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RESUMO

ESTUDO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA  ACAO DA
PENTOXIFILINA SOBRE A LESAO HIPOCAMPAL E DEFICITS DE
MEMORIA INDUZIDOS POR GLUTAMATO EM RATOS. Geanne Matos de
Andrade Cunha. Tese de Doutorado, Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara, 1999.

O presente trabalno mostra os efeitos da pentoxifilina (ptx), no aprendizado e na
memoria de ratos com lesdo hipocampal induzida por glutamato (glu). Os animais (ratos
Wistar, machos, 200-250g), foram submetidos a cirurgia estereotéxica e injetados com
glutamato nas doses de 24, 48, 96 e 192 pg, na regido hipocampal (areas CAIl e CA3). Apoés 7
dias, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto e aos teste de memoria (esquiva
passiva, labirinto em T elevado e labirinto aquatico de Morris). Apos vinte e quatro horas, 0s
animais foram sacrificados para a avaliacdo histolégica da lesdo. N&o foram observadas lesbes
significativas nos animais tratados com salina e glu (24 e 48 pg), ja 0s animais que receberam
as doses de 96 e 192 pg, apresentaram lesdes 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, glu192- 31,10 + 6,50 quadrantes). No teste de
esquiva passiva, 0s grupos tratados com glu 48, 96 e 192 pg demonstraram um déficit de
memoria, tanto na memdria recente (salina: 200,43 + 52,09; glu24: 210,20 + 44,77; glu48:
27,61 £ 9,89; glu9e; 64,46 + 31,93; glul92: 140,29 * 40,76s), quanto na memoria tardia
(salina: 252,57 £ 31,78; glu24; 273,70 £ 22,27; glu48: 44,35 + 32,21, glu96: 29,39 = 14,54;
glu192: 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 analise da retencdo da memdria no teste do labirinto aquatico, mostrou
um dano na memoria espacial nos animais tratados com glu (salina: 10,95 + 3,56, glu96:
26,89 + 3,97, glu192: 32,79 % 4,78s). A ptx na dose de 100Omg/kg protegeu os animais da
lesdo induzida pelo glu (96 pg) com 75% dos animais apresentando somente lesdes leves. A
ptx ndo 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 déficits 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
lesdo com glu (memoria 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 aquatico, a ptx 200mg/kg,
tambeém foi efetiva, no que se refere a retencdo do aprendizado, (ptx200+glu: 12,96 + 1,84s).
A lesdo com glu, ocasionou uma diminuigdo nos niveis de AMPc, o que foi revertido pela ptx
(salina: 0,966, glu: 0,186, ptxlOO+glu: 1,060pmol/mg de proteina. O tratamento prévio com
CPA um agonista da adenosina (Al), ndo reverteu os efeitos da ptx na memdria e este efeito
nao foi potenciado pela talidomida. Foi observado um efeito colinérgico central da ptx,
demonstrado pelo aumento do nimero 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 diminuigdo do
ndmero de receptores M1+M2, (salina: 181,71, ptxlOO: 132,74 + 11,80 fmoles/mg de

XX



proteina) e pela diminuicdo da atividade da AChE . Também foi demonstrado um aumento
nos niveis de nitrito/nitrato pelo glu e uma diminuicdo pelo tratamento com ptx (salina: 5,24 +
0,82, glu96. 9,22 + 1,20, ptxlOO+glu: 5,98 + 0,46 pM). E possivel que o efeito citoprotetor da
ptx possa estar relacionado a acdo antiinflamatoria da droga, através da inibigdo da producéo
de citocinas, tais como TNFa e da inibicdo de liberagdo de espécies reativas de oxigénio pela
células da glia. Além disso, o aumento dos niveis de nucleotidios ciclicos e a agéo colinérgica
central demonstrada com a ptx poderdo também ter contribuido para a reducdo dos déficits de
memoria induzidos pela lesdo hipocampal por glutamato em ratos.
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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;
glu192: 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, glu192: 32,79 = 4,78s). Ptx at
I00Omg/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, ptxlIOO: 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 £ 1,84s). The glu
lesion caused a decrease in CAMP leveis which was reverted by ptx (saline: 0,966, glu: 0,186,
ptxIOO+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- INTRODUCAO

1. GLUTAMATO

Glutamato e aspartato sdo 0s mais abundantes neurotransmissores
excitatérios no cérebro (Watkins & Olverman, 1987). Devido as suas altas
concentragBes e larga distribuicdo estes aminoacidos influenciam todas as funcdes
do sistema nervoso central. Por exemplo, podem contribuir para anormalidades
associadas com a epilepsia, danos cerebrais caracteristicos das desordens
neurodegenerativas tais como, doenga de Huntington, doenca de Alzheimer e doenca
de Parkinson, além das alteracbes 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 memoria
(Bliss & Collingridge, 1993; Willner et al., 1992; Ng et al., 1991; Davis et al., 1992)

As tentativas de descobrir drogas que agem modificando a neurotransmisséao
induzida pelos amino acidos excitatorios (AAE) tém sido dificultadas pelos
potenciais efeitos colaterais destes agentes, assim a inibicdo generalizada da
neurotransmissdo estd associada a prejuizos no aprendizado e meméria, diminuicdo
no tdnus muscular e sedacdo, enquanto a estimulagdo diminue o limiar convulsivo e
pode causar danos neuronais irreversiveis. Estes efeitos globais refletem o fato de
que 0os AAE sdo encontrados em todas as partes do cérebro, sendo importante
vislumbrar caminhos para modificar a acdo dos AAE de uma maneira seletiva. Nos

ultimos anos foram descobertos varios subtipos de receptores para o glutamato,



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

inibir a fungéo destes receptores seletivamente.

1.1 CLASSIFICACAO DOS RECEPTORES DO GLUTAMATO

A classificacdo inicial dos receptores dos AAE foi baseada na sua ativacdo
seletiva pelo NMDA (N-metil-D-aspartato) e cainato (acetato de 2-carboxi-4-
isopropenil-3-pirrolidina), analogos 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-1,2,4-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-ACPD (/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 tambeém podem ser classificados com base em seus
sistemas efetores, enquanto NMDA, cainato e AMPA s&o aclopados a canais i0nicos
cations-especificos (ionotropicos) (Zorumski & Thio, 1992; Monaghan et al., 1988),
/ram-ACPD e L-AP4 sdo ligados a proteinas G, que agem via hidrolise de
fosfoinositidios (metabotropicos) (Schoepp et al.,, 1991; Trombley & Westbrook,
1992).



1.2. RECEPTORES IONOTROPICOS

1.2.1 Receptor NMDA

Existem pelo menos dois tipos de receptores NMDA, o melhor caracterizado
consiste de complexos heteroméricos com varias subunidades (NR1, NR2A, NR2B,
NR2C e NR2D) (Monyer et al., 1992), e aparentemente no sistema nervoso central,
ocorrem combinacgdes de NR1 com uma das subunidades de NR2. O segundo tipo
foi menos estudado e consiste de um complexo de proteinas, com uma subunidade
de ligacdo de 71 kD (NMDARP-71), que exibem conduténcia e propriedades

farmacologicas idénticas ao primeiro tipo (Kumar et al., 1991).

Os receptores NMDA possuem varios sitios regulatérios. Os sitios de
reconhecimento sdo blogueados competitivamente por varias drogas entre elas, AP5
((D-)2-amino-5-fosfopentanoato) e seu homologo 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 sdo inibidos ndo competitivamente por compostos que se
ligam a sitios especificos dentro do canal ibnico, dentre eles PCP (1-(1-
fenilciclohexil) piperidina ou fenilciclidina), quetamina (Anis et al., 1983) e MK-
801 (5-metil-10,lI-diidro-5H-dibenzo-(a,d)-ciclohepten-5,10-imine) (Wong et al.,
1986).

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

agonistas de NMDA mas ndo tem acdo por si s6. Em concentracBes tdo baixas
quanto 0,1 pM ela aumenta as respostas do receptor NMDA de uma maneira que

ndo é bloqueada pela estricnina. Estudos de patch clamp demonstram que a glicina
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aumenta a frequéncia de abertura do canal acoplado ao receptor NMDA e nédo a
amplitude da corrente e esta acdo ndo depende de segundo mensageiro (Kleckner &
Dingledine, 1988).

Outro componente regulatorio no receptor NMDA é o sitio de ligacdo de
poliaminas, tais como, espermina e espermidina, que aumentam a afinidade de
ligacdo do MK-801 no canal do receptor NMDA (Ramsom & Stec, 1988; Javitt &
Zukin, 1989). Os efeitos neste sitio sdo antagonizados por compostos tais como,
ifenprodil e seu anadlogo SL-820715 (Reynolds, 1990; Carter et al., 1990). Alguns
fons como 0 Mg e Zn blogueiam o receptor NMDA, o primeiro de maneira
voltagem dependente e o segundo independente, agindo em sitios diferentes (Meyer
etal., 1984; Westbrook & Mayer, 1987).

A ativacdo do receptor NMDA provoca a abertura do canal i6nico com a
entrada de ions Ca , em algumas células isto leva a ativagdo de uma proteina
chamada calmodulina, que por outro lado estimula a producéo de 6xido nitrico e este
ativando a guanilato ciclase pode destruir neurénios diretamente (Izumi et al., 1992;
Dawson et al., 1991). A inibicdo da Oxido nitrico sintetase protege contra o dano
neuronal induzido pelo NMDA, isquemia e hipoxia (Moncada et al., 1992; Wallis et
al., 1992).

1.2.2 Receptor Cainato e AMPA

A familia do receptor AMPA consiste de subunidades designadas GIuRI-
GluR4 (Keinanen et al., 1990). A subunidade GIuR2 confere ao receptor AMPA
impermeabilidade ao célcio, enquanto a perda desta subunidade o toma permeéavel a
este cation (Hollman et al., 1991). O receptor é encontrado nos neurénios 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



células cerebelares mostram que o influxo de célcio através dos receptores
AMPA/kainato desempenham um importante papel na excitotoxicidade (Anis et al.,
1983). Os receptores AMPA/cainato abrem canais de cations, com a entrada de
sodio e despolarizagcdo da membrana neuronal e isto elimina o bloqueio de canal
ibnico acoplado ao receptor NMDA pelo magnésio, propiciando a entrada de célcio

por este receptor (Figura 1).

1.2.3 Receptores Metabotropicos

Estes receptores sdo acoplados a proteinas ligantes de GTP (proteinas G), que
atuam na fosfolipase C ou adenililciclase (Schoepp & Conn, 1993). Ja foram
clonados 5 subunidades deste receptor e foram designados mGIuRI a mGIuR5. A
ativacdo da fosfolipase C pelo mGIuRI e mGIuR5 induz a hidrolise de difosfato de
fosfatidilinositol para produzir diacilglicerol (DAG) e inositoltrifosfato (IP3)
(Nicoletti et al., 1986). As subunidades mGIuR2, mGIuR3 e mGIuR4 ativam uma
proteina G inibitoria que inibe a atividade da adenililciclase com diminuicdo do
AMPC (Figura 2).

O RNAmM que codifica estes receptores estd expresso em altos niveis no
hipocampo, na regido do giro denteado e CA1-CA3, no cortex e no cerebelo (Ohishi
et al., 1993). Embora a ativacdo dos receptores metabotropicos ndo induza
diretamente neurotoxicidade, sua estimulagdo pode aumentar a excitabilidade
neuronal e um aumento nos niveis da Ca intracelular. A figura 1 mostra um
desenho esquematico da estrutura dos receptores do glutamato com os sitios de
ligacdo e acOes e a tabela 1 os principais agonistas e antagonistas dos receptores do

glutamato com os ligantes mais usados para seu estudo.



Figura 1- Receptores do Glutamato. Estrutura aparente dos receptores do glutamato (NMDA, AMPA,
cainato e metabotrdpico. Os receptores NMDA séo 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 GIURI-R4 e os receptores AMPA, das subunidades GIuR5-R7. Os receptores
metabotropicos (MGIURI-R5) consistem de proteinas acopladas ao GPT, que catalizam a liidrélise de fosfoinositidios com
formacéo de IP3 e DAG e também a inibicdo da adenililciclase, com diminuicdo de AMPc, Segundo Seeburg, 1993.

Tabela 1- Agonistas e Antagonistas do receptor do Glutamato

NMDA AMPA
Competitivo Modulatorio Competitivo Modulatorio Cainato Metabotrépico
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- NBOX GYKI 52466 L-AP3
kenurenato
CGS 19755 5,7-dicloro- (+)-MCPG
kenurenato
CGP37849 MNOX (S)-4CPG
D-CPP 1.689.560
D-CPPene 11A966

Blogueadorde  MK801
canal PCP

Abreviaturas- L-CCG-IV-  (2S,3R,4S)-ct(carboxiciclopropil)glicina; D-AP5-  &c. D-2-amino-5-
fosfonopentandico; ACBD- !-aininciclobutano-1,3-dicarboxilato; CGS19755- &c. c»s-4-(fosfonometil)piperidina-2-
carbixilico; CGP37849-ac. D,L-(E)- 2-amino-4-métil-5-fosfonopentondico; CPP- 4c. 3-(2-carboxipiperazaM-il)propil-I-
fosfonico; CPPene- ac.(E)-4-(3-fosfono-2-propenil)piperazina-2-carboxilico’, MK-801-, dizoeilpina; PCP- fenciclidina;
MNQX- 5,7-dinitroquinoxaline- 2,3-dione; L689.560- (+-4-p'azi5-2-carboxi-5s57-dicloro-4-fenilaminovarbo-nilamino-
1,2,3,4-tetrahidroquinolina; ~ ATPA-  a-amino-3-hidroxi-5-terbutil-4-isoxazole-propionato; 11A966-  3-amino-I-
hidroxipirrolidin-2-one;  Br-IHBO-  (s)-4-bromoh.omoibotenato; NBQX-  2,3-dihidro-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(F)-
quinoxalina;aniracetam- 1-94-metoxibenzoil)-2-pirrolidinona; 1-BCP- I-(1,3-benzodioxol-5-ilcarbonil)-piperidina; GYKI
52466- 1 -(4-ammofenil)-4-metil-7,8-metilenodioxi-511-2,3-benzodiazepina; frwis-ACPD- &c. !-aminociclopentano-trans-
1.3-dicarboxilico; L-CCG- 1,(2S,3S,4S)- (x-(carboxiciclopropil)glicina; L-AP4- ac. L-2-amino-4-fosfonobutirico; trans-
2.4-ADA- &c. [rau.v-;iz.etidiria-2,4-dicarboxilico, L-AP3- 4c. L-2-amino-3-fosfonopropionico; (+)-MCPG- (+)-ct-metil-4-
carboxilenilglicina; (S)-4CPG- (S)-4-carboxifenilglicina.



