempo médio de latência 

para alcancar o local onde se localizava a plataforma foi: salina: 10,95 ± 3,56s; glu: 

26,89 ± 3,97s; ptxl 00:18,13 ± 5,21s; ptx200: 18,30 ± 4,3 ls; ptxlOO + glu:28,04 ± 

6,69s.e ptxlOO + glu: 12,96 ± l,84s (Figura 29). Estes resultados mostram um dano 

significativo (Mann-Whitney, p<0,04) na retenção da memória observado no grupo 

tratado apenas com glutamato em relação ao grupo controle (salina), que foi 

revertido por altas doses de pentoxifilina (ptx200 + glu). Nenhuma diferença foi 

observada no número de travessias entres os grupos (salina: 11,65 ± 0,69; glu: 

10,50 ± 1,86; ptxlOO: 9,30 ± 1,19; ptx200: 7,75 ± 0,82; ptxlOO + glu: 10,10 ± 1,2; 

ptxlOO + glu: 9,45 ± 1,21) (Figura 30).

11. AÇÃO DO GLUTAMATO E PENTOXIFÍLINA SOBRE OS NÍVEIS 

DE AMPc NO HIPOCAMPO DE RATOS

A lesão hipocampal por glutamato (96pg) reduziu signifícativarnente os 

níveis de AMPc (p<0,0001) no hipocampo (0,1867 pmol/mg proteína) e o efeito foi 

revertido pelo tratamento com pentoxifílina (100 e 200 mg/kg), de urna maneira 

dose-dependente (0,3767 e 1,060 pmol/mg proteína, respectivamente). Na dose mais 

alta, os níveis de AMPc foram semelhantes ao do grupo controle ou do grupo tratado 

somente com pentoxifilina 100 mg/kg (0,968 e 1,170 pmol/mg de proteína, 

respectivamente (p<0,01, one-way ANOVA, teste de Tukey-Kramer) (Tabela 4).
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Treino
Figura 28. Efeito da pentoxifílina em ratos com lesão hipocampal induzida por 

glutamato, no teste do Labirinto aquático de Morris- Aprendizagem. Os animais foram 
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal e imediatamente tratados com 
pentoxifílina (ptx: 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo controle e ptxlOO e 200 
mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) na região hipocampal. Vinte e quatro horas após 
o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do tempo de latência gasto pelo animais para alcançar a plataforma submersa, durante 
os 12 treinos a que foram submetidos. O número de animais por grupo variou de 8 a 19. * 
vs Treino 1, p<0,05 (teste de Friedniann e ANOVA-medidas repetidas).
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da em ratos com lesão hipocampal comFigura 29. Efeito
glutamato, no teste do Labirinto aquático de Morris- Retenção. Os animais foram 
lesados com glutamato (96 p.g/2,4 p.L) na região hipocampal e imediatamente após, tratados 
com pentoxifilina (ptx: 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo controle e ptxlOO e 
200 mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. 10 dias após o tratamento 
com ptx foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± EPM do tempo 
de latência gasto pelo animais para alcançar o local onde se encontrava a plataforma 
submersa, 48 horas após o último treino. O número de animais por grupo variou de 8 a 19. 
a vs salina, b vs Glu, p<0,04 (teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).

pentoxifilina
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+ Glu
Figura 30. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por 

glutamato, no teste do Labirinto aquático de Morris- N2 de quadrantes atravessados. 
Os animais foram lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal e 
imediatamente tratados com pentoxifilina (ptx: 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo 
controle e ptxlOO e 200 mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. 10 
dias após o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como 
média ± EPM do número de quadrantes atravessados pelos animais em 1 minuto, realizado 
48 horas após o último treino. O número de animais por grupo variou de 8 a 19.
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Tabela 4. Concentração ue AMPC ern hornogento de hipocampo de ratos 

lesados com glutamato e tratados com pentoxifílina

Os resultados estão expressos com média ± EPM. A pentoxifílina foi administrada 
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente após a lesão hipocampal 
induzida por glutamato e sacrificados após uma semana. 3 vs salina, b vs glutamato 
(p<0,01, ANOVA e teste de Tukey-Kramer).

Tratamento Dose AMPc (pmol/mg proteína)

Salina — 0,968 ±0,19

Glutamato 96pg 0,186 ± 0,09a

Pentoxifílina lOOmg/kg 1,170 ±0,17

Ptx + Glu 1 OOmg/kg + 96pg 0,376 ± 0,08

200mg/kg + 96ug 1,060 ± 0,19b
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12. AÇÃO DO GLUTAMATO E DA PENTOXIFILINA SOBRE O 
NÚMERO DE RECEPTORES MUSCARÍNICOS (Ml + M2) 
NO HOMOGENATO DE HIPOCAMPO DE RATOS

Os animais foram sacrificados uma semana após o tratamento com 

pentoxifilina paia a determinação do número de receptores muscarínicos pela 

técnica de binding. Não foi observada diferença significativa entre os grupos, apesar 

de notarmos uma tendência à diminuição após lesão com glutamato (salina (n-4): 

241,45 ± 11,68; glu96 (n-8): 217,63 ± 27,56 finoles/mg de proteína) e um retomo 

aos níveis normais aós tratamento com pentoxifilina (lOOmg/kg) (ptx + glu (n-6): 

255,51 ± 29,47 fmoles/mg de proteína). O número de receptores, embora não 

significativo, foi maior nos animais não lesados e tratados com pentoxifilina (ptx (n- 

5): 283,58 ± 50,02 finoles/mg de proteína (Tabela 5). Em outro grupo de 

experimentos os animais (n-6) não foram submetidos à estereotaxia e lesão com 

glutamato, somente ao tratamento com pentoxifilina (50 e lOOmg/kg) durante seis 

dias e sacrificados 15 minutos após o último tratamento, nesta condição 

experimental foi observado uma diminuição significativa (ANOVA- F(2,14)- 3,879) 

no número de receptores (salina: 181,71 ± 14,28; ptxSO: 137,50 ± 13,77; ptxlOO: 

132,74 ± 11,80 fmoles/mg de proteína, p<0,05, teste de Tukey-Kramer), 

provavelmente por downregulation, o que não foi observado nos aninais do grupo 

anterior, que foram lesados e não estavam mais sob a influência do tratamento com 

pentoxifilina (Figura 31).
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Tabela 5. Efeito do glutamato e pentoxifilina sobre o número de receptores 
muscarínicos (Ml + M2) em homogenato de hipocampo de ratos

Tratamento 3H-NMS binding

(fmoi/mg de proteína)

Salina 241,45 ± 11,68 (4)

Glutamato 96pg 217,63 ±27,56 (8)

Pentoxifilina lOOmg/kg + Glu96pg 255,51 ±29,47 (6)

Pentoxifilina 1 OOmg/kg 283,58 ± 50,02 (5)

Os animais foram lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal e 
imediatamente tratados com pentoxifilina (ptx: lOOmg/kg, i.p.) durante 6 dias e 
sacrificados 7 dias após o tratamento. Os animais do grupo salina e ptxlOOmg/kg 
foram injetados com salina (2,4 pL) na região hipocampal. Os resultados estão 
expressos com média ± EPM. Os números em parênteses representam o número de 
animais por grupo.
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Figura 31. Ação da pentoxifílina sobre o número de receptores muscarínicos 
(Ml + M2) em homogenato de hipocampo de rato. A pentoxifílina foi administrada 
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias e estes sacrificados 15 minutos após o 
tratamento. Os resultados estão expressos com média ± EPM (n-6). * vs salina (p<0,05, 
ANOVA e teste de Tukey-Kramer)
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13. A PENTOXIFILINA POTÊNCIA OS TREMORES 

INDUZIDOS PELA OXOTREMORINA EM 

CAMUNDONGOS

A figura 32 mostra os efeitos da pentoxifilina (ptx- 25, 50 e lOOmg/kg, 

i.p.) nos tremores induzidos pela oxotremorina (oxo 0,3mg/kg). A oxo (n-15) 

induziu leves tremores com uma média de escores em 30 minutos de 1,53 ± 

0,34 demores, a ptx potenciou a intensidade dos demores induzidos pela oxo 

ue uma maneira dose dependente, como demonstrado pelo aumento do 

número de escores (Kruskal-Wallis, KW-47,346, p< 0,0001) (oxo (n-15): 1,53 

± 0,33; ptx25 + oxo (n-10): 2,40 ± 0,62; ptx50 + oxo (n-10): 5,30 ± 1,23; 

ptxlOO + oxo (n-19): 8,47 ± 0,61 escores/30min), p<0,01, ptx 50 e 100 + oxo 

vs oxo, Mann-Whitney. Em outro grupo de experimentos foi feito um 

datamento prévio com atropina (lOmg/kg, i.p.), para bloquear os efeitos da 

ptx, neste caso foram observados uma inibição completa dos demores, 

evidenciando um efeito muscarínico central da ptx (atropina + ptxlOO + oxo- 

0,00 ± 0,00 escores/30min) (p<0,001, ptxlOO + oxo vs atropina + ptxlOO + 

oxo, teste de Mann-Whitney).

14. EFEITO DO GLUTAMATO E DA PENTOXIFILINA SOBRE 
A FORMAÇÃO DE MALONILDIALDEÍDO EM 
HOMOGENATO DE HIPOCAMPO DE RATO

Não foi detectada diferença na formação de peróxidos lipídicos, nos 

animais lesados com glutamato e tratados com pentoxifilina na dose de 

lOOmg/kg (salina (n-4) - 27,01 ± 2,13; glu 96pg (n-5)- 24,19 ± 2,76; ptxlOO + 

glu (n-5)- 27,74 ± 0,74; ptxlOO (n-5)- 27,75 ± 2,10 nmoles/g de tecido) 

(Tabela 6).
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Oxo ptx25 ptx50 ptxlOO atro + ptxlOO

+ Oxo
Figura 32. A pentoxifilina potência os tremores induzidos pela 

oxotremorina em camundongos. Os animais foram tratados com 
pentoxifilina (ptx) nas doses de 25, 50 e lOOmg/kg, i.p., 30 minutos antes da 
injeção de oxotremorina (oxo) (0,3mg/kg), após 30 min foram contados o 
número de tremores em intervalos de 5min, durante 30 min, que foram 
medidos numa escala de escores (ver Material e Métodos). Um grupo de 
animais foi tratado com atropina (atro)(10mg/kg, i.p.) 15 min antes da injeção 
de oxotremorina. Os números representam média ± EPM do número de 
escores obtidos pelos animais no intervalo de 30min. * vs oxo, p<0,01, ** vs 
ptxlOO + oxo, p<0,001 (teste de Mann-Whitney).
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Tabela ó. Efeitos do glutamato e da pentoxifílina sobre a formação de 
malonildialdeído em homogenato de hipocampo de rato

Tratamento Malonildialdeído (nmoles/g de

tecido)

Salina 27,01 ±2,13 (4)

Glutamato 96pg 24,19 ±2,76 (5)

Pentoxifílina lOOmg/kg + Glu96pg 27,74 ± 0,74 (5)

Pentoxifílina lOOmg/kg 27,75 ±2,10 (5)

Os resultados estão expressos como média ± EPM. A pentoxifílina foi administrada 
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente após a lesão hipocampal 
com glutamato e sacrificados 7 dias após o fim do tratamento. Em parênteses, o 
número de animais por grupo.
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15. EFEITOS DO GLUTAMATO E PENTOXIFILINA SOBRE A 
PRODUÇÃO DE NITRITO/NITRATO EM HOMOGENATO 
DE HIPOCAMPO DE RATOS

Observamos um aumento nos niveis de nitrito/nitrato nos animais lesados 

com glutamato e uma reversão aos níveis do controle após o tratamento com 

pentoxifílina (salina (n-5)- 5,24 ± 0,82; glu96 (n-8)- 9,22 ± 1,20; ptxlOO + glu96 (n- 

9) - 5,98 ± 0,46; ptxlOO (n-4)- 4,72 ± 0,36gM, p<0,05, ANOVA e Tukey-Kramer) 

(Tabela 7). Os resultados demonstram que o glutamato e a pentoxifílina estimula e 

inibe, respectivamente a formação de nitrito/nitrato.