Os receptores metabotropicos podem ser divididos em 3 subgrupos. Os
agonistas mais seletivos usados na caracterizacdo destes subgrupos foram
quisqualato, 2-CCG, trans-ACPD e L-AP4. Evidéncias indicam que a ativacdo dos
receptores metabotrépicos podem ter efeitos neuroprotetores e neurotoxicos. 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 metabotropicos (Sacaan
& Schorepp, 1992). O receptor L-AP4 foi definido eletrofisiologicamente como um
sitio inibitério do glutamato, este receptor estd localizado pré-sinapticamente e sua

ativacdo inibe a liberacdo de glutamato (Anson & Collins, 1987) (Figura 2, Tabela
1)-

2. SINTESE E TRANSPORTE DE GLUTAMATO

Glicose e glutamina parecem ser 0s precursores para a biosintese de
glutamato no cérebro (Bradford & Thomas, 1969; Shank & Aprison, 1977). A
glicose esta disponivel na corrente sanguinea em grandes quantidades e como a taxa
de degradacdo estd aumentada na estimulagdo nervosa, ela € algumas vezes
considerada como um importante precursor para a sintese de glutamato (Davidson,
1976), via ciclo do &cido citrico e desidrogenase glutdmica. A glutamina esta
presente no fluido cerebroespinhal e assim, extracelularmente, no cérebro em
concentracbes em tomo de 0,4 mM (Plum, 1974). Além disso, 0s nervos terminais
tém quantidades significativas de glutaminase, enzima que catalisa a sintese do
glutamato nos nervos terminais (Bradford & Ward, 1976). Trabalhos demonstram
que a sintese e efluxo de glutamato na presenca de concentracdes fisiologicas de
glutamina é 3 a 6 vezes maior, do que na presenca de glicose sozinha (Anders et al.,
1979).
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Figura 2. Os receptores metabotrépicos podem modular a transmisséo sinaptica via mecanismos pré e pos-sinapticos. A inibicdo da liberagdo de glutamato ocorre via ativagdo dos
receptores pré-sinapticos do grupo mGlu Il e 11l. Ao contrério, a ativagdo dos receptores pré-sinapticos do grupo | aumenta a liberagdo, e esta facilitagdo é aumentada pelo &cido
araquidonico. Os receptores pos-sinapticos do grupo | medeiam a despolarizagdo lenta e podem modular as correntes mediadas pelos receptores AMPA e NMDA e parecem estar
envolvidos na LTP. A ativacdo destes receptores ap0s insulto excitotoxico contribue para a morte celular, enquanto a ativacdo do grupo H e IH produz efeitos neuroprotetores.
Outros receptores mGlu além dos oito membros clonados ja foram identificados, por exemplo, um acoplado a fosfolipase D (Toms et al., 1996).



A remocdo rapida do glutamato da fenda sindptica por recaptacdo contribui
para o término do sinal excitatorio, manutencdo dos niveis extracelulares de
glutamato abaixo do que pode induzir citotoxicidade (Rosenberg ez al., 1992) e
reciclagem do transmissor via ciclo da glutamina (Shank & Aprison, 1981). Ja foi
demonstrado um decréscimo no transporte de aspartato no doenga de Alzheimer
(Palmer et al., 1986) e uma diminui¢do na velocidade méxima de recaptacdo do
glutamato em sinaptosomas preparados de medulas espinhais de pacientes com
esclerose amiotropica lateral (Rothstein et al., 1992). Tais déficits podem contribuir
para a vulnerabilidade dos neurbnios nestas doencas. Existem varios tipos de
sistemas de transporte, que podem ser distinguidos com base na sua dependéncia
ibnica (Na, Cf ou Ca ), no tipo celular (neurénio ou glia) e na localizacdo
anatdmica (mesencéfalo ou cerebelo). O transporte dependente de Nat na glia,
parece ser o dominante e ¢ 0 mais bem caracterizado em termos de farmacologia,
distribuicdo, mecanismo e biologia molecular (Chamberlin & Bridges, 1993;
Robinson et al., 1993).

O metabolismo do glutamato ¢é dividido, no minimo, em dois compartimentos
maiores, também chamados, pequeno e grande “pools” (Van den Berg & Garfinkel,
1971; Berl, 1973). O grande pool, esta preferencialmente localizado nos neur6nios,
enquanto o pequeno pool, nas células gliais. A glutamina sintetase parece existir
primariamente nas células gliais (Martinez-Hemandez et al., 1977) e esta ausente
nos nervos terminais (Salganicoff & De Robertis, 1965), assim, a glutamina

sintetizada na glia pode fluir para os neurénios (Benjamin & Quastel, 1972).



3. PAPEL FISIOLOGICO DOS RECEPTORES NMDA

3.1 CRESCIMENTO E DIFERENCIACAO

A neurotransmissdo no SNC é mediada principalmente pelo glutamato e
compostos relacionados (Fonnum, 1984; Engelsen, 1986). A maioria do glutamato
no cérebro, entretanto, esta envolvida no metabolismo intermediario no neurénio e
glia e somente uma fragédo do pool total de glutamato participa no sinal neuronal.
Evidéncias sugerem que o glutamato tem influéncias troficas na diferenciacdo
neuronal e regula o desenvolvimento da citoarquitetura do neurdnio. Além de
participar na formacdo do circuito neuronal e na plasticidade sinéptica. A adicdo de
NMDA promove a sobrevivéncia de células granulosas cerebelares cultivadas, de
uma maneira dose-dependente (Balazs et al.-, 1988). E a suplementacdo de cultura de
células neuronais de feto de ratos com glutamato (5pM) produz maturacdo (Arslan
et al., 1988). Comparado ao controle, ocorre um aumento da maturagéo nuclear, do
nimero de mitocondrias e reticulo endoplasmatico, indicando um aumento na
capacidade de sintese proteica, que pode ser interpretado como um sinal de
maturagdo neuronal avancada. Além disso, sdo observados um aumento do nimero
de sinapses e de sua eficacia (Chang & Greenough, 1984). Os efeitos do glutamato
no crescimento de neuritos foi demonstrado por Brewer e Cotman (1989), eles
observaram que a extensdo e as ramificacbes dos neuritos sdo controladas pela
ativacdo do receptor NMDA. Assim, os resultados suportam a hipGtese de que o
glutamato tem um papel importante na formacdo e regulagéo do circuito neuronal,

por um mecanismo ainda nao estabelecido.
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3.2 MEMORIA

Memoria é a capacidade de reter e recuperar informagdes, um processo que
produz alteracdo no nosso comportamento, permitindo que o individuo se situe no
presente, considerando o passado e o futuro. Ela fornece as bases para todos 0s
nossos conhecimentos, habilidade, sonhos, planos e anseios. Memdria é, portanto,
um aspecto central da existéncia humana. Assim, o conhecimento de sua natureza e
bases bioldgicas é essencial para se entender a psiqué humana e desenvolver terapias
relacionadas com as patologias que levam a alteragdes nas funcdes cognitivas. A
pesquisa basica que investiga a neurobiologia da meméria estd centrada em dois
objetivos. O primeiro visa a identificagdo de areas cerebrais envolvidas neste
fendmenos, bem como o papel dos sistemas cerebrais no controle do armazenamento
dos diferentes tipos de memdria. O segundo destina-se a elucidar as alteracdes
celulares e bioquimicas que ocorrem entre neurdnios durante a aquisicdo da
informagéo.

Existem varias formas de aprendizagem e memdria, envolvendo diferentes
sistemas neuronais. Muitos trabalhos distinguem entre memoria “declarativa’e “ndo
declarativa” (ou “de procedimento”- procedural). A memoria declarativa geralmente
refere-se a memdria explicita - de “o que” e estd relacionada a experiéncias
proprias, reconhecimento de cenas e objetos familiares. A memoria ndo declarativa,
de procedimento ou implicita - de “como fazer”, é a vasta maioria dos processos de
memoria em animais, mas também muitos aspectos da memoria em seres humanos.
Considera todos 0s seus gostos e desgostos, todos os habitos e habilidades (p.ex.
dirigir, nadar, andar de bicicleta) e pode incluir o fendmeno de identificagédo
(priming), que pode ser definido como a habilidade de detectar ou identificar um
estimulo como um resultado de uma exposi¢do prévia (Thompson et al., 1988).
Estas categorias de memoria ndo sdo excludentes, quando um organismo aprende

alguma coisa importante, varios destes sistemas de memaria podem ser empregados.
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A memoria ndo declarativa inclui o condicionamento classico, habilidades e é
em grande parte inconsciente. A declarativa envolve a recuperacdo consciente de
eventos ou fatos ocorridos. Estes tipos de memoria sdo processados em partes
diferentes do cérebro mas podem ser interconvertidas. No homem a memoria
declarativa € dividida em recuperacdo imediata de eventos que ocorrem em curso,
memoria a curto prazo ou recente de eventos que ocorrem de segundo a horas ou
dias antes, e memoria remota de eventos do passado distante. A memoria a curto
prazo engloba o tempo durante o qual a memoria de eventos em curso esta sendo
consolidada e convertida a memoria remota, de longo prazo. Durante este tempo, a
memoria a curto prazo € vulneravel e sujeita a desaparecer, a0 passo que as
memorias remotas sdo extremamente resistentes e persistem na presenga de grave
leséo cerebral (Squire & Zola-Morgan, 1991).

Um aspecto da memoria a curto prazo € a memoria operacional (working
memory), um armazenamento temporario de informacéo utilizado para planejar uma
acdo futura. Evidéncia clinica de vulnerabilidade da memoria a curto prazo é a
observacdo de que ha com frequéncia perda da memoria de eventos imediatamente
antes de uma concussdo cerebral (amnésia retrograda), mas a memoria retrograda e a
ndo declarativa ndo séo afetadas. Em animais, a aquisi¢cdo de resposta aprendidas, ou
pelo menos sua recuperacdo, é impedida se dentro de 5 minutos apos cada sessdo de
treinamento, os animais forem anestesiados ou tratados com antibidticos que inibam
a sintese proteica. Quatro horas ap0s a ssessdes de treinamento estes tratamentos nao
tém efeito sobre a aquisi¢do (Squire & Zola-Morgan, 1991)..

Alguns pesquisadores argumentam que 0 corpo estriado estd envolvido na
codificacdo da memoria ndo declarativa e existem outras evidéncias de que o
cerebelo também estd envolvido. Pesquisa recente sobre a memoria operacional
indica o envolvimento de muitas partes diferentes do cortex cerebral. Quando os
individuos sdo solicitados a lembrar a localizacdo espacial de estimulos visuais, a

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

Por outro lado, o processo de codificagdo que converte memorias a curto
prazo em memorias a longo prazo no homem e em outros primatas envolve 0
hipocampo e as porcOes adjacentes entorrinal, perirrinal e para-hipocampal do
cortex temporal médial. No homem, a destruicdo bilateral do hipocampo ventral ou
processos patologicos que destroem seus neurdnios em CAIl causam defeitos
acentuados na memoria recente. Seres humanos com esta destruicdo mantém
intactas a memoria imediata e a remota, eles ndo podem constituir novas memdarias a
longo prazo. As conexdes do hipocampo para o diencéfalo também estdo envolvidos
com a memoria. Alguns alcodlatras com lesdo cerebral desenvolvem uma
deficiéncia de memdria recente, e a perda de memoria correlaciona-se com
alteracbes nos corpos mamilares, estes projetam-se para o talamo anterior e, em
macacos, lesdes do tdlamo causam perda de memdria recente. Do tdlamo, as fibras
projetam-se para o cortex pré-frontal e dali para o prosencéfalo basal, deste, ha uma
projecdo colinérgica para todo o neocértex, amigdala e hipocampo, a partir do
nacleo basal de Meynert. Enquanto o processo de decodificacdo para a memoria a
curto prazo envolve o hipocampo, as de longo prazo estdo armazenadas no

neocortex (Squire & Zola-Morgan, 1991).

Talvez a primeira proposicao da existéncia de alteragOes celulares subjacentes
a formacdo de memorias tenha sido feita pelo psicologo canadense Donald Hebb, no
seu livro Organization of Behavior, publicado em 1949. Baseado nos trabalhos
anatomicos de Lorente de NO sobre a estrutura e as conexdes entre neurdnios, Hebb
propds que durante a situacdo de aprendizagem um neurdnio estimula outro, de tal
forma que a sinapse entre eles se toma mais fortalecida e isso poderia produzir
alteracGes estruturais. De acordo com essa idéia, 0 armazenamento dessa informacéo
estrutural poderia explicar o fenbmeno da memdria. Entretanto ele ndo tinha a

menor idéia dos mecanismos neurais subjacentes a sua teoria.
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Em 1973, os fisiologistas Timoty Bliss e Terje Lomo demonstraram em
neurdnios localizados no hipocampo (uma estrutura intimamente relacionada aos
processos de memoria) que a estimulacdo elétrica de alta frequéncia num axdnio
pré-sinaptico durante alguns segundos produz um aumento na magnitude da resposta
pos-sinaptica. O aumento pode durar algumas horas em animais anestesiados ou
varios dias ou mesmo meses em animais acordados. Este fenémeno foi denominado

pelos pesquisadores de potenciacdo de longa duracdo (long-term potentiation- LTP).

Do ponto de vista funcional, a LTP corresponde a um processo de facilitacdo
do sistema nervoso, cujo estabelecimento depende da duragdo e da frequéncia do
estimulo repetitivo ou numa analogia, depende do “treinamento” e portanto, de um
processo de aprendizagem. Esses fendmenos seriam a base para a teoria
neuropsicologica proposta por Hebb. A ativacdo repetitiva dos receptores NMDA
causa LTP (long termpotentiation) (Bliss & Lomo, 1973; Brown et al., 1990). LTP
pode ser definido como uma forma de memodria ou mecanismo de memoria, é
importante no hipocampo e amigdala (Clugnert & Le Doux, 1990), ambas as
estruturas estdo envolvidas no processamento dos estagios iniciais da memoria
(consolidacdo) e também no cértex, onde se acredita ser o sitio de estocagem da
memoria (Izquierdo, 1989; Keller et al., 1990).

Algumas memorias tais como olfativa e espacial podem ser localizadas no
hipocampo (Morris et al., 1986; Staubli et al., 1989). Animais e pacientes com
ablacdo do hipocampo e amigdala ndo perdem a memoria ja adquirida (memoria
retrograda) mas se tomam incapazes de reter novos conhecimentos, eles podem
adquirir informacdo e reté-las por segundos ou minutos, mas ndo se toma uma

memoria de longa duracao.
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Os receptores NMDA s&o importantes para a indugdo mas ndo para a
manuntencdo da LTP (Cotman et al., 1988). A ativacdo destes receptores leva a
abertura de canais de célcio, este inicia uma aumento persistente da transmissao
sinaptica por ativacdo de duas proteinas quinases dependentes de calcio, a
Cat2/Calmodulina quinase e a proteina quinase C e uma tirosina quinase. Assim a
manutencdo da LTP envolve um aumento pré-sinaptico da liberacdo do transmissor
glutamato (Figura 3 e 4), via liberacdo de um mensageiro retrogrado, possivelmente
oxido nitrico (NO) ou monoxido de carbono (CO), estes se difundem para o terminal
pre-sinaptico para ativar um ou mais 2° mensageiros que agem aumentando a
liberacdo de glutamato e manter a LTP (Gustafison & Wigstrom, 1988, Hawkins et
al., 1983). A infusdo intracerebroventricular de antagonistas do receptor NMDA,
AP-5 ou MK-801, prejudica a inducdo da LTP (Morris et al., 1986), a performance
do aprendizado no teste do labirinto aquatico (Water maze) e no teste de memoria
olfatoria (Staubli et al., 1989).

Os receptores NMDA obviamente ndo trabalham isolados no processo de
memoria. Neurdnios colinérgicos, opidides e noradrenérgicos fazem sinapse na
amigdala (McGaugh, 1989) e neurdnios colinérgicos no hipocampo (Dunnett et al.,
1990) e gabaérgicos na amigdala e hipocampo (Figura 4). Na amigdala e no
hipocampo receptores NMDA, muscarinicos e P-adrenérgicos cooperam e
receptores benzodiazepinicos (GABAa) trabalnam contra o processo de
consolidacdo da memoria (lzquierdo et al., 1991).

3.2.1 Papel do sistema limbico na memoria

Estudos farmacoldgicos e clinicos, ttm mostrado que a memdaria explicita ou
declarativa é processada por estruturas no lobo temporal e suas conexdes. Acredita-
se que a memoria implicita ou de procedimento (procedural) seja processada pelo
corpo estriado e/ou diencéfalo (Izquierdo, 1993c; Squire, 1987).

15



Figura 3. Modelo de indugdo de Long Tem Potentiation (LTP)

B Induction of LTP

Figura 3. A- Durante a transmissdo sinaptica normal (baixa frequéncia), o glutamato é liberado do terminal
pré-sinaptico e age nos receptores NMDA-R e ndo NMDA (Q/K-R). O Nat e K+ fluem através dos canais
acoplados aos receptores ndo NMDA, mas ndo através do acoplado ao NMDA devido ao blogueio pelo Mg2+.
B- Durante um estimulo tetanico de alta frequéncia, a membrana p6s-sindptica é despolarizada pela agdo do
Nat+ e K+ fluindo através dos canais acoplados aos receptores ndo NMDA. esta despolarizagdo 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 liberagdo interna via ativagdo dos receptores metabotropicos grupo 1), ativa proteina
quinase C, Ca2+/calmodulina quinase e tirosina quinase, o que induz a LTP. Apos a indugdo 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 sinaptico de fatia de hipocampo de rato em que a LTP (long term potentiation) foi obtida
estd indicado na parte superior da figura, enquanto os neurotransmissores associados com estes circuitos ¢ as
células capazes de expressar a LTP estdo mostradas na parte inferior. Cada um dos trés maiores circuitos (do
cortex entorrinal ao giro denteado, deste ao CA3 e do CA3 ao CAI) mostram LTP similares, variando a
farmacologia com a localizagdo e caminho envolvido O glutamato mediando os eventos sinapticos figura
predominantemente. Segundo. Cooper et al., 1996
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Nem todas as memorias declarativas sdo processadas pelas mesmas estruturas
(Cahil & McGaugh, 1990; Izquierdo & Medina, 1991; McDonald & White, 1994).
Por exemplo, a memdria da esquiva inibitéria depende do hipocampo (HIP),
amigdala (AMI) e septo mediai (SM), a memoria da habituacdo espacial depende
somente do HIP (lzquierdo e cols, 1992, 1993) e a memoria de estimulo (susto)
condicionado (Davis & Cassell, 1994) ou esquiva da agua motivado pelo choque
(Cahil & McGaugh, 1990) depende da AMI.

A AMI (Brioni, 1993; Izquierdo e cols, 1992) e por extensdo o SM (lzquierdo
& Medina, 1991, lzquierdo et al., 1993) (Figura 5) lida com a memoria de alerta,
ansiedade ou aversividade associada com cada evento. O SM e o HIP processa a
memoria de trabalho e a memoria espacial. O HIP também processa a informacao
temporal, contextual e a memoria que leva a recordacdo consciente em seres
humanos (Brioni, 1993; Izquierdo, 1994; Izquierdo et al., 1993).

O cortex entorrinal (CE) esta interconectado com o o HIP, AMI, e 0 SM por
caminhos aferentes e eferentes mono e polisindpticos (Nieuwenhuys, 1985; Witter et
al., 1989) e participa tanto da memoria espacial, quanto do aprendizado da esquiva
inibitéria (lzquierdo, 1993; Zola-Morgan et al., 1989). O CE é a parte do cérebro
onde lesdes sdo mais comumente encontradas na doenca de Alzheimer (Hyman e
cols, 1990). As lesbes sdo usadas como marcadores precoces desta doencas e elas
aumentam em numero com a piora dos achados clinicos (De Leon et al., 1993).
Estudos usando infusGes de muscimol e AP5, agonistas do receptor GABAa e
NMDA, respectivamente, no CE mostraram que o CE registra informagOes
aprendidas no momento da aquisicdo, mas nao é essencial para aquisi¢do (Ferreira et
al., 1992), entretanto ele é necessario para o processo de memoria 90 a 180 minutos
depois (tempo de consolidagdo), momento em que ele aparentemente integra
memorias ou componentes da memaria previamente processados pelo HIP, AMI ou
SM (Ferreira et al., 1992).
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Figura 5. Sistema limbico e suas vias aferentes e eferentes
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Figura 6. A- Vista sagital do cérebro mostrando o lobo limbico, que consiste do
tecido cortical primitivo (&rea azul) que circula o tronco cerebral superior. B- Interconexdes
das estruturas profundas incluidas no sistema limbico. A direcdo predominante da atividade
neural em cada trato estd 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 memdria

Morris e cols. (1986) mostraram que a administragdo intracerebroventricular
de AP5, em doses que bloqueiam a LTP hipocampal em ratos, diminue o
aprendizado de uma tarefa espacial, no modelo do labirinto aquatico. Varios autores
reportaram que a administracdo sisttmica de bloqueadores de canal do receptor
NMDA impede vérias formas de aprendizado (Izquierdo, 1991, 1993). Em pintos, a
esquiva inibitdria (um modelo de memdria) é seguida por um aumento da ligacdo do
glutamato ao receptor NMDA em estruturas envolvidas no processo de
aprendizagem (Stewart et al., 1992). E em ratos no modelo de esquiva inibitdria
(step-down inhibitory avoidance), a infusdo imediata apds o treinamento, de APS5,
muscimol ou escopolamina no hipocampo, amigdala ou septo mediai causa amnésia

retrégrada (Izquierdo et al. 1992).

3.2.3 A Bioquimica da formacdo da memoria e sua regulacdo por

hormonios e neuromoduladores

Dados da literatura tm mostrado que a bioquimica da formacdo e estocagem
da memdria declarativa envolve uma cascata de eventos em areas especificas do
cérebro que é similar as areas da LTP no hipocampo (Baudry & Massicotte, 1992;
Izquierdo, 1994; Izquierdo e Medina, 1995; Maren & Baudry, 1995; Sossin, 1996).
A cascata bioquimica da memoria tem sido estudada no hipocampo em conexdo com
a esquiva inibitéria (Izquierdo & Medina, 1995), muitos achados sugerem que
ocorre no hipocampo, amigdala, septo mediai e cortex entorrinal (lzquierdo &
Medina, 1995). O envolvimento de uma ou outra area depende da tarefa. Na esquiva
inibitoria, todas estas areas participam de maneira coordenada ou sequencial, em

outras tarefas, como habituacdo a um novo ambiente, a amigdala e/ou o septo mediai
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ndo estdo aparentemente envolvidos (Brioni, 1993; lzquierdo, 1994; Zanatta et al.
1996).

A memoria certamente ndo é formada ou consolidada somente em uma regido
(Da Cunha et al. 1992), se ela é estocada por longos periodos apds aquisicdo em
areas restritas, é razdo de debate e estudos intensos. O local ou locais envolvidos
nesta estocagem varia grandemente com a natureza da informagdo e provavelmente

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

A cascata bioguimica envolve primeiro uma ativacdo dos receptores AMPA,
em muitos casos NMDA e em alguns casos metabotropicos, seguidos por uma
entrada pré e pos-sinaptica de calcio, que em muitos casos ocorre através do canal
formado pelo receptor NMDA e em outros, através do canal de calcio dependente de
voltagem (lzquierdo & Medina, 1995; Nicoll & Malenka, 1995; Riedel, 1996). E,
talvez acoplado com a liberacdo de Oxido nitrico (NO) e o fator ativador de
plaquetas (PAF), que aumenta a liberacdo pré-sinaptica de glutamato. Estes eventos
sdo seguidos por um rapido aumento no monofosfato de guanosil ciclico (GMPc)
pos-sindptico, um lento aumento do monofosfato de adenosil ciclico (AMPc)
(Huang et al. 1994; Bemabeu et al. 1996), por uma ativacdo pré e pds-sinaptica da
proteina quinase A e C e calcio-calmodulina quinase Il (Reymann, 1993) e pela
fosforilacdo de uma variedade de proteinas, incluindo as subunidades do receptor
NMDA (Koga et al. 1996) e da transcricdo do gene do fator CREB (c-AMP-
responsive element binding protein) (Yin & Tully, 1996), entre outros. A ativacdo
génica leva a sintese proteica que é necessaria para a manutencdo duradoura da LTP
e da memoria (Dunn, 1980; Huang et al., 1994; Yin & Tully, 1996).

Os eventos iniciais desta cascata (ativacdo do receptor de glutamato) sdo
bloqueados por agonistas do receptor GABAa (Brioni, 1993) e sdo modulados pelas

sinapses colinérgicas muscarinicas e P-noradrenérgicas (lzquierdo et al., 1992).
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Alem disso o0s receptores GABAa sdo modulados por substancias enddgenas
benzodiazepinicas-simile (Wolfman et al., 1991). Os eventos tardios (3 ou 6 h apos
a ativacdo inicial dos receptores glutamatérgicos) sdo modulados por mecanismos
dopaminérgicos, primeiro descritos por Grecksch e Matthies (1982). Em particular a
ultima fase, que é dependente da sintese da proteina quinase A e CREB, é modulada
pelos receptores D]/D5, tanto no caso da LTP na regido CAI hipocampal (Huang et
al., 1994), como no processamento da memoria pelo hipocampo. Estes Gltimos
eventos ndo ocorrem se a atividade da proteina quinase é inibida (Reymann, 1993;
Izquierdo & Medina, 1994). Inibidores de sintese 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 ja mencionados, uma variedade de sistemas centrais e
periféricos alteram a formacdo da memoria no periodo pos-treino imediato: (3-
endorfinas cerebrais e outros opidides, nicotina, serotonina, adrenocorticotropina,
vasopressina, ocitocina, glicocorticdides, adrenalina e glicose (lzquierdo, 1989;
Bohus, 1994; Cahil & McGaugh, 1996; Gold, 1991, 1995; Grigoryan et al., 1996;
Izquierdo & Medina, 1996). A maioria destas substancias séo liberadas no cérebro
ou fora dele durante muitas formas de treinamento comportamental, o que significa
que muitas ou a maioria das formas de memoria sdo atualmente formadas sob a sua

influéncia (Zometzer, 1978; lzquierdo, 1989).

Agentes colinérgicos alteram a atividade da proteina quinase A,
catecolaminas influenciam os niveis de AMPc e assim a atividade da proteina
quinase A (Gold, 1995). Vasopressina e corticotropina influenciam os niveis de
catecolaminas cerebrais (De Wied & Bohus, 1979). Varios dos processos
modulatérios que acompanham o aprendizado e a consolidacdo da memdria
interagem um com outro. Assim, as P-endorfinas exercem geralmente efeitos

amnésicos através de influéncias sobre sinapses P-noradrenérgicas e D2-
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dopaminérgicas na amigdala (McGaugh, 1989), infusGes intraseptais de P-
endorfmas sdo também amnésicas (Bostock et al., 1988). Além disso, ja foram
descritas interacfes colinérgicas muscarinicas e P-noradrenérgicas na amigdala
(Dalmaz et al., 1993; Introini-Collison et al., 1996) e no hipocampo e septo mediai

(Izquierdo et al., 1992), relevante para a modulagdo da memodria.

Existem fortes evidéncias de que a corticotropina (Gold, 1991),
glicocorticoides (Roozendaal & McGaugh, 1996) vasopressina e ocitocina (De Wied
& Bohus, 1979) causam seus efeitos na memoria através de interagdes com
mecanismos noradrenérgicos na amigdala e hipocampo. Existem receptores
especificos para os glicocorticoides no hipocampo, amigdala e outras regides do
cérebro e evidéncias indicam que no minimo em parte seus efeitos nha memdria
podem ocorrer diretamente através destes receptores (De Kloet et al., 1991; Mcewen
& Sapolsky, 1995; Roozental & McGaugh, 1996). Opidides e antagonistas opidides
administrados perifericamente alteram a meméria principalmente através de
influéncias na amigdala (McGaugh, 1989; Izquierdo, 1989). Epinefrina periférica
regula a glicemia e 0 aumento na glicose sanguinea mimetiza os efeitos facilitatérios
da epinefrina na meméria (Gold, 1995; Gold & McMarty, 1995) e aumenta a LTP
hipocampal (Gold et al., 1984). Estudos em humanos e animais demonstram que a
glicose sanguinea é um dos maiores fatores modulatorios nos processos de memoria

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

E provavel que as mudancas pds-treino relatadas nos niveis de nucleotidios
ciclicos (Bemabeu et al., 1996), atividade da proteina quinase (Bemabeu et al.,
1997), ligacdo ao receptor AMPA (Cammarota et al., 1995; Tocco et al., 1992) e
sintese proteica (Dunn, 1980; Izquierdo et al., 1983), sejam efeitos secundarios dos
fatores modulatorios e em particular, aumentos na sintese proteica que ocorrem em

varias regides do cérebro ap6s o treinamento, podem ser abolidos apds
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adrenalectomia e mimetizados por corticotropina e por adrenalina (Dunn, 1980;
Izquierdo et al., 1983).