16. A CICLOPENTILADENOSINA (CPA) INIBE OS EFEITOS 

DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 

HIPOCAMPAL POR GLUTAMATO, NO TESTE DO CAMPO 

ABERTO

A ptx (lOOmg/kg) aumentou a atividade locomotora dos animais lesados com 

glutamato e o tratamento prévio com CPA na dose de iOOpg/kg, conseguiu reverter 

estes efeitos, mas não signiticativamente (Mann-Whitney, p<0,06) quando 

observados pelo número de quadrantes atravessados pelos animais (salina (n- 17)- 

14,82 ± 2,98; glu96 (n- 16): 14,63 ± 4,04; ptxlOO + salina (n- 9): 14,00 ± 3,24; 

ptxlOO + glu (n- 10): 25,40 ± 4,27; CPA100 + salina (5)- 15,00 ± 4,67; CPA100 + ptx 

+ glu (10)- 11,10 ± 4,64; CPA100 + glu (9)- 21,11 ± 4,93 quadrantes) (Figura 33).
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Tabela 7. Efeitos do glutamato e da pentoxifílina sobre a produção de 
nitrito/nitrato em homogenato de hipocampo de ratos

(p<0,05, ANOVA, teste de Tukey-Kramer)

Tratamento Nitrito/nitrato (p.M)

Salina 5,24 ± 0,82 (5)

Glutamato 96pg 9,22 ± 1,20 (8)a

Pentoxifílina lOOmg/kg + Glu96ug 5,98 ± 0,46 (9)b

Pentoxifílina lOOmg/kg 4,72 ± 0,36 (4)

Os resultados estão expressos como média ± EPM. A pentoxifílina foi administrada 
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente após a lesão hipocampal 
com glutamato e sacrificados 7 dias após o fim do tratamento. Os números em 
parênteses representam o número de animais por grupo? vs salina, b vs glutamato
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Figura 33. A ciclopentiladenosina (CPA) reverte os efeitos da 
pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste 
do campo aberto. Os animais foram injetados com CPA 100p.g/kg, i.p., 15 minutos 
antes do tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p.) em seguida lesados com 
glutamato (96 y.g/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo controle, 
CPA100, e ptxlOO foram injetados com salina (2,4 p.L) intrahipocampal. Sete dias 
após o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do número de quadrantes atravessados pelo animal em 3 minutos. O número 
de animais por grupo variou de 9 a 16. a vs glu, b vs ptx + glu, p<0,05, teste de 
Mann-Whitney.
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17. A CICLOPENTIL ADENOSINA (CPA) NÃO REVERTE OS 
EFEITOS DA PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO, NO TESTE DO 
LABIRINTO EM T ELEVADO

Como demonstrado anteriormente, a pentoxifílina (ptx) protegeu os animais 

lesados com glutamato dos déficits de memória induzidos pelo glutamato neste teste. 

Com o objetivo de estudar o mecanismo desta ação resolvemos investigar uma 

possível ação a nível do receptor da adenosina (Al), já que está demonstrado ser a 

ptx um antagonista deste receptor. Usamos um agonista do receptor da adenosina do 

subtipo Al, a ciclopentiladenosina (CPA), 15 minutos antes do tratamento com ptx 

(lOOmg/kg, i.p., dose única), e após este período o animal foi submetido à lesão 

intrahipocampal com glutamato. Uma semana após a cirurgia foram realizados os 

testes de memória. Observamos que a CPA iOOug/kg, i.p. não reverteu 

significativamente os efeitos da ptx, apesar de diminuir seu efeito, na esquiva 2, 

além de mostrar uma ação per si protegendo os animais dos déficits de memória, 

resultados porém não significativos, quando observados na esquiva 2 (salina (n- 

27): 227,57 ± 22,09s; glu96 (n- 18): 164,90 ± 31,38s; ptxlOO (n- 9): 300,00 ± 0,00s; 

ptxlOO + glu (n- 10): 266,00 ± 28,85s; CPA100 + ptx + glu (10): 196,45 ± 42,82s; 

CPA100 + glu (9): 215,72 ± 43,09s, CPA100 + salina (7): 266,00 ± 33,29s) quanto 

na esquiva 3 (salina (n- 27): 188,12 ± 26,66s; glu96 (n- 18): 144,76 ± 33,73s; 

ptxlOO + glu (n- 10): 212,79 ± 44,41s; CPA100 + ptx + glu (10): 256,00 ± 29,41s; 

CPA100 + glu (9): 252,44 ± 30,15s; CPA100 + salina (7): 258,14 ± 38,01s) (Figura 

34).
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ptx
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ptx + glu
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Figura 34. A ciclopentiladenosina (CPA) não reverte os efeitos da 
pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste 
do Labirinto em T elevado. Os animais foram injetados com CPA lOOpg/kg, i.p., 
15 minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p.) e em seguida 
lesados com glutamato (96 p.g/2,4 p.L) na região hipocampal. Os animais do grupo 
controle, ptxlOO e CPA lOOpg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) 
intrahipocampal. Oito dias após o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os 
resultados estão expressos como média ± EPM do tempo de latência de saída do 
braço fechado do aparelho. O número de animais por grupo variou de 7 a 27.
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18. A CICLOPENTILADENOSINA (CPA) NÃO REVERTE OS 
EFEITOS DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO, NO TESTE DA 
ESQUIVA PASSIVA

Também neste teste não foi observado uma inibição pela CPA dos efeitos da 

pentoxifilina (ptx), ao contrário, este efeito foi aumentado, na memória recente 

(salina (n- 7): 200,43 ± 52,09s; glu96 (n- 12): 64,58 ± 31,92s; ptxlOO (n- 9): 112,00 

+ 47,29s; ptxlOO + glu (n- 10): 134,50 ± 43,89s; CPA100 + ptx + glu (10): 250,57 

± 33,44s; CPA100 + glu (9): 88,74 ± 35,59s; CPA100 + salina (7): 56,47 ± 13,98) ( 

ptxlOO + glu vs CPA + ptxlOO + glu, Mann-Whitney, MW-23,00, p<0,04). Além 

disso a CPA mostrou um efeito protetor significativo (Mann-Whitney, MW-24,00, 

p<0,034) contra os danos na retenção da memória nos animais lesados pelo 

glutamato, observados na memória tardia (salina (n- 7): 252,57 ± 31,78s; glu96 (n- 

12): 29,92 ± 14,54s; ptxlOO (n- 9): 300,00 ± 0,00s; ptxlOO + glu (n- 12): 125,25 ± 

36,1 ls; CPA100 + ptx + glu (10): 214,87 ± 40,04s; CPA100 + glu (9): 174,26 ± 

49,72s; CPA100 + salina (7): 257,40 ±42,60) (Figura 35).

19. A CICLOPENTILADENOSINA (CPA) NÃO REVERTE OS 
EFEITOS DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE 
DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS

Neste teste, a ptx na dose de lOOmg/kg não conseguiu reverter o dano na 

aquisição da memória induzido pelo glutamato, como nos outros testes a CPA estava 

mostrando um efeito de melhorar os danos de memória, usamos esta dose para 

observarmos um efeito potenciador ou aditivo. Observamos que a CPA (lOOug/kg, 

*p) não conseguiu aumentar o efeito da ptx e também não demonstrou um efeito 

per si, quando observamos a retenção da memória 48 horas após o treinamento 

(salina (n- 14): 10,95 ± 3,56s; giu96 (n- 19): 26,89 ± 3,97s; ptxlOO (n- 9): 23,13 ± 

6,38s; ptxlOO + glu (n- 10): 29,54 ± 6,93s; CPA100 + ptx + glu (10): 26,95 ± 6,13s
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Figura 35. Ciclopentiladenosina (CPA) nâo reverte os efeitos da 
pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste 
da Esquiva Passiva. Os animais foram injetados com CPA lOOpg/kg, i.p.) 15 
minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p.) e em seguida 
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo 
controle, ptxlOO e CPA lOOpg/kg foram injetados com salina (2,4 p.L) na região 
hipocampal. Nove dias após o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estão 
expressos como média ± EPM do tempo de latência de entrada no lado escuro do 
aparelho . O número de animais por grupo variou de 7 a 12. a vs salina (mem. 
recente), b vs glu (mem. recente), c vs salina (mem. tardia), d vs glu (mem. tardia), e 
vs ptx + glu (mem. recente), p< 0,03, teste de Mann-Whitney.
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CPA100 + glu (6)- 34,85 ± 6,77s; CPA100 + salina (5)- 15,00 ± 4,67s) (Figura 36).

20. A TALIDOMIDA NÃO POTÊNCIA OS EFEITOS DA 
PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE 
DO CAMPO ABERTO

A talidomida (tali) (lOmg/kg, i.p.) foi usada neste grupo de experimentos 

com o objetivo de investigar o mecanismo de ação da ptx, a talidomida é um 

inibidor da síntese de TNF-a e como a ptx também atua na inibição da síntese desta 

citocina pró-inflamatória. Neste experimento foi investigada uma possível ação 

potenciadora da ação da ptx neste modelo de atividade locomotora. A ptx 

(lOOmg/kg) aumentou a atividade locomotora dos animais lesados com glutamato e 

o tratamento prévio com tali na dose de lOmg/kg, não potenciou os efeitos da ptx, 

quando observados pelo número de quadrantes atravessados pelos animais, mas 

demonstrou uma ação idêntica à ptx, aumentando a atividade locomotora quando 

comparados com o grupo tratado com glutamato (Mann-Whitney U- 37,500, p< 

0,04) (salina (n- 17): 14,82 ± 2,59; glu96 (n- 16): 14,63 ± 4,04; ptxlOO + glu (n- 

16): 24,81 ± 4,00; taiilO + salina (7): 19,57 ± 3,99; talilO + ptx + glu (9): 21,56 ± 

6,47; talilO + glu (10): 28,50 ± 5,95 quadrantes) (Figura 37).

21. A TALIDOMIDA REVERTE OS EFEITOS DA 
PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO HIPOCAMPAL 
INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE DO 
LABIRINTO EM T ELEVADO

Como demonstrado anteriormente, a pentoxifílina (ptx) protegeu os animais 

lesados com glutamato dos déficits de memória induzidos pelo glutamato neste teste. 

Observamos que a talidomida (lOmg/kg) (talilO + ptx + glu) reverteu os efeitos da 

ptx, na esquiva 3, comparando-se com o grupo ptx + glu (teste de Mann-Whitney,
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+ Glu
Figura 36. A ciclopentiladenosina (CPA) não reverte os efeitos da 

pentoxifilina em ratos com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste 
do Labirinto Aquático de Morris- Retenção. Os animais foram injetados com 
CPA 100jig/kg, i.p. 15 minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx 
lOOmg/kg, i.p.) e em seguida lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região 
hipocampal. Os animais do grupo controle, ptxlOO e CPA 100 foram injetados com 
salina (2,4 pL) intrahipocampal. Dez dias após o tratamento foi realizado o teste. Os 
resultados estão expressos como média ± EPM do tempo gasto pelo animal para 
encontrar o local onde estava a plataforma submersa. O número de animais por 
grupo variou de 6 a 21. a vs salina, p<0,03, teste de Mann-Whitney.
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+ Glu

Figura 37. A talidomida não potência os efeitos da pentoxifilina em ratos 
com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste do campo aberto. Os 
animais foram injetados com talidomida (tali) lOpg/kg, i.p., 15 minutos antes do 
tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p.) e em seguida lesados com 
glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo controle, 
tali 10, e ptxlOO foram injetados com salina (2,4 pL) na região hipocampal. Sete dias 
após o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± 
EPM do número de quadrantes atravessados pelo animal em 3 minutos. O número 
de animais por grupo variou de 7 a 16. * vs glu, p<0,04 (teste de Mann-Whitney)
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Mann-Whitney, MW-18,50, p< 0,028), (Esquiva 2- salina (n- 27): 227,57 ± 22,09s; 

glu96 (n- 18): 164,90 ± 31,38s; ptxlOO + glu (n- 10): 266,00 ± 28,85s; talilO + ptx 

+ glu(9): 180,11 ± 47,75s; talilO + glu (9); 139,30 ± 44,43s; talilO + salina (7): 

185,14 ± 54,18s; Esquiva 3 (salina (n- 27): 188,12 ± 26,66s; glu96 (n- 18): 144,76 ± 

33,73s; ptxlOO + glu (n- 10): 212,79 ± 44,41s; talilO + ptx + glu (9): 47,74 ± 

31,98s; talilO + glu (10): 104,08 ± 42,84s; talilO + salina (7): 115,29 ± 41,62s) 

(Figura 38).