A relevancia das influéncias modulatérias em cada regido do cérebro
obviamente depende do tipo de memoria sendo processada. O hipocampo é um sitio
de acdo de influéncias modulatorias em muitos tipos de memaoria ou componentes de
memoria: espacial, verbal e contextual, entre outros (Bechara et al., 1995; lzquierdo
& Medina, 1995). A amigdala (Bechara et al., 1995; Izquierdo et al., 1992; Young et
al., 1995) e o septo mediai (Davis, 1992; lIzquierdo & Medina, 1995) estdo
implicadas nos aspectos da memoria emocional e aversiva. Além disso, o septo
mediai esta envolvido na memodria espacial (Bostock et al., 1988; Brioni et al..,
1990). Alguns dados sugerem que o papel principal da amigdala pode ser realmente
modular memorias estabelecidas no hipocampo e outros locais, particularmente no
nacleo caudato (Cahil & McGaugh, 1996; McGaugh et al., 1995). O cortex
entorrinal e parietal parecem estar envolvidos nos processos tardios de uma
variedade de memorias, possivelmente como integrador de dados previamente
processados pelo hipocampo, amigdala e septo mediai (Zanatta et al., 1996).
Hipocampo, amigdala, septo e neocortex sdo conhecidos por receberem inervacao
noradrenérgica, dopaminérgica e colinérgica e cuja faléncia pode ser atribuida a um
papel na génese de distirbios de memdria relacionados a idade ou a doencas
degenerativas do cérebro, tais como as doencas de Parkinson e Alzheimer (Winblad
etal., 1985; Izquierdo et al., 1992).

E conhecido que a mais simples forma de aprendizagem e memoria esta
situada em mais de uma estrutura. A habituacdo da exploracdo de um ambiente
fechado requer o hipocampo e o cortex entorrinal e ndo a amigdala ou o septo
(Izquierdo et al., 1992; Izquierdo & Medina, 1995). A esquiva inibitdria requer as
quatro estruturas e subsequentemente o cortex parietal posterior (Izquierdo et al.,

1992; Izquierdo & Medina, 1995; Zanatta et al., 1996), O condicionamento de piscar
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os olhos (eye-blinli) é formado em um circuito que envolve principalmente o
cerebelo (Thompson & Krupa, 1994), mas ¢ acompanhado por mudancas na ligagdo
ao receptor AMPA no hipocampo (Tocco et al., 1992) que sdo muito similares aos
descritos para a esquiva inibitéria (Cammarota et al., 1995) ou LTP (Tocco et al.,
1992). O susto condicionado necessita da amigdala antes do hipocampo, mas requer
a ativacdo de um complexo circuito (Davis, 1992). Ele pode ser atenuado pelo
condicionamento alimentar Pavloviano, indicando que muitos caminhos diferentes
sdo usualmente empregados neste tipo de aprendizado (Schmid et al., 1995).
Componentes separados de tarefas de aprendizado estdo 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 aquético, insensivel ao
AP5 foi descrito (Bannerman et al., 1995). O estudo das influéncias dos sistemas
modulatérios na cadeia bioquimica de eventos durante a plasticidade cerebral e
memdria pode abrir caminho ndo somente para um melhor conhecimento da
memoria, mas também para o tratamento de suas desordens e de uma variedade de

doengas cerebrais que sdo acompanhadas de distdrbios de cognicao.

4. EXCITOTOXICIDADE

4.1 PAPEL DO CALCIO

A ativacdo de receptores do glutamato induz a elevagdo da concentragdo de
calcio intracelular. A ligacdo do glutamato a receptores NMDA resulta na abertura
de canais de cations permeaveis ao calcio (Choi, 1987). Este aminoacido ao se ligar
ao receptor AMPA induz o influxo de Nat, resultando em despolarizagdo da
membrana e abertura de canais de calcio dependentes de voltagem (VDCC) na

membrana plasmatica. O glutamato ao se ligar aos receptores metabotropicos ativam
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a fosfolipase C, resultando na liberacdo de IP3, este ativa canais de célcio no reticulo
endoplasmatico, enfim, a ativacdo de todos os tipos de receptores do glutamato
contribuem para a grande elevagéo de [Ca'Z].

Muitos estudos mostram que o calcio estd envolvido no dano neuronal
induzido pelo glutamato, a remocdo do célcio extracelular protege células do
neocortex (Choi, 1987) e hipocampais (Mattson et al.,, 1988) contra a
excitotoxicidade do glutamato, demonstrando o requerimento do influxo de célcio
na acdo do glutamato. O bloqueio dos VDCC, com nifedipina pode atenuar esta
excitotoxicidade (Weiss et al., 1990). Também o dantrolene, um bloqueador da
liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico pode causar este efeito (Frandsen &
Schousboe, 1991). Os caminhos pelos quais o calcio produz este efeito ndo estdo
bem definidos. O calcio ativa proteases que degradam o citoesqueleto e outras
proteinas. A exposicdo de células hipocampais a aminodcidos excitatorios causa
protedlise, mediada pela calpaina, da proteina do citoesqueleto, espectrina (Simon &
Noszek, 1988), entretanto Manev e cols. (1991), demonstraram que inibidores de
calpaina ndo conferem excitoprotecdo. Além disso, a ativacdo da Oxido nitrico
sintase pela calmodulina calcio-dependente, com elevacdo de radicais livres, pode
contribuir para o dano induzido pelo célcio (Jesberger & Richardson, 1991; Oyama
et al., 1993). Os neurdnios possuem varios mecanismos para manter baixo a [Cat2];.
Na membrana plasmatica existem bombas de calcio dependentes de ATP e
trocadores de Na /Ca que fazem a extrusdo de calcio. Um bloqueio nestes sistemas
provoca um aumento nas concentracfes de calcio com injuria celular (Cheng &
Mattson, 1992).

4.2 PAPEL DO GLUTAMATO NA ISQUEMIA CEREBRAL

A superestimulacdo do receptor do glutamato é um dos mecanismos para o0

dano neuronal que ocorre em vérias condi¢des neuroldgicas, incluindo isquemia
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cerebral, trauma do SNC (Rothman & Olney, 1986; Albers & Goldberg, 1989;
Meldrum, 1990) e doencas neurodegenerativas crénicas (Greenamyre & Young,
1989; Albin et al., 1990; Olaitakis, 1990). Varios trabalhos demonstram esta
hipotese. Em modelos de isquemia cerebral focal e global, os niveis de glutamato e
aspartato aumentam massivamente durante o0s periodos de isquemia nas areas
afetadas (Benveniste et al., 1984; Hillered et al., 1989). A remocéo dos aferentes
glutamatérgicos atenuam o dano neuronal no hipocampo e nucleo estriado
(Pulsinelli, 1985), sugerindo uma relacdo causai entre a excessiva liberacdo de
glutamato e a morte neuronal. Entretanto, o argumento mais persuasivo em favor do
papel do glutamato no mecanismo de patogénese da isquemia cerebral, é a
demonstragdo de que o tratamento com antagonistas glutamatérgicos agindo no
receptor NMDA e AMPA/cainato, atenua a neurodegeneracdo pés-isquémica, em
modelos de isquemia focal, em diferentes espécies (Meldrum, 1990; McCulloch &
Iversen, 1991; Scatton et al., 1991; Smith & Meldrum, 1993).

Como consequéncia da interrupcdo focal do suprimento sanguineo para o
cérebro, uma variedade de eventos celulares, metabdlicos e bioquimicos ocorrem.
Como a interrupcdo do metabolismo oxidativo, 0 que leva a faléncia energética e
distarbios na homeostase iénica. Danos na recaptacdo neuronal e glial de glutamato
(devido a faléncia energética) e aumento da liberacéo sinaptica de glutamato (devido
ao aumento do potassio extracelular), levando a uma superestimulacdo dos
receptores glutamatérgicos, com massica entrada de célcio (e s6dio) em niveis
toxicos. O influxo de sddio leva a um aumento do conteddo de &gua na célula
(edema citotoxico), o que leva ao dano celular (Choi, 1987). A entrada
descontrolada de calcio inicia uma cascata complexa de eventos bioguimicos
deletérios que podem levar a morte neuronal em areas fora do foco isquémico (zona
de penumbra) (Choi, 1988a). Além disso, 0 aumento do calcio ativa proteases

intracelulares (como a calpaina | e Il), endonucleases, NO sintase e fosfolipase A2,
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estas duas Ultimas levando a formacdo de especies reativas de oxigénio, causando

danos irreversiveis a citoarquitetura dos neurénios (Scatton, 1994).

4.2 OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (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
fisioldgico para o NO no sistema nervoso foi estabelecido pela demonstracéo de que
derivados da arginina, potentes e seletivos inibidores da éxido nitrico sintase (NOS),
blogueiam o relaxamento do intestino mediado pelo SNC (Ramagopal & Leighton,
1989; Bult et al.,, 1990) e a estimulagdo da formacdo de GMPc no cerebelo
(Garthwaite et al., 1989; Bredt & Snyder, 1990;). NO é formado da arginina no
cérebro e células endoteliais pela NOS, que ja foi purificada (Bredt & Snyder, 1990)
e clonada (Bredt et al., 1991) de cérebro de ratos. Macrdfagos e outras células
sanguineas também produzem NO, que medeia seus efeitos bactericidas e
tumoricidas (Hibbs et al., 1987). Entretanto a NOS dos macréfagos é uma proteina
diferente do cérebro e células endoteliais, diferindo nos requerimentos de cofatores.
Estudos de imunocitoquimica localizaram NOS de populacbes seletivas de células
neuronais, como também em neurénios na retina, medula adrenal, intestinos e fibras

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

Evidéncias indicam que o NO pode mediar a neurotoxicidade em cultura de
neurbnios 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 geracdo de NO por exposi¢do a nitroprussiato de sddio produz morte

celular com um efeito correspondendo a habilidade do nitroprussiato de sodio de
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estimular a formacdo de GMPc, um efeito que é mediado pelo NO (Dawson et al.,
1991).

Em cerebelo de ratos adultos, toda a atividade da NOS requer célcio,
sugerindo que existe uma contribuicdo neglicencidvel de uma enzima macréfago-
simile (Bredt & Snyder, 1990). Se NOS neuronal medeia a neurotoxicidade do
glutamato é importante determinar quais neurénios possuem NOS. No cortex
cerebral a imunorreatividade é confinada a um populacdo discreta de neur6nios,
compreendendo 1-2% da populagéo total de neurénios (Bredt et al., 1990; Dawson
et al., 1991). Recentemente foi demonstrado que neurdnios com atividade de NOS
no cérebro se coram seletivamente para nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato
(NADPH) diaforase (Snyder & Bredt, 1991; Dawson et al., 1991). Neurdnios
contendo NADPH diaforase sdo seletivamente resistentes a degeneracdo na doenca
de Huntington (Ferrante, 1985), doenga de Alzheimer (Kowall & Beal, 1988), na
injaria cerebral isquémica (Uemura et al., 1990) e na resposta a neurotoxinas (Koh
& Choi, 1988; Koh et al., 1986). Assim algumas caracteristicas de neurbnios que
contém NOS sdo resistentes a varias formas de neurotoxicidade induzidas pelo
glutamato. Se NOS neuronal provem o NO que media a neurotoxicidade do
glutamato, entdo estes neurdnios NOS/NADPH diaforase sdo sua origem. Koh e
Choi (1988) mostraram que estes neurénios em cultura primaria de células corticais
resistem a neurotoxicidade do NMDA mas sdo mais susceptiveis que outros
neurdnios a toxicidade ao cainato e quisqualato. Doses baixas de quisqualato que
matam seletivamente neurénios NOS/NADPH diaforase, reduzem a toxicidade de
NMDA administrado subsequentemente, sugerindo que estes neurdnios medeiam a
toxicidade do NMDA em outros neuronios. O mecanismo pelo qual NO mata
células é desconhecido. A formacdo de radicais livres esta implicado em vérias
formas de neurotoxicidade (Choi, 1990; Meldrum & Garthwaite, 1990) e NO é um
radical livre. NO pode também reagir com superdxido para produzir perioxinitrato,
que € extremamente reativo (Beckman et al., 1990) e pode inibir a respiracdo

mitocondrial, diminuindo a habilidade das células para suportar o estresse oxidativo.
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5. PAPEL DAS CELULAS NAO NEURONAIS DURANTE O
DANO CEREBRAL

5.1 ASTROCITOS

Os astrocitos revestem toda a estrutura neuronal e vascular (Miller & Szigeti,
1991). Dentre as fungdes normais no SNC podemos destacar, a manunten¢do da
homeostase do potassio (redistribuicdo para os locais de baixa concentracdo ou para
0 espaco vascular) (Gardner-Medwin, 1983); o metabolismo do CO2 (manutencéo
do pH extracelular nos limites normais) (Kimelberg & Bourke, 1982); a recaptagéo
de vérios neurotransmissores, tais como glutamato e GABA (Tang & Orkand,
1986). Poucos segundos apds a injaria podem ser observados nos astrocitos um
jumento de volume (Kimelberg et al., 1990), apds algumas horas podem-se
abservar, aumento na expressao da GFAP (glial fibrilary acidic protein) (Lindsay,
1986; Murray et al., 1990), expressaio de proteinas do complexo de
tistocompatibilidade maior (MHC tipo | e Il) (Fontana et al., 1984; Olsson et al.,
1987; Johns et al., 1992) e finalmente, apos dias se observa hipertrofia, proliferacéo
3 migracdo dos astrocitos (Del Rio et al., 1991; Miyake et al., 1992).

5.2 MICROGLIA E MACROFAGOS PERIVASCULARES

Células com a capacidade de fagocitose estdo presentes no SNC e esta
capacidade é prontamente ativada no local da injuria, resultando na morte celular ou
irocesso de degeneracdo celular. Além disso, o dano pode atrair macrofagos do
sangue. O termo “microglia ramificada” é aplicado aos macréfagos com uma forma
caracteristica no parénquima cerebral. Estudos sugerem que estas células derivam de
nacréfagos do sangue (Ling & Wong, 1993), assim a microglia seria somente um

componente da populacdo de macrofagos cerebrais, com uma populagdo de
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macrofagos perivasculares separados do parénquima pela lamina basal (derivados
dos mondcitos do sangue), servindo como células apresentadoras de antigenos e
interagindo com o sistema imune (Lassmann et al., 1993).

Os macrofagos 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 adesdo destas aos macrofagos e leucocitos
(Pober & Cotran, 1990). Alem disso, os macréfagos podem matar células normais
(Giulian et al., 1993) e também lisar oligodendrdcitos aparentemente por gerar

radicais livres e induzir a peroxidacdo lipidica (Merril & Zimmerman, 1991).

5.3 CELULAS ENDOTELIAIS

O papel das células vasculares endoteliais na barreira hematoencefélica é bem
estabelecido. Sabe-se que as juncbes fechadas (tight junctions) entre as células
endoteliais formam uma barreira aos movimentos de ions e solutos no espago
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 aclcares e aminoacidos do sangue para o cérebro. As células
endoteliais cerebrais contribuem para a formagdo 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 interacdo com
astrocitos (Stewart & Wiley, 1981). Além disso, um meio condicionado de cultura
de astrdcitos na presenca de um indutor de AMPc iréd suportar a formacao de juncdes
fechadas por células endoteliais cerebrais em cultura. Um dos aspectos da resposta
dos astrécitos ao dano em cérebro de adultos pode ser devido a recuperacdo da
permeabilidade da barreira hematoencefalica caracteristicas das células endoteliais.
A interacdo dos astrocitos com as células endoteliais pode envolver fatores

especificos. Asssim, células endoteliais podem liberar PDGF (fator de crescimento
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derivado das plaquetas), que parecem agir nos astrocitos e nao nas células
endoteliais (Heldin et al., 1981).