22. A TALIDOMIDA NÃO REVERTE OS EFEITOS DA 
PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO HIPOCAMPAL 
INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE DA ESQUIVA 
PASSIVA

Também neste teste foi observado uma inibição não significativa, pela 

talidomida (tali), dos efeitos da pentoxifílina (ptx), na memória recente (salina (n- 

7): 200,43 ± 52,09s; glu96 (n- 12): 64,58 ± 31,92s; ptxlOO + glu (n- 10): 134,50 ± 

43,89s; talilO + ptx + glu (9): 55,06 ± 31,49s; talilO + glu (10): 110,81 ± 42,49s; 

talilO + salina (8): 111,88 ± 42,41s, não demonstrando efeito na memória tardia 

(salina (n- 7): 252,57 ± 3 l,78s; glu96 (n- 12): 29,92 ± 14,54s; ptxlOO + glu (n- 12): 

125,25 ± 36,1 ls; talilO + ptx + glu (9): 117,90 ± 40,79s; talilO + glu (10): 109,06 ± 

36,76s); talilO + salina (8): 229,13 ±30,15s (Figura 39).

23. A TALIDOMIDA NÃO POTÊNCIA OS EFEITOS DA 
PENTOXIFÍLINA EM RATOS COM LESÃO 
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE 
DO LABIRINTO AQUÁTICO DE MORRIS

Neste teste, a ptx usada na dose de lOOmg/kg não conseguiu reverter o dano 

na aquisição da memória induzido pelo glutamato. Resolvemos então usar a 

talidomida uma droga que à semelhança da ptx é um inibidor da produção de TNF- 

«, a fim de observarmos um efeito de potencialização ou de adição. Observamos que
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400-,

Figura 38. A talidomida reverte os efeitos da pentoxifilina em ratos com 
lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste do Labirinto em T elevado. 
Os animais foram injetados com talidomida (tali) lOpg/kg, i.p., 15 minutos antes do 
tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p.) e em seguida lesados com 
glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo controle, 
tali 10, e ptxlOO foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. Oito dias após 
o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como média ± EPM 
do tempo de latência de saída do braço fechado do aparelho. O número de animais 
por grupo variou de 7 a 27., a vs glu (esquiva 2), b vs glu (esquiva 3), c vs ptx + glu 
(esquiva 3), p<0,02, teste de Mann-Whitney.

127



400

Figura 39. A talidomida não reverte os efeitos da pentoxifilina em ratos 
com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste da esquiva passiva. Os 
animais foram injetados com talidomida (tali lOmg/kg, i.p.). 15 minutos antes do 
tratamento com pentoxifilina (ptx lOOmg/kg, i.p. e em seguida lesados com 
glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo controle, 
ptxlOO e talilOmg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. Nove 
dias após o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estão expressos como 
média ± EPM do tempo de latência de entrada no lado escuro do aparelho. O 
número de animais por grupo variou de 7 a 12. a vs salina (memória recente), b vs 
salina (memória tardia), c vs glu (memória tardia), p<0,05, teste de Mann-Whitney. 
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a talidomida não conseguiu aumentai- o efeito da ptx e também demonstrou um 

efeito per si, quando observamos a retenção da memória 48 horas após o 

treinamento (salina (n- 14): 10,95 ± 3,56s; glu96 (n- 19): 26,89 ± 3,97s; ptxlOO (n- 

9): 23,13 ± 6,38s; ptxlOO + glu (n- 10): 29,54 ± 6,93s; talilO + ptx + glu (9): 26,74 

+ 6,4ls; talilO + glu (10): 41,44 ± 5,45s (Figura 40).

24. INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE 

PELA PENTOXIFÍLINA in vitro

A pentoxifílina (ptx) na concentração de 50 e 100 uM inibiu a atividade da 

acetilcolinesterase, de maneira dose-dependente (18 e 33% respectivamente), 

quando incubada na presença de homogenato de hipocampo de rato (controle (n-8): 

42,38 ± 5,37, ptxSO (n-5): 34,99 ± 2,16, ptxlOO (n-10): 28,39 ± 2,72 nmoles/mg de 

tecido/min) (ANOVA, F(2,20)- 3,66, p< 0,04 e teste de Tukey-Kramer, p<0,05 

controle vs glulOO) (Figura 41).
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Figura 40. A talidomida não potência os efeitos da pentoxifilina em ratos 
com lesão hipocampal induzida por glutamato, no teste do Labirinto Aquático 
de Morris-Retenção. Os animais foram injetados com talidomida ÍOmg/kg, i.p. 15 
minutos antes do tratamento com pentoxifílina (ptx lOOmg/kg, i.p.) e em seguida, 
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na região hipocampal. Os animais do grupo 
controle, ptxlOO e talilO foram injetados com salina (2,4 pL) na região hipocampal. 
Dez dias após o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estão 
expressos como média ± EPM do tempo gasto pelo animal para encontrar o local 
onde estava a plataforma submersa. O número de animais por grupo variou de 9 a 
21. * vs Glu, p<0,05, teste de Mann-Whitney.
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Figura 41. Inibição da atividade da acetilcolinesterase (AChE) pela 
pentoxifilina. A pentoxifilina (ptx) na concentração de 50 e 100 pM foi incubada 
durante 30 min. na presença de homogenato a 10% de hipocampo de rato. Os 
números representam média ± EPM da atividade da acetilcolinesterase por minuto, o 
número de determinações variou de 5 a 10. * vs controle, p<0,05, teste de Tukey- 
Kramer.
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V- D9SQUSSÂO



IV- DISCUSSÃO

A exposição de células nervosas a altas concentrações de aininoácidos 

excitatórios (AAE) tais como, glutamato e aspartato, leva à degeneração neuronal e 

à morte (Choi el al., 1987; Manev el al., 1989). Estudos pioneiros de Olney e cols 

(1971) mostraram que as propriedades neurotóxicas destes AAE estão relacionados 

as habilidades destes compostos em causar despolarização de neurônios e sugerem 

que a morte neuronal ocorre como consequência da superexcitação (Olney, 1971; 

Rothman & Olney, 1987). E sabido que os AAE interagem com no mínimo dois 

tipos de receptores. No primeiro grupo, os receptores estão acoplados a canais 

iônicos (ionotrópicos), sendo representados pelo NMDA e AMPA/cainato, enquanto 

o segundo grupo é constituído pelos chamados receptores metabotrópicos, acoplados 

à produção dos segundos mensageiros D AG e 1P3. Os agonistas dos receptores 

ionotrópicos podem ocasionar- degeneração neuronal in vivo e in vitro (Coyle & 

Schwarrcz, 1976; Choi el al., 1987; Koh c/ #/., 1990).

As características citopatológicas do dano observado após a exposição aos 

AAE se assemelha às mudanças neuropatológicas que se seguem após a isquemia 

cerebral (Brown & Brierly, 1972; Simon el al., 1984; Van Reemps, 1984) ou 

atividade convulsiva prolongada (Evans eZ ízZ., 1984). Além disso, estudos de 

microdiálise demonstraram que durante a isquemia cerebral (Benveniste et al., 1984; 

Butcher el al., 1990; Baker el al., 1991), hipoglicemia (Sandberg el al., 1986) e 

trauma cerebral (Faden et al., 1989), as concentrações extracelulares de glutamato 

estão muito aumentadas, alcançando níveis comparáveis àqueles observados após a 

adrcão de glutamato em concentração neurotóxica para culturas de células (Choi ei 

al-, 1987). Corno vários estudos mostram que antagonistas dos receptores NMDA e 

não NMDA protegem contra o dano neuronal associado com estas condições 

neuropatológicas (Bullock et al., 1990; Swan & Meldrum, 1990; Gill et al., 1992), 
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foi sugerido que este tipo de dano ocorre através da superestimulação destes 
receptores.

Vários mecanismos podem ser responsáveis pelo aumento nas concentrações 

extracelulares de glutamato e aspartato durante a isquemia. Um fator pode ser a 

despolarização exagerada induzida pela liberação destes aminoácidos do terminal 

sináptico, consequente ao aumento do potássio externo observado durante a 

isquemia (Astrup et al., 1977; Attwell et al., 1993). Outra possibilidade é o acúmulo 

no espaço extracelular dos AAE, devido a danos no sistema de recaptação dos 

mesmos (Fonnum, 1984; Nicholls & Attwell, 1990), como consequência da falência 

energética que acompanha a isquemia (Puksinelli & Duffy, 1983). Contudo alguns 

autores mostraram que a inibição do sistema de transporte não é suficiente paia 

causai’ dano neuronal (Massieu et al., 1995), o que contradiz este último mecanismo.

Evidências demonstram que o dano cerebral associado com a anóxia, trauma, 

derrame e talvez algumas doenças neurodegenerativas como a Coréia de Huntigton, 

podem ser parcialmente mediados por um aumento sustentado no nível de cálcio 

citosólico causado por uma ativação excessiva dos receptores do glutamato 

(Rothman & Olney, 1987; Choi, 1988; Sweeney et al., 1995; Kristian & Siesjo, 

1996; Velazquez ez a/., 1997). No mínimo dois eventos têm papel nesta 

neurotoxicidade, o primeiro é um edema agudo das células causada pela 

despolarização com entrada de Na+, Cl’ e água, que é reversível se o glutamato for 

removido (Choi, 1987).

O segundo evento (talvez o mais significante para a extensão da 

neurotoxicidade à tecidos perifocais a área da anóxia) é caracterizado pela 

ocorrência de uma lenta degeneração neuronal, que dependendo da concentração e 

do tempo de exposição pode ser resistente aos antagonistas não competitivos dos 

receptores dos AAE (Kemp et al., 1987) ou à retirada do glutamato (Choi, 1987). 

Este segundo evento é absolutamente dependente dos níveis da cálcio citosólico 
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livre e não necessita ser precedido por edema (Benveniste et al., 1988). Além disso, 

durante a isquemia, a entrada de cálcio via receptor NMDA contribue para o 

aumento imediato na cálcio citosólico e aproximadamente 50% do aumento 

sustentado na concentração de cálcio intracelular é atribuído à entrada de Na+ e 

subsequente liberação da mitocôndria, via sistema de troca 2Na+-Ca2+ (Zhang & 
Lipton, 1999).

Alguns autores demonstraram que a exposição de neurônios em cultura ao 

glutamato, aumenta o influxo de cálcio e aciona a ativação da proteína quinase C 

(PKC) e a translocação desta do citosol para a membrana neuronal (Wroblewski et 

al., 1987; Vaccarino et al., 1987). Inibidores da PKC, tais como os gângliosídios, 

inibem a ativação do receptor do glutamato e a translocação da PKC (por um 

mecanismo que não envolve o bloqueio direto da abertura dos canais de cálcio 

regulado pelo glutamato), protegendo os neurônios da morte neuronal induzida pelo 

glutamato e cainato (Favaron et al., 1988). Alguns autores sugerem que a 

manuntenção do cálcio citosólico livre que persiste após a remoção do glutamato, é 

devido a abertura de canais de cálcio preexistentes ou à fosforilação de calciosomas 

levando ao decréscimo na eficiência da capacidade de tamponar o cálcio (Volpe et 
al., 1988).

Nosso trabalho objetivou induzir' uma lesão hipocampal excitotóxica com 

glutamato, através da injeção estereotáxica direta na área, simulando uma grande 

liberação de glutamato e os eventos consequentes, como ocorrería durante uma 

hipóxia ou isquemia, só que mais localizada. Este modelo foi baseado em trabalhos 

que demonstram uma elevação das concentrações extracelulares de glutamato no 

hipocampo de ratos durante isquemia transitória (Benveniste et al., 1984) e também 

na gravidade do dano da injeção intraestnatal e mtrahipocampal de glutamato, 

NMDA e cainato (Choi, 1988; McDonald et al., 1988). Na maioria destes trabalhos 

a injeção era única e unilateral, enquanto que no nosso trabalho testamos várias 
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concentrações e tipo de aplicações (única e unilateral ou múltipla e bilateral) e 

concluímos que a injeção de 96 pg divididas em 6 injeções de cada lado do 

hipocampo, mais se adequou ao nosso objetivo de lesar o hipocampo. Com esta 

lesão queríamos promover um dano no processo de aprendizagem e memória e 

tentai’ reverter ou bloqueai’ este dano com a pentoxifilina (ptx), uma droga do grupo 

das metilxantinas, usada na claudicação intermitente e nos distúrbios isquêmicos 

vasculares periféricos.

A análise histológica mostrou dano celular a nível hipocampal nos animais 

que receberam a injeção de 96 e 192 pg (ou 200 e 400 mM) de glutamato, 

concentração esta correspondente a mais de 1000 vezes a concentração extracelular 

fisiológica, que é de aproximadamente 0,6 pM (Choi, 1988). Este autor demonstrou 

que só concentrações muito elevadas de glutamato conseguem produzir dano 

celular. No presente trabalho foram observados gliose, vacuolização citoplasmática, 

desarranjo da paliçada e picnose. Estes resultados possivelmente são devidos à 

superexcitação dos receptores dos AAE, com aumento nos níveis de cálcio 

intracelular e ativação de enzimas tais como endonucleases, proteases e óxido nítrico 

sintase, além de aumentos nas espécies reativas de nitrogênio. Cheung e cols. (1998) 

demonstraram que a exposição de cultura de neurônios à concentrações de 

glutamato em tomo de 100 a 500 pM, induziu necrose caracterizada por um rápido 

edema (<2h) e perda da condensação da cromatina e insultos moderados (<20pM), 

não produziram edema agudo em 2h. Contudo, 24 h após a injúria, foram detectados 

núcleos apoptóticos em grande número, que foram atenuados pela adição de 

cicloheximida.

Os radicais livres podem ocasionar a morte celular, danificando proteínas, 

Üpídios de membrana e DNA (Halliwell & Gutteridge, 1985). As espécies reativas 

de oxigênio (ROS) formadas durante a redução de oxigênio e sua conversão a água
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incluem, radical superóxido (O2*‘), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxil 

(OH*). Várias outras ROS são induzidas pela elevação da concentração intracelular 

de cálcio livre, que resulta em: ativação de fosfolipases, resultando na liberação de 

ácido araquidônico, que é então metabolizado pelas oxigenases (Verity, 1993); 

estimulação da conversão de xantina desidrogenase paia xantina oxidase, que gera 

02*’ (McCord, 1985) e estimulação da produção de óxido nítrico (NO), que leva à 

formação de peroxinitrito, um radical altamente destrutivo (Lipton el al., 1993). As 

ROS podem também desestabilizar a homeostase do cálcio por danificai' o transporte 

mitocondrial de elétrons, resultando na uepleção de ATP, comprometendo as 

atividades das ATPases (Nicotera el a/., 1992).

As ROS aparentemente têm um papel central na injúria 

excitotóxica/isquêmica induzida pelos AAE em cultura de células (Dykens el al., 

1987; Yamauchi el al., 1998) e isquemia in vivo (Hall el al., 1991; Lacelot el al., 

1998). Mattson e cols. (1995) demonstraram que a exposição de neurônios 

hipocampais ao glutamato resulta na acumulação de peróxidos e que antioxidantes 

suprimem a elevação de cálcio pelo glutamato. Estudos in vivo também 

demonstraram uma neuroproteção dos antioxidantes (Clifton et al., 1989). A origem 

das ROS induzidas pelo glutamato ainda é controversa. Foi sugerido que o influxo 

inicial de cálcio induz as ROS que em turno promove a elevação de [Ca2+]i. O cálcio 

pode induzir a acumulação de ROS por vários mecanismos, incluindo a estimulação 

da hidrólise de fosfoinositídios, com acumulação de ácido araquidônico, que é 

oxidado pelas oxigenases (Sanfeliu et al., 1990; Verity, 1993; Ciani et al., 1996; 

Lancelot el al., 1998); recaptação de cálcio pelas mitocôndrias, que prejudica o 

potencial de membrana (Mattson et al., 1993) e ativação da óxido nítrico sintase, 

resultando na produção de NO, que reage com 02*' para produzir peroxinitrito 

(Lipton el al., 1993; Lancelot el al., 1998) e a proteólise da xantina desidrogenase 

para produzir xantina oxidase, que cataliza a oxidação da hipoxantina ou xantina 

para ácido úrico com coincidente formação de 02*' (McCord, 1985).
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O NO é uma importante molécula mensageira envolvida no controle 

vasomotor e na homeostase vascular, com funções neuronais e imunológicas 

(Moncada & Higgs, 1993). É formado pela ativação da óxido nítrico sintase (NOS) 

que cataliza a conversão da L-arginina (utilizada como substrato) paia citrulina. 

Várias isoformas de NOS já foram purificadas e clonadas (Marletta, 1993; Bredt & 

Snyder, 1994). A isoforma neuronal, nNOS e a endotelial, eNOS, são constitutivas, 

calcio/calmodulina dependentes e produzem NO por curtos períodos em resposta a 

ativação de receptores. A isoforma presente nos macrófagos, mNOS é induzida por 

uma variedade de citocinas e uma vez expressa, sintetiza NO por longos períodos. A 

mNOS difere da neuronal e endotelial por ser cálcio independente (Nathan, 1992). A 

indução da mNOS é inibida por glicocorticóides e o NO produzido pelos 

macrófagos é uma molécula citotóxica para microrganismos e células tumorais, com 

outras consequências biológicas, tais como, vasodilatação, danos aos tecidos e 

choque séptico (Moncada & Higgs, 1993).

No SNC, o NO produzido pela isoforma neuronal em resposta a estimulação 

do receptor desenvolve várias funções como molécula mensageira (Dawson et al., 

1994), incluindo um papel importante nos processos de aprendizagem e memória 

(Bõhme et al., 1993). Entretanto, quando o NO é produzido em excesso, pode 

ocasionar a morte neuronal (Dawson & Snyder, 1994). Culturas de neurônios de 

córtex, hipocampo e caudato-putamen podem ser protegidas da neurotoxicidade pelo 

glutamato por aplicação de inibidores de NOS (Dawson et al., 1991, 1993). 

Contudo, outros trabalhos demonstram que o NO pode ser neuroprotetor, por 

downregulalion da atividade do receptor do glutamato, através da reação com 

grupos tiol no sitio redox modulatório do receptor NMDA (S-nitrosilação) (Lipton et 

al., 1993). É sabido que, enquanto baixas doses de inibidores da NOS reduz o 

volume do infarto em modelos animais de isquemia focal (Dawson & Snyder, 1994; 

Carreau et al., 1994), altas doses de inibidores da NOS exacerbam o volume do 
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infarto, provavelmente através de efeitos deletéricos sobre o fluxo sanguíneo 

cerebral (Carreau el al., 1994).

O dano ao SNC frequentemente leva à perda permanente das funções 

neurológicas. Por suportar o crescimento neuronal e o metabolismo, as células gliais 

podem ser responsáveis, em parte, pela recuperação observada após injúria do SNC 

(Silver & Sidman, 1980; Giulian, 1987). Embora astrócitos e micróglias reativas, 

além dos macrófagos residentes ou sanguíneos apareçam após um insulto ao SNC 

(Rio-Hortega, 1932; Bignami & Dabi, 1976; Giulian & Robertson, 1990; Landis, 

1994), ainda não se esclareceu como estas células influenciam a sobrevivência 

neuronal, regeneração axonal ou recuperação das funções neurológicas. Os 

astrócitos foram considerados por muito tempo como um tipo de célula que impedia 

a regeneração neuronal (Berry el al., 1983). Entretanto a maioria dos estudos in vilro 

mostram que estas células suportam o crescimento neuronal e a sobrevivência 

(Ferrara et al., 1988).

Microglia e astroglra desempenham um papel fundamental na sobrevivência 

de neurônios após o dano do SNC. Giulian e cols. (1993) mostraram que a microglia 

ativada secreta pequenas moléculas de fatores neurotóxicos (<500Da), estáveis ao 

calor e com atividade bloqueada pelos antagonistas do receptor NMDA, enquanto a 

astroglia libera proteínas (>10kDa) que promovem o crescimento neuronal. As 

proteínas liberadas das astroglias atenuam a toxicidade da microglia, sugerindo que 

diferentes populações gliais têm ações opostas sobre a sobrevivência neuronal. Os 

macrófagos secretam um número de agentes que sobre certas condições servem 

como citotoxinas (Natlian et al., 1980) e alguns destes fatores podem ser liberados 

pela microglia e agem como neurotoxinas durante o curso do trauma do SNC. Uma 

das primeiras a ser identificadas foram os ânions superóxidos (Giulian & Baker, 

1986; Colton & Gilbert, 1987). Outras moléculas liberadas pelos macrófagos agem 

como citotoxinas, tais como o fator de necrose tumoral (TNF) (Montgomery &
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Cohn, 1989), proteínas do sistema complemento (Stecher & Thorbecke, 1967), 

interferons (Dinarello & Wollf, 1978), proteases (Adams, 1980) e lipases (Khoo el 

al., 1981), peróxido de hidrogênio (Nathan & Root, 1977), NO (Liew & Cox, 1991) 

além de ânions superóxidos (Jolmston et al., 1978)

A pentoxifílina (ptx), usada neste trabalho, na dose de lOOmg/kg, apresentou 

efeito protetor no dano neuronal induzido pelo glutamato. Foi observado uma 

diminuição da lesão, com menor quantidade de células gliais, vacuolização e 

picnose. O mecanismo desta proteção local não está claro, por ser esta, uma droga 

com muitas propriedades, hemorreológicas (Accetto, 1982), vasodilatadoras 

(Baumann, 1976), inibidora da fosfodiesterase tipo IV (Stefanovich, 1978) e 

antagonista do receptor da adenosina do tipo Al. Além destas, a ptx possui também 

propriedades antiinflamatórias (Zabel, el al., 1993) e deste modo, o seu efeito pode 

ter sido multimediado. Já está demonstrado que a ptx diminue a formação e síntese 

de citocmas, tais como TNF-oc e interleucinas, como a IL-1 e IL-6 e inibe a ativação 

da nncroglia por estes compostos, além de aumentar a produção de IL-10, uma 

citocina protetora (Liang el al., 1998; Yoshikawa el al., 1999). É portanto provável 

que estes efeitos tenham contribuído paia a ação citoprotetora da ptx. Além disso 

Srnha e cols. (1995) mostraram que a supressão da produção de TNF-cc induzida por 

inibidores da fosfodiesterase, como a pentoxifílina, está positivamente 

correlacionada com o aumento nos níveis de AMPc induzidos por estas drogas.