Nos tecidos periféricos, as células endoteliais sdo componentes da resposta
inflamatoria, a expressdo de proteinas especificas associadas a membrana, como
moléculas de adesdo podem estar envolvida na penetracdo no cérebro de células do
sistema imune e macréfagos durante o processo de desmielinizacdo (Yednock et al.,
1992) ou durante a injuria, em extensdo, esta mudanca na adesdo das células
endoteliais podem induzir a liberacdo de citocinas pela microglia (Pober & Cotran,
1990).

6. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS CONTRA A
EXCITOTOXICIDADE

Os neurbnios que possuem receptores para 0 glutamato apresentam
receptores para outros neurotransmissores como também para fatores neurotréficos,
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]
poténcia a excitotoxicidade em neur6nios hipocampais de rato (Mattson, 1989) e a
escopolamina, um antagonista muscarinico atenua o dano neuronal e déficits
comportamentais induzidos por isquemia cerebral (Jenkins et al., 1988). De fato,
Buchon e Pulsinelli (1990) demonstraram que o blogueio dos impulsos colinérgicos

para o hipocampo protegem neurdnios da regido CAIl do dano isquémico.

A ativacdo do receptor do GABA (por GABA e diazepam) protege 0s
neurdnios hipocampais da excitotoxicidade (Mattson & Kater, 1989). Muitos fatores
neurotroficos mostram atividade excitoprotetora, tais como, fator de crescimento
derivado do fibrobrasto e fator de crescimento derivado do nervo (Mattson &

Scheff, 1994). Também ja esta demonstrado que a proteina precursora P-amildide
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(P-APP) pode proteger neurbnios hipocampais da excitotoxicidade e isquemia
cerebral (Mattson, 1994; Smith-Swintosky et al., 1994).

Vaérias drogas ja tém demonstrado eficacia em proteger cultura de células
neuronais contia a excitotoxicidade. Entre elas, 0s 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 acdo 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 triciclicos
como a amitriptilina (McCarlin et al., 1992), anticonvulsivantes como a fenitoina,

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

Os metabolitos do &cido araquidénico podem desempenhar um papel na
excitotoxicidade, como também nas respostas fisiologicas 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 é&cido nordi-
hidroguaiarético, um outro inibidor de fosfolipase A2 e lipoxigenase, tém a
capacidade de proteger culturas de células hipocampais contra a excitotoxicidade

pelo glutamato.

O potencial terapéutico contra danos isquémicos/excitotoxicos de drogas que
afetam os niveis de nucleotideos ciclicos, ainda ndo foi estudado profundamente in
vivo. Estudos demonstram que os nucleotideos ciclicos (formados como segundos
mensageiros) sdo excitoprotetores. Em culturas de células hipocampais agentes que
elevam o AMPC (ex: foscolina), protegem neurdnios contra a toxicidade pelo
glutamato (Mattson & Kater, 1988), além disso Garthwaite e Garthwaite (1988),
mostraram que 0 GMPC pode ser excitoprotetor. Ja foi demonstrado que o glutamato

estimula a producdo de GMPC, via ativacdo da célcio-calmodulina e da 6xido nitrico
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sintase. Talvez a ativacdo do sistema GMP( seja um mecanismo para prevenir a
elevacdo sustentada do [Ca ];. Fatores neuroprotetores endogenos podem utilizar o
sistema GMPC, por exemplo, um precursor da proteina P-amilbide, protege
neurdnios hipocampais contra danos excitotdxicos, por um mecansimo que
aparentemente envolve a supressdo do influxo de célcio mediado pelo GMP(
(Mattson et al., 1993; Barger et al., 1995). Agentes que podem ser efetivos contra
danos isquémicos incluem analogos dos nucleotideos ciclicos, como dibutiril-AMP¢
ou 8-bromo-GMPc, ativadores da adenililciclase como, forscolina e inibidores de
fosfodiesterase como o0s derivados da isobutil-metilxantinas. Estes Gltimos estdo
sendo estudados como agentes terapéuticos em varias condi¢bes patoldgicas nas
quais as células ndo neuronais sdo afetadas (Murray & England, 1992) e podem ser

usados como agentes excitoprotetores.

7. METILXANTINAS

As metilxantinas, entre elas a cafeina e teofilina (Figura 6), exercem uma
variedade de acdes farmacoldgicas centrais e periféricas. Elas tém efeitos
antiasmaticos, causam relaxamento dos musculos lisos, sdo estimulantes do SNC e
musculos cardiacos e tém acfes diuréticas (Amaud, 1987; Rali, 1990). Apos o
descobrimento do sistema AMPc (aproximadamente em 1960) e a observacdo de
que as metilxantinas podem inibir a atividade da fosfodiesterase e elevar os niveis de
AMPc na célula, particularmente ap6s a estimulagdo por hormdnios ou
neurotransmissores; as diversas agdes das metilxantinas foram entendidas em termos
da inibicdo da fosfodiesterase (Richie, 1975). Esta hipotese foi atrativa devido a
ubiquidade do AMPc e das fosfodiesterases o que explicaria porque as metilxantinas
afetam diferentes tecidos. Entretanto estas agdes requerem concentragdes de 0,1 a
1,0 mM e doses terapéuticas ou a ingestdo de cafeina e teofilina em infusdes os

niveis plasmaticos séo geralmente de 10 a 50 pM.
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Figura 6. Estrutura quimica 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 varias acGes da adenosina sdo
consideradas como o mecanismo pelo qual as metilxantinas exercem suas agdes
(Fredholm, 1980; Phillis & Wu, 1981; Daly, 1982; Rali, 1982). Este mecanismo
parece estar implicado nas acfes da cafeina e teofilina em humanos (Biaggioni et
al., 1991). Outras acOes, tais como a inibigdo da fosfodiesterase e a mobilizacdo de
célcio, apresentam uma menor probabilidade de contribuicdo para as acdes
farmacoldgicas da cafeina, em vista das altas doses requindas para produzir estes
efeitos. Entretanto estas acGes podem contribuir para a farmacologia da cafeina em
certos locais quando a via de administracdo proporciona altas concentragfes da
droga. Alternativamente, tais acbes podem contribuir para os efeitos toxicos destes

agentes.

35



7.1 ACOES DAS METILXANTINAS

7.1.1 Antagonismo de receptor da adenosina

Os receptores purinérgicos sdo classificados como nucleosidios (Pl) ou
nucleotidios (P2) (Bumstock, 1978). Os receptores da adenosina (Pl) sé&o
classificados como Al, A2A, A2B e A3. A classificacdo original foi baseada no seu
efeito no sistema adenililciclase: doses baixas de adenosina inibem a adenililciclase
e diminuem os niveis de AMPCc 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 vérias acdes da adenosina é considerado como sendo um dos
principais mecanismos pelos quais a cafeina e a teofilina exercem suas acdes
(Fredholm, 1980; Daly, 1982; Biaggioni et al., 1991). O antagonismo da cafeina é
observado em concentragdes que variam de 10 a 100 pM, com pouca seletividade
para os receptores Al ou A2 (Bruns et al., 1986). Numa faixa de concentracdo de 10
a 300 pM a cafeina e a teofilina bloqueiam os efeitos de agonistas da adenosina nos
receptores Al e A2 pré e pos-sindpticos no sistema nervoso central e periférico
(Ribeiro, 1991). O receptor do tipo A3 é sensivel & concentracfes similares de
metilxantinas (Ribeiro & Sebastido, 1986).

7.1.2 Inibicdo da fosfodiesterase

As metilxantinas sdo conhecidas ha muito tempo pela sua capacidade de
inibir a atividade da fosfodiesterase (Sutherland & Rali, 1958; Butcher &
Sutherland, 1962) Multiplas formas de fosfodiesterase existem, diferindo na sua
especificidade pelo substrato (AMPc ou GMPc), localizacdo subcelular (soltvel ou
ligado a membrana) e sensibilidade a Ca?+/calmodulina (Weishaar et al., 1985;
Nicholson et al., 1991a). Estas formas foram recentemente classificadas em cinco
subfamilias (Beavo & Reifsnyder, 1990; Nicholson et al., 1991a).
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Embora formas diferentes de fosfodiesterase possam ser inibidas
diferentemente por varios agentes (Weishaar et al., 1985; Nicholson et al., 1991),
cafeina e teofdina inibem as formas de fosfodiesterase de tecido cerebral,
dependente e independente de célcio e solivel e ligada a membrana, com
concentracdes que produzem 50% de inibicdo entre 0,48 a 0,75 mM para cafeina e
0,35 a 1,00 mM para teofdina (Smellie et al., 1979; Choi et al.., 1988). A inibigéo
da fosfodiesterase pela cafeina geralmente requer concentracbes de 0,1 a 1,0 mM,
que tipicamente excede as concentracGes observadas no sangue apds uma dose oral.
Entretanto, uma quantidade limitada de inibicdo da fosfodiesterase pode ocorrer em
concentracdes de 50 pM de teofilina e foi notado que efeitos lipoliticos ocorrem em
concentragOes de derivados de xantinas que produzem inibicdes menores do que
20% da atividade da fosfodiesterase (Beavo et al., 1970). Assim, alguma precaugéo
€ requerida quando se considerar que as metilxantinas exercem seus efeitos

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

7.1.3 Calcio

Os efeitos da cafeina nos movimentos do calcio na célula foram
primeiramente estudados em musculos esqueléticos. Em preparacbes in vitro,
cafeina em altas concentragbes produz uma contracdo sustentada dos musculos
esqueléticos (Bianchi, 1968; Littgau & Oetliker, 1968). Este efeito resulta de um
aumento da disponibilidade intracelular de célcio, pois a cafeina inibe a recaptacéo
de calcio dependente de ATP para o reticulo sarcoplasmatico e o célcio liberado se
acumula (Weber & Herz, 1968; Su & Hasselbach, 1984; Chapman & Tunstall,
1988). Esta acdo ocorre via acdo em canais de calcio no reticulo sarcoplasmatico
(Pessah et al., 1987). A inibicdo da recaptacdo e a liberacdo de Cat2, ocorrem em
faixas de concentragcdo de 1 a 25 mM. A cafeina parece produzir efeitos similares
nos neurdnios, assim a cafeina (5 a 15 mM) reduz a recaptacdo de calcio em

vesiculas microssomais cerebrais (Trotta & Freire, 1980). Em neurdnios intactos, a
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cafeina (IOmM) aumenta [Ca 2]j por causar a liberacdo deste cation dos sitios
intracelulares localizados nas células ganglionares da raiz dorsal (Neering & Mc
Bumey, 1984; Thayer et al., 1988b) e em neurbnios simpaticos (Lipscombe et al.,
1988).

O estoque de calcio em neurdnios que respondem a cafeina difere dos que
respondem ao trifosfato de inositol e é susceptivel ao bloqueio pela rianodina
(Thayer et al., 1988a,b; Martinez-Serrano & Satrustegui, 1989). Assim, estd claro
que a cafeina pode alterar a disponibilidade de célcio no corpo celular e porcgdes
terminais de neur6nios, mas nao esta claro em que extensdo esta acdo contribue para
a farmacologia da cafeina ap6s administracdo sistémica em vista das doses

requeridas para a producdo destes efeitos.

7.1.4 Outras interacGes farmacoldgicas das metilxantinas

7.1.4.1 Receptores benzodiazepinicos/receptores subtipo GABAa

Certos efeitos centrais da cafeina sdo devidos a uma interagdo com 0s
receptores benzodiazepinicos (Marangos et al., 1979a). As metilxantinas inibem
competitivamente a ligacdo dos benzodiazepinicos (Marangos et al., 1979b;
Boulerger et al., 1982; Weir & Hruska, 1983) e aumentam o ndmero de sitios de
ligacdo dos benzodiazepinicos (Kaplan et al., 1989). E sabido que a cafeina
antagoniza varios efeitos centrais do diazepam (Pole et al., 1981). Entretanto as
doses de cafeina requeridas para inibir a ligacdo dos benzodiazepinicos sdo altas (0,1
a 2,0 mM), as concentragdes que produzem 50% de inibicdo variam entre 400 a
800pM e algumas investigacdes ndo observaram alteracOes nesta ligacdo (Lopez et
al., 1989). Existe uma possibilidade de que o antagonismo observado seja devido a
um efeito oposto, do ponto de vista fisioldgico (Roache & Griffiths, 1987). Outras

observac@es indicam que a cafeina pode interagir com o receptor GABAa, que é
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acoplado ao canal de cloro. A cafeina diminue a entrada de cloro estimulada pelo
muscimol (Lopez et al., 1989), sugerindo um impedimento no acoplamento

receptor-canal.

7.1.4.2 Interacdo com a adrenalina

A cafeina e a teofilina potenciam as respostas da noradrenalina no sistema
vascular in vitro por inibir a recaptacdo extraneuronal e o metabolismo desta
monoamina, pela catecol-O-metiltransferase (Kalsner, 1971; Kalsner et al., 1975).
Esta acdo ocorre em concentracGes de aproximadamente 150 pM e pode contribuir

para os efeitos das metilxantinas no sistema vascular.

7.1.4.3 Metabdlitos do acido araquidénico

A cafeina apresenta acOes antiinflamatorias e em baixas doses poténcia a agao
antiinflamatoria de varios inibidores da cicloxigenase (Vinegar et al., 1976; Seegers
et al., 1981). Entretanto a cafeina ndo inibe a sintese das prostaglandinas por si
mesma, nem aumenta a inibicdo induzida pela aspirina (Vinegar et al., 1976). Em
coracdo isolado perfundido de rato, adenosina aumenta a producdo de prostaciclina
por um mecanismo sensivel a metilxantina (Ciabattoni & Wennmalm, 1985;
Karwatowska-Prokopczuc et al., 1988). Entretanto, este pode ndo necessariamente
refletir um acoplamento direto do receptor da adenosina com o sistema de
transducdo de sinal do acido araquidbnico, porque o0 aumento nos niveis de
prostaciclina podem ser secundarios as mudancas no fluxo sanguineo induzido pela
adenosina. Tambem a 3-isobutil-1-metilxantina, que como a cafeina, € 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 liberagdo de acido araquiddnico, como também, a atividade da cicloxigenase em

concentragdes variando entre 0,5 a ImM (Whorton et al., 1985).

8. PENTOXIFILINA (Trental ®)

8.1 Descricao

A pentoxifilina é um derivado da xantina tri-substituido (Figura 7), designado
quimicamente como I-(5-oxohexil)-3, 7-dimetilxantina que diferente da teofilina, é
um agente hemorreoldgico, isto é, um agente que afeta a viscosidade sanguinea. A
pentoxifilina é solivel em &gua e etanol e pouco soltvel em tolueno (Windholz &
Budavari, 1983).

Figura 7. Estrutura quimica da Pentoxilina

8.2 Modo de acéo

A pentoxifilina e seus metabdlitos melhoram o fluxo sanguineo por diminuir
a viscosidade do sangue. Em pacientes com doenca arterial periférica cronica, a

droga aumenta o fluxo sanguineo por afetar a microcirculacdo e aumentar a
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oxigenacdo tecidual. O modo de agdo preciso e a sequéncia de eventos que levam a
esta melhora ainda estdo por ser definidos.

A pentoxifilina inibe a agregagdo leucocitéria e sua ativacdo, melhora a taxa
de deformacéo eritrocitéria e altera a curva de dissociacdo do oxigénio melhorando a
liberacdo do oxigénio tecidual (Ward & Clissold, 1987).

Seu principal mecanismo de acdo parece estar relacionado a uma melhora
geral das caracteristicas hemorreologicas, tais como a deformidade eritrocitéria, a
agregacdo plaquetaria e a concentracdo plasmatica de fibrinogénio (Muller, 1979,
1981; Schmid-Schénbein et al., 1976; Hammerschmidt et al., 1988). Também ja
esta demonstrado que a droga intensifica a deformabilidade dos leucdcitos, inibe a
adesdo dos neutréfilos e sua consequente ativacdo. A oxigenacdo tecidual é
significativamente aumentada por doses terapéuticas de pentoxifilina em pacientes

com doenca arterial periférica.

8.3 Efeitos hemorreoldgicos da Pentoxifilina

Vaérias propriedades hemorreoldgicas da pentoxifilina ja foram demonstrados.
Efeitos favoraveis na interacdo entre granuldcitos, plaquetas, eritrocitos e endotélio
contribuem para a passagem de sangue através da microcirculacdo e aumentam a
oxigenacdo tecidual em é&reas isquemicas (Ehrly & Saeger-Lorenz, 1987). A
pentoxifilina aumenta a deformabilidade (filtrabilidade) dos eritrocitos (Angelkort et
al., 1989; Ambrus et al., 1990), neutrofilos (Weiss et al., 1994) e mondcitos
(Dormandy et al., 1989); diminui a agregacgdo eritrocitaria (Perego et al., 1986) e
plaquetaria (Ambrus et al., 1990; Muggeo et al., 1983) e dimunue o nivel plasmatico
de fibrinogénio (Soria et al., 1989). Além disso, a pentoxifilina diminue os efeitos
da ativacdo neutrofilica, tais como, liberacdo de radicais superoxidos (Ciuffetti et
al., 1994), adesividade e agregacdo neutrofilica, liberacdo de elastase e os niveis de

citocinas inflamatdrias (Fossat et al., 1995) .
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Outros estudos tém demonstrado que a pentoxifilina diminue a adesividade
dos polimorfonucleares as células endoteliais (Hou et al., 1995; Franzini et al.,
1995), aumenta a quimiotaxia (Mandell, 1995) inibe a sintese de TNF-a (Bemard et
al., 1995) e a producéo de interleucina-1 pelos mondcitos e macréfagos em resposta
a inflamagdo (Mandell, 1995). Os efeitos da droga nos eritrocitos e neutrofilos sdo
ao aumento do AMPc (Samlaska & Winfield, 1994), que desempenha papel
importante no controle da ativacdo e proliferacdo de mondcitos/macrofagos e
linfocitos T e B (Bienvenu et al., 1995) e na reducdo da agregacdo plaquetaria,

formacdao de radicais de oxigénio e formagdo de TNF-a (Endres et al., 1991).

Foi também demonstrado que a pentoxifilina influencia os niveis de
nucleotidios ciclicos. In vitro, a adicdo de pentoxifilina aumenta os niveis de ATP
nas hemacias de pacientes com arterosclerose (Porsche & Stefanovich, 1978), outros
autores observaram um aumento nos niveis de GMPc (Fjodorov et al., 1978).
Também foi demonstrado uma inibicdo da fosforilacdo da proteina quinase AMPc-

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

Além disso, a pentoxifilina ndo tem efeito nos movimentos de célcio, Ca? -
Mg -ATPase, influxo de sodio, permeabilidade do potassio calcio-sensivel, trocas
de cloro ou permeabilidade a glicose em hemaécias (Giraud & Claret, 1981;
Johnsson, 1979; Motais, 1981). A administracdo oral e parenteral de pentoxifilina
em pacientes com doenca vascular periférica levou a um decréscimo nos niveis de
fibrinogénio (Di Perri et al.,, 1984). Estudos em plaquetas humanas e bovinas
mostraram que a pentoxifilina aumenta os niveis de AMPc e inibe a fosfodiesterase
ligada & membrana. Esta mudancas ativam uma proteina quinase que catalisa a
fosforilagdo de proteinas de membrana pelo ATP, resultando em inibicdo da
agregacdo plaquetaria (Stefanovich, 1978). Além disso, estudos ex vivo em humanos

demonstraram reducdo na agregacdo plaquetaria induzida por ADP, serotonina e
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ildi Cilcilllfl (Poggesi et al., 1985; Pilla et al, 1983). Pentoxifilina também apresentou
uin efeito estimulatono da sintese e liberacao de prostaciclina e efeito redutor na

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

figuia ¢ AGA0 da pentoxifilina na sintese de prostaciclina e tromboxano
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8.4 Efeitos cardiovasculares

A pentoxifilina produziu uma reducdo dose-dependente na pressdo sanguinea
e uma taquicardia moderada, quando administrada intravenosamente em cées
anestesiados e relaxamento do mausculo liso por aumentar os niveis de AMPc
(Kamphusis et al., 1994). A administracdo intra-arterial produziu efeitos
cronotropicos e inotropicos positivos (Watanabe et al.,, 1982), enquanto a
administragdo intravenosa de pentoxifilina 3, 6 ou 9 mg/kg em cédes acordados, néo
produziu efeitos hemodinamicos (Schreiber et al., 1983). Efeitos benéficos da
pentoxifilina foram observado por Kobaladze e Gibradze (1979) em modelo de
isquemia miocardica em cdes. A administracdo oral de pentoxifilina melhorou o
fluxo sanguineo nos membros inferiores de pacientes com doenca arterial obstrutiva
periférica (Di Pierri et al., 1984) incluindo aqueles com aterosclerose diabética
(Schweiger & Ortmeier, 1989).

8.5 Efeitos da Pentoxifilina no SNC

J& esta demonstrado que a hiperviscosidade sanguinea, a reducdo da
deformidade eritrocitaria, 0 aumento da agregabilidade plagquetaria e nos niveis de
fibrinogénio, podem ser correlacionados com doencgas cerebrovasculares (Fukuda et
al., 1978; Miller & Lahrach, 1981). Tanto a administracdo intravenosa de
pentoxifilina (400 mg), quanto o tratamento oral (1200 mg/d) resultaram em um
aumento no fluxo sanguineo cerebral, medido pelo clearence de Xel33, em pacientes
com doenca cerebrovascular cronica (Passero et al., 1981; Hartmann, 1983). Em
experimentos de isquemia produzida em cées, a pentoxifilina aumentou o fluxo
sanguineo cerebral em regiBes isquémicas, sem causar vasodilatacdo significante
(Tanaka et al., 1980).
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Estudo do efeito da pentoxifilina no metabolismo cerebral em cobaias
mostrou um aumento no consumo de oxigénio e utilizacdo de glicose (Cohen ei al.,
1979). Em ratos normais e anoxicos, a pentoxifilina aumentou as concentracdes de
adenina nucleotidio (Porsche & Stefanovich, 1979) e inibiu os niveis de
fosfodiesterase dependente de AMPc (Havashi & Ozawa, 1974). Em cobaias com
isquemia cerebral produzida por oclusdo da carétida, o tratamento oral com
pentoxifilina preveniu alteracBes na concentracdo de ATP e fosfocreatina e um
decréscimo na mortalidade de ratos (Bluhm et al., 1985). Estudo de ultraestrutura
em fatias de cdrtex cerebral de cobaios com isquemia cerebral demonstrou um
aumento significante no tamanho das mitocondrias dos neur6nios apds tratamento
com pentoxifilina. Foi também observado um aumento no consumo de oxigénio e na
utilizacdo de glicose (Hartmann et al., 1977). No mesmo estudo a pentoxifilina
normalizou o balanco de sodio, potassio e A&gua, provavelmente devido a

estabilizagdo da fungdo da membrana celular, do tecido cerebral (Micic et al., 1981).

A administracdo intraperitoneal de pentoxifilina em ratos diminuiu 0 nimero
de sitios de receptores a- e 0-adrenérgicos no cortex cerebral e de P-adrenérgicos no
hipotalamo e glandula pineal, sugerindo que a droga pode causar depressao
adrenérgica aguda no cérebro (Lowenstein et al., 1982). Também foi observado um
aumento nos niveis de aminas neurotransmissoras no SNC, possivelmente causado
pela facilitacdo do transporte de 5-hidroxitriptofano nos neurdnios (Kitatani et al.,
1985) ou pelo aumento da taxa de hidroxilacdo do triptofano e tirosina, turnover de

noradrenalina e liberagdo 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 pentoxifilina tem poucos efeitos no sistema nervoso

central e autondmico, musculo liso ndo vascular ou trato urinario (Sakaguchi &
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Hayashi, 1978). Entretanto, o broncoespasmo induzido em animais, foi inibido pela
pentoxifilina (Boksay & Bollmann, 1971) e em homens, a injecdo intravenosa de
pentoxifilina mostrou efeitos broncoespasmoliticos em pacientes com bronquite

obstrutiva cronica (Noite, 1971).

Ja estd demonstrado que as metilxantinas (teofilina e pentoxifilina) induzem
mudancas hemodinamicas em nefropatias associadas a drogas (Heidemann et al.,
1983, 1989). Estes compostos sdo antagonistas dos receptores da adenosina e
melhoram a funcdo renal na insuficiéncia renal aguda induzida por glicerol, cloreto
de mercdrio, 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 insuficiéncia
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 ap6s episodios isquémicos.

A pentoxifilina tem sido usada no tratamento da claudicagdo intermitente
(Rao et al., 1990; Thomson et al., 1990). Compostos deste tipo, ganharam interesse
como modulador da inflamacdo (Tuckey et al., 1992). Vaérios autores tém
demonstrado que a pentoxifilina protege animais de exposicdo letal a
lipopolissacaridios (Schonharting & Schade, 1989; Fechter et al., 1992), melhora a
sobrevivéncia de camundongos com maléria cerebral (Kremsner et al., 1991) e
protege os pulmd@es contra a injaria durante sepsis (Ishizaka et al., 1988). Além disso
ja estd demonstrado que a pentoxifilina inibe a expressdo 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 producdo de TNF-P e TNF-J3 RNAm por
células mononucleares estimuladas por LPS (Rieneck et al., 1993). Foi também
demonstrado (Kiumars et al., (1996), que a pentoxifilina inibe a liberacdo de oxido

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

Apos a administragdo oral de uma solucdo aquosa, a pentoxifilina é quase
totalmente absorvida. Ela sofre o efeito de primeira passagem pelo figado e varios
de seus metabdlitos aparecem no plasma muito rapidamente. Em seres humanos, a
pentoxifilina é primeiramente metabolizada por reducdo (possivelmente por aldo-
ceto redutase) para formar metabodlitos farmacologicamente ativos- metabolito 1 e
por oxidacdo para formar outros metabdlitos especialmente 4 e 5 (Figura 9). O pico
plasméatico do composto e de seus metabolitos sdo alcancados dentro de 1 hora. Do
ponto de vista quantitativo, os metabolitos mais importantes sdo, Metabdlito I- I-[5-
hidroxihexil]-3,7-dimetilxantina e Metabdlito V-  I-[3-carboxipropil]-3,7-
dimetilxantina e os niveis plasméticos destes metabolitos sdo 5 a 8 vezes maiores,
respectivamente, que os niveis de pentoxifilina (Beermann et al., 1985, Ward &
Clissold, 1987).

Apo6s a administracdo oral de solugbes contendo 100 a 400 mg de
pentoxifilina, a farmacocinética do composto e do Metabdlito | sdo dose-
relacionadas e ndo proporcional (ndo linear), com meia vida e rea sob a curva
(AUC) aumentando com a dose. A cinética de eliminacdo do Metabolito V ndo é
dose-dependente. A aparente meia vida plasmatica da pentoxifilina varia de 0,4 a 0,8
horas e a de seus metabolitos de 1 a 1,6 horas (Beermann et al., 1985; Smith et al..,
1986). Néo existe evidéncia de acumulacdo ou inducdo enzimaética (citocromo p450)
ap6s multiplas doses. A excrecdo é quase totalmente urinaria, o principal produto é o
Metabolito V. De um modo geral, ndo se encontra a pentoxifilina na urina. Menos
de 4% € encontrada nas fezes. A administracdo de alimentos atrasa a absorcdo de

uma formulagéo de liberacdo imediata, mas ndo afeta a absorcéo total (Wills et al.,
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Figura 9. Farmacocinética da Pentoxifilina

1981). Foi demonstrado que individuos com insuficiéncia renal tém um decréscimo
no clearence de pentoxifilina (Schaefer et al., 1979) e a taxa de eliminacdo diminue
em pacientes idosos (60-68 anos) comparados com jovens (22-30 anos). Apos a
administracdo de uma formulacdo de liberacdo prolongada de 400 mg, os niveis
plasméticos do composto e de seus metabdlitos alcangam seu maximo dentro de 2 a
4 horas e permanecem constantes por um grande periodo de tempo.Um volume de
distribuicdo de 168 L foi calculado para a pentoxifilina apds a administracéo
intravenosa, em voluntarios sauddveis Em ratos e cdes, a concentracdo de

pentoxifilina foi igual no cérebro, coracdo, figado, pulmdes, rins e masculos

48



esqueléticos, mostrando distribuicdo e tempo de administracdo similares (Sakaguchi
& Hayashi, 1978). Como outras metilxantinas, a pentoxifilina é encontrada no leite

materno, 2 horas apos a sua administracdo (Witter & Smith, 1985).

8.8 Indicacdes e usos

A pentoxifilina é indicada para o tratamento de pacientes com claudicacdo
intermitente com base na doenca oclusiva arterial crénica das extremidades (Porter
et al., 1982; Reich & Gillings, 1987; Lindgarde et al., 1989; Rao et al., 1990;
Thomson et al.., 1990). A pentoxifilina pode melhorar a funcdo e os sintomas mas
ndo substitue a terapia definitiva, tal como, cirurgia de bypass ou a remoc¢do da

obstrucdo arterial quando se trata de uma doenga vascular periférica.