O papel do TNF-cc na isquemia cerebral ainda é controverso, assim alguns 

autores demonstraram efeitos benéficos, enquanto outros detectaram efeitos 

danosos. Meistrell e cols. (1997) usando um modelo de isquemia focal permanente 

em ratos, em que o volume do infarto cerebral é medido após a oclusão permanente 

da carótida arterial média, observaram que a administração cortical de anticorpos 

anti-TNF-a (PI 14) e sistêmica de um inibidor da síntese de TNF-a cerebral (CN1- 

1493) reduziram significantemente o infarto e consequentemente o dano isquêinico 
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até 2h após o início da isquemia. Outros trabalhos confirmaram estes achados 

(Nawashiro el al., 1997). Feurstein e cols. (1998) demonstraram que a administração 

de TNF-a diretamente no parênquima cerebral produzia edema pericapilar e adesão 

leucocitária e quando injetado antes da isquemia, ocasionava um aumento na 

extensão do dano tecidual e déficits neurológicos. Foi demonstrado que os níveis de 

citocinas pro-inflamatórias, tais como TNF-a, estavam aumentados no corpo 

estriado e líquido cefalorraquidiano de pacientes com doença de rarkinson ( Mogi el 

aí., 1999). O mecanismo pelo qual o TNF-a induz a apoptose e células neuronais 

não está claro, estudos usando culturas de células PC 12, demonstraram que o fator 

de crescimento do nervo (NGF), mas não a insulina, protege estas células da 

apoptose induzida pelo TNF-a, indicando que o mecanismo não envolve receptores 

ligados à tirosina quinase, além disso, foi demonstrado que células PC 12 expressam 

em grande quantidade Bcl-2 (um fator anti-apoptótico), se tomavam resistentes à 

apoptose induzida pelo TNF-a e que os inibidores da protease caspase-3, inibiam a 

apoptose nestas células ( Havit & Stein, 1999).

Por outro lado, foi demonstrado também um papel benéfico para o TNF-a. 

Assim, Carlson e cols.(1998) demonstraram uma proteção pelo TNF-a contra a 

excitotoxicidade induzida pelo NMDA em cultura de células corticais. Além disso, 

foi demonstrado um aumento na produção intratecal de TNF-a em pacientes com 

demências, tipo doença de Alzheimer ou vascular e demonstraram uma correlação 

negativa entre esta citocina e os níveis de Fas/APO-1 (proteínas que expressam os 

níveis de apoptose celular) e da proteína tau, ambas considerados corno parâmetros 

relacionados ao dano cerebral. Estes autores também demonstraram que os níveis de 

Bcl-2, foi aumentado 3 vezes em sobrenadante de cultura de células neuronais 

humanas expostos ao TNF-a, fato que os levou a sugerir que o TNF-a exerce seus 

efeitos neuroprotetores por estimular- as células a expressar- a molécula Bcl-2, que 

inibe a apoptose (Tarkowski el al., 1999). Além disso, Tamatani e cols. (1999) 
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demonstraram que a neuroproteção induzida pelo TNF-cc contra os danos induzidos 

por hipóxia ou óxido nítrico, eram devidos à expressão da Bcl-2 e da Bcl-X, feita 

através da ativação do fator nuclear de transcrição NF-kappaB. Mais estudos 

deverão ser feitos paia comprovar o real papel desta citocina no dano isquêmico.

Bona e cols (1997) demonstraram que a teofilina, uma xantina, antagonista 

não seletivo do receptor da adenosina, reduziu a injúria cerebral, em um modelo de 

hipóxia/isquemia, nas doses de 20 a 60 mg/kg, sendo este efeito não dependente da 

temperatura, fluxo sanguíneo cerebral e glicose sanguínea. Um registro da amplitude 

dos potenciais evocados somatosensoriais em ratos anestesiados submetidos à 

isquemia, mostraram que a pentoxifilina e a cafeína recuperaram a amplitude que 

estava diminuída pela isquemia (Evans et al., 1999). Foi demonstrado também, que 

os antagonistas do receptor da adenosina A2A protegem os neurônios dos efeitos 

dos aminoácidos excitatórios liberados durante a isquemia cerebral (Ongim el al., 

1997). Além dos efeitos já descritos paia a pentoxifilina, já está demonstrado que 

esta droga causa um aumento do fluxo sanguíneo cerebral em áreas como o córtex 

frontal, hipocampo e núcleo caudato pela ptx, o que contribue para a eliminação 

mais rápida do glutamato e diminuição dos efeitos danosos na área lesada (Izumo et 

al., 1999).

Uma elevação nas concentrações cerebrais de adenosina são observadas 

durante a hipóxia, que promove neuroproteção através da ativação dos receptors do 

tipo Al (Halle el al., 1997). A adenosina age nos neurônios e células da glia, nos 

primeiros ela ativa a condutância ao K7 e CF, o que limita a despolarização, 
diminuindo o influxo da Ca2+ através do canal dependente de voltagem e do canal 

acoplado ao receptor NMDA. Esta resposta é mediada pelo receptor Al e é 

responsável pela proteção contra o dano neuronal. Nas células da glia, o efeito 

prevalente da adenosina, é regular a influência nos sinais dependentes de cálcio e 

AMPc, que determinam a taxa de proliferação e o estado de diferenciação celular.
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Quando os receptores metabotrópicos são ativados em astrócitos, uma mobilização 

do cálcio é iniciada pela adenosina. Este sinal mediado pelo receptor Al causa uma 

potencialização prolongada no aumento de AMPc mediado pelo receptor A2. Este 

aumento leva à diferenciação dos astrócitos e à expressão de canais de K+ e Cf que 

são requeridos paia os astrócitos manterem a homeostase iônica. Efeito semelhante 

também pode ser obtido pela propentoxifilma (um bloqueador da adenosina e 

inibidor da fosfodiesterase), que além disto, estimula a produção de fatores 

neurotróficos (Schubert et al., 1997).

No nosso trabalho não conseguimos mostrar uma elevação nos níveis de 

peróxidos lipídicos pela exposição ao glutamato, usando o método da dosagem de 

malonildialdeído (MDA). O fato da análise ter sido realizada 15 dias após a lesão 

pode ter interferido na dosagem destas espécies reativas instáveis. Altemativamente 

a pouca sensibilidade e principalmente mexpecificidade do método, pode ter sido 

responsável pela não detecção de alterações destas substâncias. Outros trabalhos 

demonstraram que a pentoxifilina reduz a peroxidação lipídica induzida pela 

indometacina na mucosa gástrica de ratos, protegendo contra o dano na mucosa 

gástrica (Sallingova & Kohut, 1994).

Por outro lado, demonstramos um aumento nos níveis de nitrato/nitrito que 

foram revertidos aos níveis normais pelo tratamento com ptx. Lauterbach e cols. 

(1995) demonstraram que a pentoxifilina suprime a produção de NO liberada pelos 

macrófagos, enquanto outros observaram uma diminuição da síntese de nitrito pela 

pentoxifilina em cultura de macrófagos (Vadiei el al., 1996) e estes resultados 

fortalecem os achados do nosso trabalho. O mecanismo de ação pelo qual a 

pentoxifilina diminue a síntese de NO é incerto. Não está claro se a pentoxifilina age 

diretamente inibindo o caminho L-arginina-NO ou se a inibição do NO seja causada 

indiretamente, como consequência da redução da produção de TNF-a e 

consequentemente da indução da NO sintase.
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Estudos recentes mostram que o estresse oxidativo está intimamente 

envolvido nos mecanismos de excitotoxicidade, assim, foi demonstrado que em 

microdialisados obtidos após perfusão com o glutamato (1,5 a 15 jiM) e analisados 

em cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), a produção nos níveis de 

MDA, estava aumentada em tomo de 6 vezes (Yang et al., 1998). Outros estudos 

(Keller ei al. 1998), demonstram que derivados análogos do AMPc ou GMPc 

atenuam a produção de produtos da peroxidação lipídica associados com o estresse 

oxidativo. Resultados similares foram obtidos por outros autores, quando as células 

neurais foram pre-tratadas com o inibidor de fosfodiesterase, zaprinast ou 

isobutilmetilxantina (IBMX). Estes resultados são consistentes com um possível 

papel neuroprotetor paia os nucleotídios cíclicos em desordens associadas com o 

aumento na peroxidação lipídica

Nosso trabalho mostrou que a lesão induzida pelo glutamato leva à 

diminuição nos níveis de AMPc e o tratamento com ptx conseguiu reverter estes 

efeitos e trazer os níveis a valores normais. E possível que o AMPc por diminuir o 

influxo de cálcio pelos receptores do glutamato tenha contribuído para a melhora da 

lesão observada no nosso trabalho. Estudos em cultura de células de 

oligodendrócitos demonstram que um aumento do influxo de cálcio induzido por 

agonistas de receptor do glutamato é atribuído principalmente ao fluxo de cálcio 

através dos canais do receptor do tipo AMPA (Fulton el al., 1992; Yoshioka el al., 

1995; Meucci et al., 1996). E, drogas que aumentam os níveis de AMPc, tais como 

foscolina, dibutiril-AMPc e propentoxifilina, inibem este influxo de cálcio induzido 

pelo cainato, por um mecanismo que não envolve síntese proteica, mas pode ser 

mediado por modulação da dessensibilização do receptor AMPA (Yoshioka et al., 

1998). Além disso, este estudo revelou que na presença do ácido okadaico, um 

inibidor de fosfatase, a foscolina suprimiu o influxo de cálcio e a liberação de 

desidrogenase lática, e que os efeitos supressores foram parcialmente revertidos por 

H-89, um inibidor de proteína quinase A (PKA), levando a hipótese, de que estes 
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agentes exercem seus efeitos por ativação da fosforilação de proteínas de membrana 

associadas com canal de cálcio mediado pela PKA. Outros trabalhos demonstram 

que em neurônios hipocampais, a foscolina inibiu a elevação do cálcio intracelular e 

a morte celular induzida pelo glutamato (Mattson et al., 1988; Tominaga et al. 1996). 

O mesmo foi observado com o rolipram, um inibidor da fosfodiesterase tipo IV que 

reduziu o dano neuronal na região hipocampal CAI, induzido por isquemia cerebral 

(Kato et al., 1995).

Vários estudos indicam que os nucleotídios cíclicos gerados como segundo 

mensageiros desempenham papel importante na excitoproteção. Em cultura de 

células hipocampais, agentes que elevam os níveis de AMPc, como dibutiril-AMPc 

e foscolina protegem neurônios da citotoxicidade por glutamato (Mattson & Kater, 

1988). Estes compostos inibem a apoptose de neurônios cerebelares induzida por 

altas concentrações de potássio (D’Mello et al., 1993). Em experimentos feitos com 

fatias de cerebelo, Garthwaite & Gartliwaite (1988) evidenciaram que o GMPc 
também exerce um papel citoprotetor.

Barger e cols. (1995) demonstraram que análogos do GMPc atenuam e 

inibidores da proteína quinase dependente de GMPc potenciam a excitotoxicidade 

induzida por glutamato em cultura de células hipocampais. Também foi evidenciado 

que o glutamato estimula a produção de GMPc como resultado da ativação da NOS 

e esta estimula a guanilil ciclase solúvel. Talvez a ativação do sistema GMPc junto 

com o sistema de manuntenção celular da homeostase do cálcio, sejam mecanismos 

para prevenir a elevação sustentada de [Ca2+]i. De fato, a exposição de neurônios 

hipocampais a análogos do GMPc resulta na redução do [Ca2+]i e uma resposta 

atenuada do cálcio ao glutamato (Barger et al., 1995). É sabido que os fatores 

neuroprotetores endócrinos podem utilizar o sistema GMPc. Por exemplo, formas 

secretadas da proteína precursora p-arnilóide protegem neurônios contra insultos 
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excitotóxicos (Mattson et al., 1993) por um mecanismo que aparentemente envolve 

a supressão do influxo de cálcio mediada por GMPc.