Vérios estudos piloto foram realizados utilizando a pentoxifilina no
tratamento da isquemia. Farrajota e cols. (1989), estudando 22 pacientes diabéticos
mostraram que a pentoxifilina melhora os sintomas de isquemia em 82% dos
pacientes no estagio Il e 20% dos pacientes no estagio IV (classificacdo 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 doenca
vascular periférica que foram submetidos a um tratamento com pentoxifilina (800
mg via oral e 300 mg por via intravenosa, 2 vezes ao dia), apresentaram diminuicao
na intensidade da dor em 78% dos pacientes no estagio Il e melhora das les6es
troficas em 47% dos pacientes no estagio IV. No estudo feito por Harwart (1979),
uma grande variedade de sintomas de origem cerebral e periférica, tais como, dor de
cabeca, insdnia, perda de memoria, fadiga, vertigem, parestesia, claudicacéo,
ulceragdo, foram atenuados em pacientes com desordens cerebrovascular crénica
que foram tratados com pentoxifilina (1200 mg/d). A eficicia da pentoxifilina na

tratamento da deméncia vascular foi investigada em um estudo duplo-cego, que
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mostrou uma mais lenta progressdo da deméncia em pacientes que tomaram a droga

por via oral (Black et al., 1992; Folnegovic-Smalc et al., 1993).

Vaérios estudos tém demonstrado a eficacia da pentoxifilina no tratamento de
Ulcera das pernas (Bossong, 1972; Weitgasser, 1983; Herger, 1986; Barbarino,
1992). Também foi demonstrado eficacia na prevencdo de reoclusdo apos cirurgia
vascular (Lucas, 1984; Raithel & Kasparzak, 1985). Em dois estudos envolvendo 11
e 25 pacientes diabeticos, respectivamente, com dano na funcéo renal (e retinopatia
em 19 pacientes), a administragéo intravenosa e/ou oral (média de 600 mg/dia) por 3
a 8 semanas, foi associada com melhora na funcéo renal e reducdo na agregacao
plaquetaria e hipercoagulabilidade (Specivzeva et al., 1980; Blagosklonnya et al.,
1982). Em outros estudos, o uso de pentoxifilina foi associado com a melhora nas
funcbes hemorreologicas e de coagulacdo 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 miocardicas
(Manrique, 1983; Biamino, 1986).

Alguns estudos em pacientes com astenozoospermia, a pentoxifilina
aumentou a concentracdo e a motilidade dos espermatozoides (Aparicio et al., 1980;
Marrama et al., 1985).

8.9 Contra-indicacoes

A pentoxifilina ndo deve ser usada em pacientes com hemorragia cerebral
e/ou refinai recente ou em pacientes com intolerancia a este produto ou a outras
metilxantinas tais como cafeina, teofilina e teobromina.

Pacientes com doencga oclusiva arterial cronica dos membros, frequentemente
mostram outras manisfestacdes de doenca arteriosclerotica. A pentoxifilina pode ser
usada com relativa seguranca no tratamento de doenca arterial periférica em

pacientes com doenca arterial coronariana e doenga cerebrovascular, mas existem
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alguns casos relatados de angina, hipotensdo e arritmia apds o uso da droga
(Katsunuma et al., 1982). Estudos controlados ndo mostram que a pentoxifilina
causa estes efeitos adversos mais frequentemente que o grupo placebo, mas como
ele é um derivado da metilxantina, é possivel que alguns individuos 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, Ulcera péptica,
sangramento cerebral e/ou retinal) devem ser examinados periodicamente no que se
refere a sangramentos, além das determinacGes de hematocrito e/ou hemoglobina
(Inglerslev et al., 1986).

8.10 Interacbes com outras drogas

Embora uma relagdo causai ndo tenha sido estabelecida, existem relatos de
sangramentos e/ou prolongamento do tempo de protrombina em pacientes tratados
com pentoxifilina com e sem anticoagulantes ou inibidores de agregagéo plaquetaria
(Ingerslev et al., 1986). A pentoxifilina pode ser usada com outras drogas tais como,
antihipertensivas, beta-blogueadores, digitalicos, diuréticos, antidiabéticos e
antiarritmicos, sem problemas, mas como ja foram registradas quedas na pressdo
sanguinea recomenda-se que a dosagem de antihipertensivos deva ser reduzida
(Angelkort et al., 1982; Solerte et al., 1986).

8.11 Carcinogénese, mutagénese e interferéncia na fertilidade

Estudos cronicos do potencial carcinogénico da pentoxifilina foram feitos em
ratos e camundongos, tendo sido a droga administrada em doses acima de 450
mg/Kg (aproximadamente 19 vezes a dose maxima diaria recomendada para
humanos). Em camundongos a pentoxifilina foi administrada durante 18 meses,
enquanto que, em ratos foi administrada por 18 meses, seguidos de 6 meses sem

administragdo. No estudo em ratos, houve um aumento significativo na incidéncia

51



de fibroadenomas mamarios benignos em fémeas. A relevancia desse achado para
humanos € incerta. A droga ndo demonstrou atividade mutagénica em varias cepas
de Salmonella e em cultura de células mamarias quando testada na auséncia e na

presenca de ativacdo metabdlica

Estudos de teratogenicidade em ratos e coelhos, usando doses de 576 e 264
mg/kg, respectivamente, mostraram que ndo houve evidéncia de malformacéo fetal,
contudo, um aumento na reabsorcdo fetal foi observado nas doses de 576 mg/kg.
Ndo existem estudos adequados e bem controlados em mulheres gravidas. Assim, a
droga s6 deve ser usada durante a gravidez se o potencial benéfico justificar os
riscos para o feto. A pentoxifilina e seus metabolitos sdo excretados no leite (Witter
& Smith, 1985), portanto, devido ao potencial tumorigénico para ratos, deve-se
evitar amamentar e descontinuar o uso durante este periodo. A seguranca e a

efetividade da pentoxifilina em criancas ndo foram bem estabelecidas.

8.12 Reac0es adversas

Estudos clinicos usando tabletes de pentoxifilina de liberagcdo prolongada, por
mais de 60 semanas (2 a 3 vezes ao dia) e capsulas de liberacdo imediata (trés vezes
ao dia) por mais de 24 semanas, mostrou que a incidéncia de reacdes adversas foi
mais alta com as capsulas, com efeitos no trato gastrointestinal (nausea, disconforto
abdominal, vomito, flatuléncia, dispepsia) e efeitos no sistema nervoso central
(tontura, dor de cabeca, insonia e visdo turva) (Katsunuma et al., 1982). Além dos
sintomas acima foram relatados com menor frequéncia (< 1%): dispnea, hipotenséo,
edema, anorexia, constipacdo, boca seca, ansiedade, depressdo, confusdo mental,
convulsdo, epistaxe, congestdo nasal, prurido, urticaria e conjuntivite (Ward &
Clissold, 1987; McEvory, 1995).
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9. Relevancia e Justificativa

Grande nimero de dados da literatura mostram que o glutamato in vivo e in
vilro pode ser tdxico para neurbnios de varias regides cerebrais. Consequentemente,
0 glutamato tem sido objeto de grande numero de pesquisas que focalizam a base
excitotoxica das doencas neurodegenerativas, sendo muito importante a busca de
estratégias terapéuticas que venham a minimizar ou impedir o dano neuronal.
Assim, resolvemos usar um modelo de lesdo hipocampal com glutamato, tentando
imitar os danos celulares e cognitivos ocorridos durante uma grande liberagdo de
glutamato, como ocorre durante um episodio isquémico, por exemplo. Sendo de
nosso interesse investigar a participacdo dos radicais livres no processo citotoxico.
Para a avaliacdo dos danos cognitivos escolhemos os modelos de memdria aversiva
e espacial que comprovadamente necessitam das vias hipocampais integras para
serem formadas ou consolidadas. Como possivel droga protetora, escolhemos usar a
pentoxifilina, uma metilxantina, usada atualmente no tratamento de doencas
vasculares periféricas, que tem um espectro muito amplo de agdes, tais como,
hemorreoldgica, inibidora de TNF-a, antagonista do receptor da adenosina e
inibidora de fosfodiesterase, dentre outras. Assim, é esperado que a pentoxifilina por
suas propriedades antiinflamatdrias e inibidora da produgdo de citocinas, venha a
miniminar o dano celular induzido pelo glutamato, bem como, por aumentar 0s
niveis de nucleotidios ciclicos, que como j& se sabe, estd envolvido na formacao da
memoria, tenha um efeito de melhorar os danos cognitivos acarretados pela leséo.
Além disso, a participacdo dos receptores da adenosina e colinérgicos muscarinicos
na acao da pentoxifilina também serda investigada.
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I1- OBJETIVOS

GERAL

Estudar os efeitos da administracdo sistémica de pentoxifilina, uma
metilxantina, no aprendizado e memoria, e seu mecanismo de acdo, utilizando um

modelo de excitotoxicidade com glutamato em hipocampo de rato.

ESPECIFICOS

1. Estudar os efeitos da lesdo hipocampal com glutamato na atividade
locomotora e na memoria, usando os modelos de Esquiva passiva,
Labirinto em T elevado e Labirinto aquatico;

2. Estudar os efeitos da pentoxifilina (I-(5-oxohexil)-3,7-dimetilxantina), na
atividade locomotora e na memdria, apos lesdo hipocampal com glutamato,
usando os modelos de Esquiva passiva, Labirinto em T elevado e Labirinto
aquatico;

3. Determinar a concentracdo de AMPC, ap0s tratamento com pentoxifilina,
no modelo de leséo hipocampal com glutamato;

4, Determinar a densidade dos receptores muscarinicos (M1+M2), em
hipocampo, apds tratamento com pentoxifilina, no modelo de lesdo
hipocampal com glutamato;

5. Determinar o nivel de peroxidacdo lipidica, através da dosagem de
malondialdeido em hipocampo, apds tratamento dos animais, com

pentoxifilina, no modelo de lesdo hipocampal com glutamato;
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6. Determinar a formacdo de Oxido nitrico, através da dosagem de
nitrito/nitrato, em hipocampo, apds tratamento com pentoxifilina, no
modelo de lesdo hipocampal com glutamato;

7. Estudar a participacdo colinérgica central da pentoxifilina no modelo de
tremores induzidos pela oxotremorina;

8. Determinar a acdo da pentoxifilina na atividade acetilcolinesterésica;

9. Estudar a participacdo da adenosina nos efeitos da pentoxifilina, usando
ciclopentiladenosina, um agonista do receptor da adenosina;

10. Estudar a participacdo do TNF-a nos efeitos da pentoxifilina, usando a

talidomida, um inibidor da sintese de TNF-cc.
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I1I- MATERIAIS E METODOS

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 a temperatura de 25° C com um

ciclo de 12 h de luz/escuro e com livre acesso a dgua e comida.

2. CIRURGIA ESTEREOTAXICA
Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (30 mg/kg) e hidrato de
cloral (150 mg/kg) administrados por via intraperitoneal e colocados em aparelho
estereotaxico (Stoelting Co, USA) (figura 10 e 11). Seis orificios foram abertos em
cada hemisfério cerebral com uma broca dentaria n2 35, por onde foi injetado com
uma agulha Hamilton, 0,2 jiL de uma solucdo de glutamato (conc. variando de 10 a
80 pg/pl) em cada regido (em um volume final de 2,4 pL, de acordo com as
seguintes coordenadas do Bregma (Paxinos & Watson, 1986) abaixo indicadas na
regido hipocampal (Figura 12):
u® 11
CAT 2720 20 44
42 32 -32 47
-58 45 -45 38
CAj -30 10 -10 35

-45 28 -28 3,6
-58 45 -45 50
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Figura 10- Aparelho estereotaxico

Figura 11- Animal posicionado no aparelho estereotaxico
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Figura 12- Area hipocampal a ser lesada
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3. DROGAS USADAS NOS TRATAMENTOS

- Acido 1-glutamico (Sigma-USA)- 10 a 80 pg/pL

- Pentoxifilina (Trental-Hoescht, Brasil)-20 mg/mL ampolas
Tiopental sédico (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 tampdes e demais solugdes eram de grau analitico.
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4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

10

11
12

Né&o operado

Controle (salina, i.h.)

Glutamato (24, 48, 96 e 192 pg/rato), i.h.

Pentoxifilina (50, 100 e 200 mg/kg), i.p,. 6 dias + Glutamato
96pg/rato, i.h. *

Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. + Glutamato 96pg/rato, i.h. *
Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p., 6 dias + salina, i.h. *

CPA 100 pg/kg, i.p. + Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. + Glutamato
96pg/rato, i.h. *, **

CPA 100 pg/kg, i.p. + Glutamato (96pg/rato), i.h. *, **

CPA 100 pg/kg, i.p. + salina, i.h. *, **

Talidomida 10 mg/kg, i.p. + Pentoxifilina 100 mg/kg, i.p. +
Glutamato 96pg/rato, i.h. *, **

Talidomida 10 mg/kg, i.p. + Glutamato 96pg/rato), i.h. *, **
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

estereotaxica

** - O tratamento com CPA ou talidomida foi feito 15 minutos antes da inje¢do de

pentoxifilina.

atividade locomotora e memoria. 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

Ao final do tratamento todos os animais foram submetidos aos testes de

histopatologico.
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Em outro grupo de esperimentos (ndo constando no protocolo experimental)
foram feitos estudos de determinagdo da densidade dos receptores M1+M2,
determinacdo da atividade da acetilcolinesterase e tremores induzidos pela
oxotremorina com 0s animais tratados com pentoxifilina mas ndo lesados com

glutamato.

5. ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Os cérebros usados para a andlise histopatologica, foram fixados com formol
neutro a 10% durante 3 dias. Apds um corte coronal inicial (Imm) ao nivel do nervo
oOptico, foram obtidos fatias sequénciais nas direces antero-posterior e estas foram
montados em parafina. Cortes histolégicos de 8-10p foram entdo corados pela
técnica de Hematoxilina-Eosina. As laminas foram examinadas em microscopio
binocular Nikon e fotografadas.

A andlise histopatologica (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 presenca de gliose, picnose e
vacuolizagdo. A gravidade da leséo foi definida baseado numa escala percentual de
0 (auséncia de lesdo) a 100% (lesdo severa) dentro de cada estrutura examinada por
microscopia otica (I00x) e previamente definida para anélise morfolégica (Peredery
et al., 1992; Bureau et al., 1994). Os resultados foram expressos como: 0 ou
ausente- ndo 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

laminas por cada animal.
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5.1 METODO DE COLORACAO PELA HEMATOXILINA-
EOSINA

Cortes: Parafina, 8 pm
Solucoes:
Hematoxilina de Harris

- Hematoxilina- 7g
- Alcool absoluto- 50ml
- Alumen de potassio- 100g
- Agua destilada- 1000ml
- Oxido amarelo de mercdrio- 2,59

Solucédo de Eosinaa 10%

Meétodo:

As laminas foram desparafinizadas com xilol por 10 min, desidratadas em
alcool absoluto (3 banhos) e lavadas com agua corrente. Em seguida, foram cobertas
com solucdo de Hematoxilina por 10 minutos, lavadas com agua corrente e deixadas
na dgua por 10 minutos. As laminas foram entdo cobertas com solucdo de eosina
(rapidamente) e lavadas com &gua corrente. Depois foram desidratadas com 3
banhos de alcool absoluto, banhadas em xilol (3 banhos) e montadas em Balsamo do
Canada.
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6. TESTES COMPORTAMENTAIS

6.1 TESTE DE ATIVIDADE LOCOMOTORA

Para verificar se o tratamento ndo acarretou alteracdo da atividade
locomotora, 0 que prejudicaria a realizagdo dos testes de memoria, 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 ap6s o fim do
tratamento com pentoxifilina, antes do inicio do teste do labirinto aquético.