A perda da memória recente é um dos eventos iniciais e piores sintomas da 

velhice no homem. Um dano similar na memória de curto prazo e na aquisição de 

nova informação é detectado como consequência de um dano bilateral no 

hipocampo (Milner, 1978; Woods et al., 1982). Estudos anatômicos e bioquímicos 

têm demonstrado que o hipocampo é particularmente vulnerável à velhice em seres 

humanos e em animais (Geinisman & Bondareff, 1976; Landfield ei al., 1981), 

sendo os déficits de memória que acompanham o processo de envelhecimento, o 

resultado de uma falência gradual e progressiva na função hipocampal. Além disso, 

evidências da perda de fibras colinérgicas com o envelhecimento e em doenças 

neurodegenerativas como é o caso da doença de Alzheimer (Terry & Davies, 1980; 

Bartus et al., 1982) podem comprometer a função hipocampal da qual a memória 

recente depende.

O modelo do labirinto aquático de Morris é bastante usado para avaliação da 

habilidade e aprendizado espacial em roedores (Morris, 1981). A tarefa requer que o 

animal encontre uma plataforma submersa em uma piscina circulai’ contendo água 

opaca. Pistas colocadas à distância, tais como as características da sala, objetos, 

armários, são usados pelo animal paia se localizai’ no ambiente, sem a presença de 

pistas olfatórias, auditivas ou visuais colocadas próximos paia guiai’ o animal para a 

plataforma. Também não são definidos caminhos para a plataforma, embora um 

animal possa aprender a localizar a plataforma circulando a piscina a uma distância 

apropriada da parede. Vários pesquisadores têm identificado sítios de lesões e 

tratamentos fannacológicos que produzem déficits na aprendizagem da tarefa no 

labirinto, sem alterar a habilidade em nadar ou ver as pistas.
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Em particular, as lesões na formação hipocampal e em algumas áreas 

neocorticais parecem prejudicar o aprendizado no que se refere à localização da 

plataforma, sem afetar a capacidade de natação (Kolb et al., 1982; Schenk & Morris, 

1985, Sutherland et al., 1983). Uma dissociação similar na habilidade de aprender é 

produzido pelo tratamento com drogas que bloqueiam os receptores muscarínicos 

colinérgicos ou glutamatérgicos do tipo NMDA (Sutherland ei al., 1982; Whishaw 

et al., 1985; Morris et al., 1986)

No modelo de lesão hipocampal com glutamato usado em nosso trabalho 

mostramos um dano na aquisição e retenção de memória, nos animais lesados com 

glutamato. No modelo do labirinto aquático de Morris, no qual o animal tem que 

lembrar o local onde se localiza uma plataforma submersa, se orientando pelos 

objetos existentes na sala (memória espacial), a região hipocampal tem grande 

participação como local de estocagem da memória. Observamos um dano na 

memória nos animais lesados com este modelo, sem alteração na capacidade de 

nadar. A pentoxifilina na dose de 200mg/kg administrada diariamente durante uma 

semana, após a lesão, demonstrou ser capaz de melhorar os déficits de memória 

induzido pelo glutamato neste modelo. Do mesmo modo, a pentoxifílina, em doses 

variando de 50 a 200mg/kg também demonstrou uma ação significativa melhorando 

os déficits de memória no modelo de memória emocional, no qual o animal aprende 

a evitar um estímulo aversivo, choque (esquiva passiva), que envolve o sistema 

límbico, do qual fazem parte o hipocampo, amígdala, septo mediai, bulbo olfatório e 

áreas talâmicas anteriores, interconectadas, formando o circuito de Papez.

Os nossos resultados mostraram que a pentoxifilina atuou, tanto na memória 

recente (poucos minutos após o aprendizado), quanto na memória mais tardia (um 

dia após o aprendizado). Trabalhos indicam que os processos de memória de curta 

duração (MCD) são responsáveis pela cognição, enquanto a memória de longa 

duração (MLD) está sendo formada, este último processo, demorando muitas horas 
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paia ocorrer. A maior questão é se a MCD é um caminho para a MLD ou uma 

entidade separada. Recentes experimentos (Izquierdo el al., 1999), têm demonstrado 

que muitas drogas aplicadas no hipocampo, córtex entorrinal e parietal podem 

bloquear a formação da MCD sem afetai’ a MLD, mostrando que a MCD e MLD 

envolvem mecanismos separados, apesar de ter sido demonstrado que alguns 

tratamentos influenciam os dois tipos de memória, sugerindo uma ligação entre 

ambos. As regiões envolvidas na formação dos tipos de memória também são 

diferentes. O córtex pre-frontal anterolateral é crucial paia a MLD e paia a memória 

de trabalho (working memory), mas não está envolvido na MCD, o hipocampo, 

córtex entorrinal e parietal são cruciais para os três tipos de memória, em alguns 

casos, usando diferentes tipos de receptores. A amígdala não está envolvida na 

memória de trabalho ou na MCD, mas tem um importante papel na modulação da 

fase inicial da MLD .

Já no modelo do labirinto em T, não observamos um dano pronunciado na 

retenção do aprendizado, apesar de observamos uma dificuldade em aprender, nos 

animais lesados com glutamato. Possivelmente este modelo, que envolve mais a 

memória não declarativa ou implícita, relacionada aos hábitos e habilidades 

(codificados no coipo estriado e córtex motor), à identificação prévia (codificada no 

neocórtex) ou à aprendizagem não associativa (Squire & Knowlton, 1994), não seja 

adequado paia o estudo da memória em animais com lesão hipocampal. No nosso 

trabalho a administração de CPA (agonista da adenosina Al) além de não reverter os 

efeitos benéficos da pentoxifilina nos danos de memória, mostrou um efeito por sí 

só, melhorando os déficits de memória induzidos pelo glutamato. O fato de 

receptores da adenosina ativados pelo CPA protegerem as células do dano induzido 

pelo glutamato pode ter contribuído paia este efeito, sem contudo interferirem 

diretamente nos processos cognitivos, já que os testes de memória foram realizados 

em tomo de 15 dias após o tratamento com CPA. Neste caso, a droga não estaria 
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mais presente em concentrações circulantes eficazes, de modo a interferir 

negativamente nos testes.

Os efeitos dos agonistas e antagonistas da adenosina (subtipo Al) nos 

processos de cognição, quando administrados agudamente são inconsistentes. 

Assim, embora tenha sido demonstrado que os agonistas Al, tais como, CPA e N6- 

(l-metil-2-feniletiladenosina (R-P1A) causam dano na retenção da memória, no teste 

de esquiva passiva (Normile & Barraco, 1991), não foi demonstrado nenhum efeito 

na memória declarativa em ratos (Pontecorvo el al., 1991). Similarmente, dados da 

literatura mostram que embora o antagonista Al, ciclopentil-l,3-dipropilxantina 

(CPX) não tenha demonstrado efeito de melhorai' a memória no teste de esquiva 

passiva (Normile & Barraco, 1991), outro antagonista, KFM19, produz um aumento 

na aquisição da memória no labirinto em Y (Schingnitz et al., 1991). Trabalhos em 

seres humanos demonstraram que a cafeína (um antagonista não seletivo do receptor 

da adenosina) melhora a fruição cognitiva (Riedel et al., 1995), e esta ação foi 

atribuída ao antagonismo do receptor A2, que está envolvido na retenção e 

consolidação da memória (Kopf el al., 1999). Já quando o uso dos agonistas e 

antagonistas Al é crônico, se observam resultados inversos. O efeito prolongado da 

exposição aos agonistas Al resulta em mudanças adaptativas, assim, a administração 

crônica de CPX foi ineficaz ou causou apenas um pequeno prejuízo na aquisição de 

memória no labirinto aquático (von Lubitz et al., 1993). Por outro lado, o tratamento 

crônico com CPA, melhorou significativamente a aquisição e a retenção da 

memória, assim como o tratamento crônico com R-PIA, previniu a perda de 

memória em ratos treinados.

Como já demonstrado no nosso trabalho, os animais lesados no hipocampo 

com glutamato apresentavam uma diminuição nos níveis de AMPc e o tratamento 

com pentoxifilina, conseguia fazer com que os níveis deste nucleotídeo retomassem 

aos valores normais. O AMPc está envolvido nos processos de consolidação e 
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estocagem da memória, é possível que os efeitos benéficos da pentoxifílina nos 

déficits de memória induzido pela lesão com glutamato, ocorreram pelo menos em 

parte, através deste mecanismo, contudo considerando-se que a memória envolve 

muitos processos, a participação de outros mediadores não pode ser descartada.

Os sinais envolvendo AMPc/TKA/CREB-P (criA/E response element 

binding phosphorylated protein) têm um papel chave na ligação entre a fase inicial 

de formação da memória e plasticidade neuronal a longo prazo (Bevilaqua et al., 

1997; Cammarota el al., 1999; Alberini, 1999). O fator CREB se toma ativo quando 

iosforilado e sua fosforilação é mediado pela proteína quinase A (PKA). Este 

caminho leva a ativação de genes cruciais para a persistência da memória na tarefa 

de esquiva inibitória em ratos após 3-6 h (Bemabeu et al., 1997). O aprendizado na 

esquiva inibitória do tipo one-lrial slep-down inhibilory depende do hipocampo e da 

amígdala (Izquierdo & Medina, 1995) e após 3 a 6 h do teste é observado um 

aumento nos níveis de AMPc (Bemabeu ei al., 1996), CREB-P e da atividade da 

PKA (Bemabeu et al., 1997) no hipocampo. Fibras serotonérgicas, dopaminérgicas e 

noradrenérgicas inervam o hipocampo e a amígdala e receptores 5HT1A, Dle (3- 

adrenérgicas estão presentes nestas estruturas (Pohle et al., 1979). E sabido que estas 

estruturas e estes receptores são responsáveis pela regulação do humor e das 

emoções (Izquierdo & Chaves, 1996).

Bevilaqua e cols. (1997) demonstraram que, a norepmefrina, aumenta a 

memória e o antagonista de PKA, KT5720 é amnésico, quando injetado no 

hipocampo, imediatamente após o treino, no modelo de esquiva passiva. Por outro 

lado, as drogas, 8-Br-AMPc, foscolina, SKF38393 (agonista Dl), norepmefrina, e 

NAN-190 (antagonista 5HT1A) causaram facilitação da memória quando injetado 

3h após o treino. Enquanto KT5720, SCH23390 (antagonista Dl), timolol 

(antagonista p-adrenérgico) e OH-DPAT (agonista 5HT1A) causaram amnésia 

retrógrada. Além disso, com exceção da norepmefrina, todas as drogas mencionadas 
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anteriormente não causaram nenhum efeito significativo na memória, quando 

injetadas na amígdala, sugerindo que o hipocampo, mas não a amígdala esteja 

envolvido no processo de estocagem a longo prazo, da memória em ratos.

Já foi demonstrado um aumento na memória em roedores após a 

administração de catecolaminas (Roussinov & Yonkov, 1976) e neuropeptídios (de 

Weid & Versteig, 1979). Estes compostos utilizam AMPc como segundo 

mensageiro no cérebro, ativando proteínas quinases que irão causar fosforilação de 

proteínas que podem estar envolvidas nos processos de memória (Greengard, 1976). 

Compostos colinérgicos utilizam a via do GMPc como segundo mensageiro, mas 

podem agir também, através do sistema noradrenérgico elevando os níveis de AMPc 

(Mason, 1979). Foi hipotetizado que o AMPc cerebral pode agir como caminho final 

comum a várias classes de agentes farmacológicos que facilitam a memória em 

animais.

A administração parenteral de inibidores da fosfodiesterase como, 

papavenna, RO 20-1724 e isobutilmetilxantinas facilitam a retenção da memória em 

camundongos, em testes como: aprendizado no labirinto (maze learning) (Chute et 

al., 1980; Routtenberg & Kim, 1978), esquiva passiva (passive avoidance) (Villiger 

& Chute, 1979; Villiger & Dunn, 1981), esquiva ativa (sullle box active avoidance) 

(Goto et al., 1987) e aprendizado latente (latent learning) (Chute et al., 1980). Foi 

demonstrado que, a injeção intracerebroventricular de dibutiril AMPc 

imediatamente após um treino no teste de esquiva passiva, aumenta a memória 

(Chute et al., 1980). Estes resultados sugerem que a formação da memória pode ser 

mediado pela elevação do AMPc cerebral. Os experimentos de Randt e cols (1982) 

comprovam esta idéia, pois mostram um aumento da memória no teste de esquiva 

passiva com restrição da ingestão de água, em ratos tratados com rolipram, um 

inibidor de fosfodiesterase tipo 4 e relacionaram este efeito aos aumentos nos níveis 

de AMPc no córtex frontal.
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Estudos com inibidores de fosfodiesterase sugerem que a facilitação da 

memória em animais com não é o resultado de um aumento na liberação de 

norepmeirina imediatamente após o treinamento e administração destes inibidores 

(Chute et al., 1980; Villiger & Dunn, 1981), mas preferivelmente, é o resultado do 

aumento nos níveis de AMPc agindo como segundo mensageiro paia uma variedade 

de neurotransmissores e peptídios (de Weid & Versteig, 1979; Weigant el al., 

1979).Testes clínicos usando a papaverina cronicamente, como um agente que 

melhora a memória, em pacientes com demência moderada, mas não grave, 

apresentaram resultados favoráveis no teste de escores (Yesavage el al., 1979). 

Contudo, outros trabalhos não demonstrarem nenhum efeito benéfico nesta condição 

(Branconnier & Cole, 1977).

Em desacordo com o nosso trabalho, Izquierdo & Cardinalli (1981); 

Cardinalli, (1977) e Cardinalli, (1978) relataram que cafeína, pentoxifilina e 

aminofilina prejudicavam a retenção no teste de esquiva passiva em camudongos 

jovens, levantando a hipótese de que estas substâncias exerciam esta ação, agindo no 

metabolismo das monoaminas, aumentando o tumover da norepinefrina, os níveis de 

triptofano e ácido 5-hidroxiindolacético e inibindo a recaptação sinaptossomal de 

norepinefrina, dopamina, serotonina e do glutamato .

A formação hipocampal é um componente do substrato neural do aprendizado 

e da memória (Otton, 1983; Zola-Morgan et al., 1986). A estimulação de alta 

frequência na formação hipocampal promove um aumento prolongado na 

transmissão sináptica. Este aumento dura mais de uma semana em animais intactos e 

várias horas em preparações de fatias de hipocampo e foi chamado de LTP ou 

potenciação de longa duração(/ong term potentiation- LTP) (Bliss & Lomo, 1973; 

Schwarzkroin & Wester, 1975; Malenka & Nicoll, 1999). Embora o mecanismo da 

LTP ainda não seja totalmente compreendido, o cálcio é necessário para acionar- a 

LTP nas regiões hipocampais CAI e CA3 e a injeção de queladores de cálcio 
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bloqueia a indução da LTP nestas regiões (Lynch et al., 1983; Williams & Johnston, 

1989). Alguns autores hipotetizam que o AMPc também está envolvido na produção 

da LTP na região CA3, através de trabalhos que demonstram que a norepmefrina 

aumenta a amplitude e a duração da LTP através de p-adrenoceptores (Hopkins & 

Johnston, 1988).

Os processos envolvidos na aprendizagem e memória dependem de alterações 

no número de smapses entre neurônios pré e pós-sinápticos (Ma et al., 1999). Estes 

autores investigaram os processos de plasticidade sináptica em culturas de neurônios 

hipocampais das regiões CAI e CA3 e verificaram que estes estão relacionados à 

fase tardia da LTP que depende de AMPc e de síntese proteica. Vários estudos têm 

demonstrado que várias quinases, tais como, proteínas quinases, dependente de 

AMPc (PKA), dependente de cálcio (PKC) e dependente de cálcio/calmodulina, 

além de fosfatases como por exemplo a calcineunna e as proteínas fosfatases 1 e 

2A) regulam a plasticidade neuronal por fosforilação e desfosforilação de proteínas 

essenciais para os processso básicos de mudanças adaptativas no SNC. Estas 

proteínas incluem receptores, canais iônicos, vesículas sinápticas e proteínas 

nucleares. Em geral, as quinases estão envolvidas na upregulation da atividade de 

substratos alvos, enquanto o inverso (downregulatiori) ocorre com as fosfatases 
(Tokuda & Hatase, 1998).

No SNC a plasticidade neuronal pode ser alterada através da modulação de 

canais iônicos envolvidos na transmissão sináptica, entre eles o canal iônico 

acoplado ao receptor do glutamato. O receptor AMPA e cainato são modulados pela 

PKA acoplada à receptores dopaminérgicos do subtipo Dl (Hatt, 1999). Um 

aumento na concentração intracelular de AMPc e da atividade da PKA potência as 

correntes ativadas pelo cainato em motoneurônios no cordão espinhal, pelo aumento 

da afinidade do ligante ao receptor fosforilado. A rápida dessensibilização das 

correntes evocadas pelo AMPA nonnalmente obseivadas em células de retina são 
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completamente bloqueadas peio aumento das concentrações intracelulares de AMPc 
(Hatt, 1999).

As metilxantinas têm ações múltiplas tais como, inibição da atividade da 

fosfodiesterase, bloqueio do receptor da adenosina, translocação do cálcio 

intracelular e potenciação do efeito das catecolaminas (Rali, 1985). Estes efeitos 

levaram a possibilidade de que as metilxantinas podem afetar a LTP através do 

acúmulo de AMPc, aumento do cálcio intracelular livre ou elevação da 

excitabilidade neuronal. Os trabalhos de Yoshitaka e cols (1990) demonstram que 

derivados das xantinas aumentam a LTP na região CA3 sendo menos efetivo na 

região CAL A propentoxifilina aumentou a LTP em concentrações aproximadas de

5 pM, já a pentoxifilina e a teofilina em concentrações entre 100 e 1000 jrM. 

Provavelmente o modo de ação da propentoxifilina difere daquele da pentoxifilina e 

teofilina, pois a concentração efetiva destas é duas ordens de magnitude maior. 

Além disso, foi mostrado que ativadores da adenililciclase como foscolina e 

análogos do AMPc como 8-bromo-AMPc (Hopkins & Johnston, 1988) e rolipram, 

um inibidor específico da fosfodiesterase tipo 4, sem ações no receptor da adenosina 

(Barad ei al., 1998) aumentam significativamente a amplitude e duração da LTP no 

hipocampo, além de melhorai' déficts de memória induzidos por escopolamina, 

cicloheximida e choque eletroconvulsivo (Imanishi el al., 1997).

Várias diferenças existem entre a LTP na região CAI e CA3: a. os receptores 

NMDA estão envolvidos na indução da LTP na área CAI mas não nas sinapses das 

fibras musgosas na região CA3 (Collingridge ei al., 1983; Harris el al., 1984; Harris

6 Cotman, 1986), b. os p-adrenoceptores são responsáveis pela modulação da LTP 

em CA3 mas não em CAI (Satoh et al.1986; Hopkins & Johnston, 1988), c. os 

antagonistas muscarínicos tipo escopolamina bloqueiam LTP em CA3 mas não em 

CAI (Tanaka el al., 1989). Deste modo, os resultados que mostram um aumento 

pela propentoxifilina da amplitude da LTP em CA3 mas não em CAI sugerem que 
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esta droga modula as ações de neuropeptidios ou de neurotransmissores que estão 

envolvidos na modulação da LTP somente nas fibras musgosas na região CA3.

Os nucleotídios cíclicos GMPc e AMPc participam nos estágios iniciais e 

tardios da LTP, respectivamente. Foi demonstrado que o análogo do GMPc, Br- 

cGMP aumenta a retenção quando injetados no hipocampos imediatamente após o 

treino e o análogo do AMPc, Br-cAMP tem ação quando injetados 30 a ISOininutos 

após, indicando que o GMPc regula os estágios iniciais da memória e o AMPc está 

envolvido em uma fase mais tardia dos processos de memória (Bemabeu el al., 

1996). Já está demonstrado também, que os nucleotídios melhoram os processos de 

aprendizagem e memória em ratos normais, mas não em ratos lesados no 

prosencéfalo basal e sobre certas circunstâncias, podem também modular a atividade 

do sistema monoaminérgico central (Miyazaki el al., 1999).

A ineficácia resultante da administração exógena de colina em reverter a 

perda de memória pode refletir uma inabilidade do cérebro com deficiência 

energética, em acetilar e assim utilizar o excesso de colina (Bartus & Dean, 1981). 

Já está demonstrado que a pentoxifílina, aumenta a produção de ATP (Stefanovich, 

1978) e promove uma melhora nos processos de memória de curta duração em ratos 

velhos, mas não em jovens, sendo este efeito não dependente da administração 

concomitante de colina exógena (de Toledo-Morrel et al., 1984). Estudos de eletron- 

microscopia em cérebro de roedores com isquemia, demonstraram um alargamento 

das mitocôndrias, particularmente no hipocampo e em menor extensão no neocórtex 

de animais tratados com pentoxifílina (Hartmann el al., 1977) e este efeito não foi 

associado com nenhuma alteração na integridade da estrutura mitocondrial. Como 

estas organelas são sítios de produção de energia oxidativa, pode-se sugerir, que o 

agente afeta o metabolismo energético in vivo.
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Observamos que o glutamato aumentou a atividade locomotora na dose de 

192 pg, mas não em doses menores, porisso escolhemos a dose de 96 pg para lesar 

os animais e fazermos o tratamento com a ptx. Nesta dose, o glutamato não alterou a 

atividade locomotora. Por outro lado, não observamos aumento da atividade com a 

ptx, mas a lesão com glutamato e o tratamento com a ptx aumentou a atividade 

locomotora, sugerindo que o efeito antagonista do receptor Al da ptx, possa ter sido 

o responsável por este efeito. Trabalhos demonstram que apesar da 

ciclopentilxantina (CPX), um antagonista seletivo do receptor Al não apresentar 

este efeito quando administrado sozmho, quando co-administrado com a dizoeilpina 

(um antagonista do canal do receptor NMDA), se observa um aumento da atividade 

locomotora (Fraser et al., 1997). Observamos também, que o tratamento prévio dos 

animais com ciclopentiladenosina (CPA), um agonista da adenosina Al, reverteu os 

efeitos da ptx, demonstrando um possível efeito da ptx, a nível deste receptor.

Outros trabalhos têm demonstrado, que os receptores Al e A2A da 

adenosina, desempenham papel importante no controle da atividade motora e que o 

bloqueio destes receptores estão envolvidos nas propriedades estimulantes das 

metilxantinas (Popoli et al., 1998). Também foi demonstrado urna interação 

antagônica entre a adenosina (Al) e a dopamina (Dl), a administração de 

ciclipentilxantina (CPX), um antagonista do receptor Al, potência a atividade 

motora do agonista Dl, SKF 38393 (Popoli el al., 1996). Outros estudos reforçam 

estes achados, e mostram que a adenosina pode produzir seus efeitos 

comportamentais, através da inibição do efeito modulatório negativo da adenosina 

nos receptores dopaminérgicos, assim, estimulando a atividade dopaminérgica 

(Garrett & Griffíths, 1997).. Consistente com esta interpretação, estudos pré-clínicos 

comportamentais demonstram que a cafeína produz efeitos comportamentais 

similares aos estimulantes dopaminérgicos, tais como, cocaína e anfetamina, 

incluindo o aumento da atividade locomotora e do comportamento rotatório em 

animais lesados com 6-hidroxidoparnina, e alguns destes efeitos induzidos pela 
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cafeína podem ser bloqueados por antagonistas dopaminérgicos (Garrett & Griffiths, 
1997).

O efeito depressor da atividade locomotora observado com agonitas Al são 

aumentados pela administração crônica de cafeína (Nikodijevic et al., 1993), 

consoante com uma regulação para cima (upregulation) dos receptores Al, enquanto 

que as respostas aos agonistas A2A são aumentadas sem haver upregulation, 

indicando um sinergismo entre os receptores Al e A2A (Nikodijevic et al., 1991). 

Alterações nas respostas comportamentais aos agentes colinominéticos após a 

administração crônica de cafeína podem ser explicados em termos de 

dessensitização dos receptores nicotínicos e em termos de upregulation dos 

receptores muscarínicos (Nikodijevic et al., 1993).

A doença de Alzheimer (AD) é uma patologia neurodegenerativa manifestada 

entre os idosos e caracterizada primariamente por deficiências cognitivas (Bondi et 

al., 1994). Estudos posl tnorlem revelam uma extensiva degeneração neuronal do 

sistema colinérgico prosencefálico, particularmente o núcleo basalis de Meynert 

com projeções colinérgicas paia o neocórtex e amígdala, (Mesulam et al., 1983) e o 

septo mediai com projeções colinérgicas paia o hipocampo (Coyle et al., 1983; 

Terry el al., 1994). Além disso, o grau de degeneração está correlacionado com o 

grau de demência (Bartus et al., 1982).

Estudos em animais confirmam o papel da transmissão colinérgica no 

aprendizado e memória, uma vez que o agentes colinomiméticos podem reverter os 

défcitis de memória associados com a senescência, lesões neurotóxicas ou 

antagonismo colinérgico (Dekker et al., 1991; Fibiger, 1991). As projeções 

colinérgicas para a amígdala são importantes para o desempenho no teste de esquiva 

passiva (Riekkinen et al., 1993). Apesar dos distúrbios cognitivos em pacientes com 

AD estarem correlacionados com a disfimção colinérgica (Whitehouse, 1993), nem 
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todos os pacientes respondem a uma terapia de reposição colinérgica e aqueles 

pacientes que respondem, mostram somente pequena melhora na função mnemônica 

(Fibiger, 1992; Davis & Haroutuman, 1993). A disparidade entre os resultados dos 

estudos em animais e em seres humanos, junto com evidências de profundas 

mudanças em outros sistemas de neurotransmissores, tais como, noradrenérgico 

(Gottfries el al., 1983) em pacientes com AD, têm estimulados estudos de sistemas 

múltiplos de neurotransmissores na modulação da memória (Sara, 1989; Deker 

McGaugh, 1991; Decker, 1993). Além disso, trabalhos demonstram uma interação 

entre o sistema colinérgico muscarínicos e o glutamastergico (NMDA) na memória. 

Assim a estimulação dos receptores podem melhoraros danos na memória induzidos 

por antagonistas do receptor NMDA ( Meyer et al., 1998).

Embora as investigações do papel da neurotransmissão colinérgica no 

aprendizado e memória focalizem primariamente a neurotransmissão muscarínica, 

trabalhos relatam uma diminuição da ligação aos receptores nicotínicos no cérebro 

de pacientes com AD (Whitehouse el al., 1986), sugerindo que a via colinérgica 

nicotínica pode desempenhar um papel importante nos défcitis cognitivos associados 

com a doença ou com a idade (Levin, 1992). O envolvimento dos receptores 

nicotínicos no aprendizado e memória é também sugerido pelos efeitos da nicotina 

em melhorar a memória, observados em experimentos em animais e humanos 

(Warburton & Wesnes, 1984; Levin, 1992). Em roedores, por exemplo, a 

administração após o treino de nicotina, melhora a retenção na tarefa de esquiva 

passiva (Elaroutuman et al., 1985) e aumenta o desempenho do animal no modelo da 

labirinto radial (Levin eZ al., 1990). Ao contrário, a administração sistêmica ou 

central de mecamilamina, um bloqueador nicotínico, prejudica a aquisição da 

informação espacial no labirinto aquático de Morris, mas não afeta a recuperação da 

informação previamente adquirida (Decker & Majchrzak, 1992).
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O modelo experimental dos tremores induzidos pela oxotremorina em 

camundongos têm sido relatado como adequado para a identificação inicial de 

drogas com ação colinérgica central, porque estas drogas têm um efeito estimulante 

direto nos receptores muscarínicos centrais (hvasaki, et al., 1992). Nosso trabalho 

demonstra um efeito colinérgico central da pentoxifilina. Assim, observamos uma 

potencialização pela ptx, dos tremores induzidos pela oxotremorina, um agonista 

muscarínico, com ação central. Egawa e cols.(1997) usando o mesmo modelo, 

demonstraram que o rolipram, também potenciava os tremores induzidos pela 

oxotremorina. Ademais, análogos do AMPc também apresentam atividade 

colinérgica e potencilizam as respostas da acetilcolina (Fu, 1993; Nakamura ei al., 

1994). Além disso, observamos através da análise da densidade dos receptores 

muscarínicos, através da técnica de binding, que a pentoxifilina promoveu uma 

regulação para baixo (clownregulatiori) do número de receptores muscarínicos após 

tratamento de uma semana, indicando uma superestimulação destes receptores.

O consumo de cafeína pode ser benéfico para uma melhora das funções 

cognitivas. Embora a cafeína seja reconhecida como um estimulante do SNC, a 

consequência mais importante da ação antagonista do receptor da adenosina, 

ocasionado por esta droga, é a estimulação colinérgica, o que pode levai- à melhora 

das funções cognitivas, particularmente, a memória. Riedel e cols. (1994) 

demonstraram que a cafeüia atenua os danos na memória induzidos por 

escopolamina em humanos.

Trabalhos anteriores demonstram um efeito de derivados das metilxantinas, 

1BMX e S-9977-2, em potencial- a transmissão colinérgica por aumentar o tempo 

constante de decaimento da corrente pós-sináptica inibitória e atribuíram este efeito 

a uma inibição da atividade da colinesterase (Trudeau el al., 1992). Em nosso 

trabalho observamos também uma inibição da atividade da acetilcolinesterase, o que 

explicaria a ação colinérgica e consequentemente uma melhora nos processos de 
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memória. Garrone e cols. (1998) demonstraram que um tratamento subcrônico com 

um inibidor da AChE, a heptastigmina, tinha um efeito facilitador na memória 

espacial em ratos velhos, além disso, outro inibidor, o exelon (ENA 713) 

demonstrou eleito benéfico contra os danos na memória de trabalçho (" working 

memory) induziods pela escopolamina em ratos ( Ballard 7 McAllister, 1999) Além 

disto, estudos clínicos confirmam o efeito benéfico do inibidor de 

acetilcolinesterase, donezapil, em inibir a prograssõa e deteriorização dos sintomas 

da AD ( Siivio, 1999).

Outros pesquisadores demonstraram uma inibição de atividade da 

acetilcolinesterase, pela cafeína, uma metilxantina e por outros compostos como, 

anabasine e metilpirrolidina e sugeriram que a característica comum destes 

compostos seja o radical N-metil que pode ser importante para a ligação à molécula 

da colinesterase (Karadsheh et al., 1991). Nakamura e cols.(1994) demonstraram 

que análogos do AMPc induzem a um aumento na atividade da colina 

acetiltransferase, enzima responsável pela síntese de acetilcolina, e promovem a 

sobrevivência de neurônios colinérgicos em cultura, estas evidências corroboram 

nossos achados de um efeito colinérgico da pentoxifilina por mecanismos distintos, 

podendo ter contribuído para os efeitos citoprotetor e de melhorar os déficts de 

memória evidenciados pela pentoxifilina neste trabalho.

A pentoxifilina tem sido bastante usada na doença vascular periférica (Porter 

el al., 1982; Reich & Gillings, 1987), uma condição prevalente na população idosa. 

A sua eficácia no tratamento das doenças cerebrovasculares tem sido avaliada em 

vários estudos. Já foi demonstrada uma lentificação na progressão da demência em 

pacientes diagnosticados no critério de “demência multi-infarto”. A droga é efetiva 

em diminuir o risco de ataques de isquemia transitória, mas os dados são 

insuficientes paia se determinar seu valor na prevenção e tratamento do derrame 

(Frampton & Brogden, 1995). O nosso trabalho usando um modelo de 
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citotoxicidade com glutamato, simulando os eventos desencadeados durante uma 

isquemia, demonstrou uma proteção contra o dano hipocampal com a pentoxifilina, 

possivelmente por inibição da síntese e produção de citocinas pelas células da 

microglia. Também demonstramos tuna diminuição nos níveis de AMPc nos 

animais lesados e uma volta aos níveis normais nos tratados com pentoxifílina, o 

que pode ter contribuído para a melhora da lesão. Demonstramos também um dano 

no aprendizado e memória nos animais lesados e uma melhora significativa com o

tratamento com p ClltOXltlllllíl, possrvelnien te pela melh Oi Cl da lesão e 

nos níveis de AMPc, mediador com grande participação nos eventos 

finais da fonnaçao da memória. Com cases nestes resultados e

por aumento

de iniciais e

baseados na

segurança da droga, concluímos ser a droga bastante eficaz em reverter ou inibir os 

danos na memória, podendo ser usada nos problemas cognitivos que acompanham

161



r/ - eojvecusoês



VI- CONCLUSÕES

❖ O glutamato injetado nas doses de 48 a 192 pg na região hipocampal

(CAI), ocasiona dano neuronal de intensidade moderada a grave, de modo

3.Sdose-dependente, com as células apresentando, morte celular, com

picnose, vacuolização, desorganização da paliçada e intensa gliose.

<♦ A pentoxifilina na dose de 100 mg/kg, i.p. previne o dano neuronal 

causado pelo glu, na dose utilizada (96 pg), com 75% dos animais 

apresentando lesões de intensidade leve.

Os animais lesados com glutamato apresentaram déficits de memória 

quando analisados em modelos que avaliam a memória espacial (labirinto 

aquático), memória emocional ou aversiva (esquiva passiva) e memória de 

não declarativa (labirinto em T elevado).

❖ A pentoxifilina nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, i.p., reverteu de modo 

significativo, os déficits de memória causados pelo glutamato, nos 

modelos do labirinto aquático e esquiva passiva, e também no labirinto em 

T elevado, embora neste caso, com menor intensidade..

❖ O pré-tratamento com CPA, um agonista do receptor da adenosina, do 

subtipo Al), não reverteu os efeitos da pentoxifilina na memória. 

Possivelmente o efeito da pentoxifilina na memória mdepende da 

participação de receptores da adenosina.

163



A talidomida (um inibidor de TNF-a), não potencializou os efeitos da

pentoxifilina na memória. É possível que as doses de pentoxifilina

utilizadas já tenham sido suficientes para produzir efeito máximo.

A lesão com glutamato ocasionou diminuição nos níveis de AMPc, que

foi revertido aos níveis normais pelo tratamento com pentoxifilina na dose

Vde i ou mg7Kg. A elevaçao dos níveis centrais deste nucleotidio é
AAlApVZÍ LLIJL1LV- ^7íUl Cl vA|_7ÍJlVCll * ’ 'va efeitos citoprotetores e na memória
observados com a pentoxifilina.

Um aumento nos níveis de nitrito/nitrato foi observado nos animais

lesados com glutamato e este aumento foi revertido pelo tratamento com

pentoxifilina (100 mgzkg, i.p.). Por outro lado, nenhum aumento foi

observado nos níveis de peróxidos lipídicos nos animais lesados com

glutamato na dose de 96 pg.

agonista muscarínico, de uma manei

oxotremorina.

tratamento durante 6 dias, com pentoxifilina na dose de 100 mgdcg, 

ocasionou uma diminuição no número de receptores muscarínicos 

(M1+M2) e inibiu a atividade da acetilcolinesterase, indicando uma 

atividade colinérgica central da pentoxifilina.

❖ O efeito citoprotetor da pentoxifilina pode ter decorrido da sua ação 

antiinflamatóna, inibindo a liberação de citocinas, tais como TNF-a, além 

de espécies reativas de oxigênio. O aumento nos níveis centrais de AMPc 

produzido pela pentoxifilina e a sua atividade colinérgica contribuíram 

para a melhora nos déficit® de memória causados pela lesão excitotóxica.
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