O campo aberto consiste de uma arena circular de madeira branca (150 cm de
didmetro), 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. Apds este
periodo foi medido o nimero de quadrantes atravessados pelo animal, durante um
tempo de trés (03) minutos. A arena foi limpa com &lcool a 20%, apos a retirada de

cada animal, para evitar que o cheio de urina e fezes interferissem no teste.

6.2 TESTES DE MEMORIA

6.2.1 ESQUIVA PASSIVA (PASSIVEAVOIDANCE TEST)

Este teste foi baseado no método de DeNoble e cols. (1986). Apos a cirurgia
estereotdxica e setenta e duas horas apos tratamento com as drogas, 0S animais
foram habituados ao aparelho de esquiva passiva. O aparelho consiste de uma caixa
de acrilico (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 ent&o foi retirado.
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Figura 13. Arena do Campo Aberto

mbi

Figura 14- Aparelho de Esquiva Passiva
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Apds 30 segundos foi colocado novamente compartimento iluminado. O
animal ao entrar no compartimento escuro, recebeu um choque de 0,5mA, durante
Is, com o tempo de laténcia para entrar sendo registrado, até um maximo de 300
segundos (treino). Retirou-se o animal (alguns animais sairam expontaneamente
apos o choque) e apds 15 minutos este foi colocado novamente no compartimento
iluminado e registrou-se a laténcia de entrada (memoria recente). A retencdo do
aprendizado foi testada apOs 24h, nesta, os animais foram colocados no
compartimento iluminado e o tempo de laténcia paia a entrada no compartimento

escuro foi registrado (os animais nesta fase ndo levaram choque) (memoria tardia).

6.2.2 LABIRIINTO EM T ELEVADO (TMAZE)

Este teste paia estudos de memdria foi validado por Viana e cols. (1994). O
labirinto foi construido em madeira, com 3 bragos de dimensdes idénticas (50 X 10
cm). Sendo um brago fechado por paredes de 40 cm de altura perpendicular aos dois
bragcos abertos opostos. Paia evitai- a queda dos animais os bracos abertos estéo
circundados por tira de acrilico de Icm de altura. O labirinto estd elevado 50 cm do
chdo (figura 15). Nos dois dias antes do teste os animais foram gentilmente
manuseados durante 5 min. ApOs a cirurgia e quarenta e oito horas apds o
tratamento o teste foi realizado. Cada rato foi colocado no final do brago fechado do
labirinto e o tempo gasto para sair do braco 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. Trés dias mais tarde (36h), o animal foi
novamente colocado no labirinto e o tempo gasto paia sair do braco fechado foi
medido (Esquiva 3). O tempo maximo de observacdo (cul ojjf) durante as esquivas,

foi de 300 segundos).
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6.2.3 LABIRINTO AQUATICO (MORRIS WATER MAZE)

Este modelo é usado para se avaliar a memoria espacial (Morris, 1984). O
labirinto aquético consiste de um tanque de plastico circular (132cm de diametro) e
paredes de 40 cm de altura, cheio (até 10cm da borda) com agua (25°C) acrescida de
leite em po (para deixar- a &gua opaca). O aparelho possui uma plataforma de acrilico
(15 x 15 x 19) colocada no quadrande noroeste 2cm abaixo da superficie da agua
(Figura 16). Vinte e quatro horas ap6s o término do tratamento com pentoxifilina, os
animais iniciaram o treinamento. Foram feitos 6 treinos em dois dias consecutivos
(aprendizagem) e ap06s 48 horas os animais foram testados para avaliagdo da
memdria espacial (retencdo). 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 0 animal ndo 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 aquisicdo da
memoria. Setenta e duas horas apds o treinamento, a plataforma foi removida e o0s
animais colocados no tanque, na posicdo sudeste (em relacdo a posicdo da
plataforma). Os animais permaneceram durante 60 segundos e 0 tempo de laténcia
para alcancar o local da plataforma original e 0 nimero de quadrantes atravessados

foram registrados.
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Figura 15- Labirinto em T elevado

Figura 16- Labirinto Aquatico
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7. DETERMINACAO DA DENSIDADE DOS RECEPTORES
MUSCARINICOS

A densidade de receptores muscarinicos foi determinada através de ensaios de
binding, realizados em homogenatos de hipocampo dos ratos que se submeteram aos
testes de memoria, os animais foram sacrificados 24ri ap6s o termino dos testes. Em
outro grupo de experimentos os animais foram tratados durante 6 dias com
pentoxifilina e sacrificados no dia da dltima injecdo Paia a determinagdo de
receptores muscarinicos M]+Mz2-simile foi utilizado o ligante ndo especifico 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 muscarinico marcado, 3[H]-NMS, liga-se a sitios especificos
dentre 0s quatro primeiros segmentos transmembranicos dos receptores
muscarinicos (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 classico utilizado nos “brancos” dos
experimentos para determinar a radioatividade de background ou ligagdes néo
especificas. A atropina acrescentada em concentra¢cdo muito maior do que a da 3[HJ-
NMS interage seletivamente com o0s mesmos sitios de ligacdo do receptor,
deslocando e deixando livre toda a droga marcada, que é logo depois filtrada. A

radioatividade contida no filtro é entdo determinada por cintilacdo liquida.
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Procedimento experimental

Apos a dissecacdo do hipocampo em gelo, foram preparados homogenatos a
10% em tampdo fosfato de sodio, 150mM, pH 7,4. Os homogenatos contendo 150-
180 pg de proteina (o volume varia com a concentracdo de proteina, em tomo de 10
a 20pL), foram incubados em tampéo fosfato de sédio (0 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 presenca ou auséncia de sulfato de atropina 12,5
pM (5pL), para experimentos de ponto Unico. A concentracdo do ligante pode
variar, devendo-se fazer uma curva de saturacdo para o ligante que estiver sendo
utilizado.

Apbs incubacdo a 37°C por 30 minutos, com agitacdo, a reacdo foi terminada
por filtragdo a vacuo através de filtros Whatman GF/B. Os filtros foram lavados trés
vezes com 4ml de solucdo salina 0,9% gelada cada vez, secos a 60°C por no minimo
2 horas e colocados em frascos de vidro (yials) com 3ml de um coquetel de
cintilacdo liquida contendo tolueno. A radioatividade foi medida em um contador de
cintilagdo liquida Beckman LS-6500 com uma eficiéncia de 48%. A ligacéo
especifica foi calculada como a ligacdo total menos a ligacdo ndo-especifica
calculada na presenca de atropina, 12,5 pM. Os resultados foram expressos como
fmoles/mg de proteina. A concentracdo de proteina foi determinada segundo o
método de Lowry el al., 1951, utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como

padréo.

Solucdes reagentes

- Coquetel de cintilacdo- 0,59 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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- Solugédo de atropina 0,5mM- Sulfato de atropina (Sigma, St Louis, MO,
USA) em agua bidestilada.

- Solucdo 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 tampao fosfato de sddio 150mM, pH 7,4.

- Tampdo fosfato de sédio 150mM, pH 7,4- NaH2PO4 (Reagen, Rio de

Janeiro, Brasil) dissolvido em agua bidestilada.

Célculo

cpm amostra (média) — cpm branco 4- atividade especifica do ligante x 1000 =
proteina

= densidade dos receptores muscarinicos em fmoles/mg de proteina

cpm- cintilagdes por minuto
8. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE AMPC

Preparacdo de homogenatos

Foi preparado um homogenato do hipocampo a 20% em tampéao TRIS EDTA
AmM (para o ensaio de AMP() Ap6s o agquecimento, por 10 minutos em banho-
maria (80-100°C), o homogenato foi centrifugado (10.000 rpm) durante 10 minutos

e 0 sobrenadante usado para o ensaio.

Método
A concentracdo de AMP( foi medida através de radioimunoensaio usando um

kit comercial (Cyclic AMP assay syslem, Amersham, USA). O ensaio ¢ baseado na
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competicdo entre o AMPC ndo marcado (“frio”) e uma quantidade fixa do composto
marcado tritiado para se ligar a uma proteina de binding que tem alta afinidade e
especificidade para o AMP( (Tovey ei al., 1974). A quantidade do complexo
formado marcado, AMPc-proteina, € inversamente proporcional a quantidade de
AMPc ndo marcado presente 1la amostra utilizada 110 ensaio. A separacdo do AMrc
ligado a proteina do nucleotideo ndo marcado é feita por adsor¢do do nucleotideo
livre em carvao, seguido por centrifugacdo. Uma aliquota do sobrenadante é entdo
removida para a contagem da radioatividade por cintilicdo liquida. A concentragdo

do AMPC ndo marcado €é entdo determinada através de curva padrdo linear.

Reagentes do kit comercial

- Tampéo Tris EDTA

- Proteina de binding purificada de musculo bovino

- 8-3[H]-AMPc: 8-3[H]-3',5'-fosfato ciclico de adenosina triciado, 180 pmol
contendo 5grCi

- AMP( padrédo: 3,5-fosfato de adenosina ciclico , 1600pmol

- Adsorvente de carvéo

- Sulfato de amoénia

Medida da Radioatividade

Os discos de papel de filtro contendo o material a ser analisado foram
colocados em frascos apropriados (vials) contendo Iml de um coquetel de cintilacdo
liquida miscivel em &gua, READY FLOW 111 (AMBRIEX S/A). A radioatividade
foi medida em contador de cintilacdo liquida Beckman LS-6500 com uma eficiéncia

de 48%. Os resultados foram expressos em pmoles/mg de proteina.
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Protocolo do ensaio

Tubo

12

34

5,6

78
9,10
11,12
13,14
15, etc
Todos

Tampdo Padrdo Amostra [BHJAMPc Proteina  Concentragio
de binding

150 — — 50 — Branco

50 — — 50 100 Dose zero

— 50 — 50 100 Ipmol

— 50 — 50 100 2pmol

— 50 — 50 100 4pmol

— 50 — 50 100 8pmol

— 50 — 50 100 I6pmol

— 50 50 100 Desconhecido

0s volumes sdo em microlitros

Apds a colocacdo de todos os reagentes, os tubos foram incubados por 2 h na

geladeira. Em seguida foi adicionado 100 pL de carvéo e a mistura centrifugada. Foi

retirado 200 pL do sobrenadante, colocados nos vidros, adicionado ! mL de liquido

de cintilacdo miscivel em &gua e a cintilagdo medida em cintilador.

Célculo:

- Branco- cpm dos tubos 1 e 2

- Co (auséncia de AMPc néo 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 presenca de AMPc ndo ligado presente nos padrdes
e na amostra)

- Fazer a equagédo da reta plotando y= Co/ Cx contra x= concentragdo do

padrdo, e usar a equacdo para determinar a concentracdo das amostras.
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9. DOSAGEM DE NITRI10/NITRAIO (Green etal, 1981)

Principio:

O reativo de Griess (N-I-naftiletilenodiamina a 0,1% em agua, sulfanilamida
1% em é&cido fosforico 5%) revela a presenca de nitrito em uma amostra (urina,
plasma, homogenato tecidual) por uma reacdo de diazotizagdo que forma um

cromdforo de cor réseo, com um pico de absorbancia em 560 nm.

Reagentes utilizados:

Need 0,1% (N-I-naftiletilenodiamina)

Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5%

Reagente de uso (Reagente de Griess): Mistural' partes iguais de Need

0,1%, H20 bidestilada, sulfanilamida a 1% e acido fosforico a 5%

Curva padrdo: Solugdo de NaNO? estoque (10 mM em tamp&o). Foram
feitas diluicGes em série e usadas na obtengdo da curva padrdo (100; 50; 25; 12,5;
6,25; 1,32; 0,75 pM).

Protocolo:

Para a realizacdo 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 padrbes nas varias concentracoes..
Paia 0 branco foram usados 100 pL do reagente de Griess e adicionados 100 pL de
salina. A leitura da absorbancia foi feita em 560 nm em leitor de placa. As leituras
da absorbancia dos padrdes (y) foram plotadas contra a concentracGes de cada
padrdo (Xx), entdo determinou-se a equacdo da reta, que foi usada para a

determinagéo da concentragéo de cada amostra.
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11. AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA (Dosagem do
malonildiaideido- MDA) (Bernheim et at, 1947)

Principio:

A peroxidacéo lipiuica é uma das mais importantes expressdes organicas do
estresse oxidativo induzido pela reatividaue dos radicais livres de oxigénio. O
método mais empregado paia a determinacdo do MDA em amostias bioldgicas é
baseado na sua reacdo com o 4&cido tiobarbitdrico (TBA). Nesta reacdo, duas
moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para
fonnar uma solucdo de cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH acido em 532
a 535 nm. O coeficiente de extin¢do deste cromoforo num comprimento de onda de
535 nmepH 1,0 é 1,56 x 105 M’L

Protocolo:

Foram preparados homogenato a 10% do tecido hipocampal em salina,
quinhentos microlitros (500 pL) do homogenato foram adicionados a um tubo de
hemdlise (em duplicata), seguidos de 500 pL de &cido tricloroacético (TCA a 40%)
e 2,0 mL de acido tiobarbitarico (TBA 0,67%). A mistura de reacdo foi colocada
para ferver durante 15 min em banho maria e depois resfriada em agua corrente. Em
sequida a mistura foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm. A absorbancia do
sobrenadante foi determinada em espectrofotdbmetro a 530 nm contia branco (500
pL agua + 250 pL TCA + hnL de TBA). A curva padrdo foi obtida usando solucéo
de MDA. Foram feitas diluicGes em série e utilizadas na obtengdo da curva padrdo
(1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03mM). A concentracdo de MDA foi expressa em

nnioles/g de tecido.
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12. AVALIACAO DO EFEITO DA PENTOXIFILINA NOS
TREMORES INDUZIDOS PELA OXOTREMORINA (Olton
& Samueison, 1976)

Camundongos Swiss machos (20-25g) foram usados para a investigacdo dos
efeitos da pentoxifilina nos tremores induzidos pela oxotremorina. Os animais (10-
19 por grupo) foram tratados com pentoxifilina nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
I.p., 30 minutos antes da injecdo 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
injecdo de pentoxifilina (100 mg/kg). A oxotremorina foi injetada e os camundongos
colocados em um recipiente de plastico, 30 min apos, foi feita a observacdo 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 observagdo dos tremores foi feita com intervalos de 5 minutos,
comecgando 30 min apds a injecdo da oxotremorina e a intensidade dos tremores foi

determinada como a média do total de escores durante os 30 min do teste.

13. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA
ACETI1LCOLINESTERASE (AChE)

Principio:

A atividade acetilcolinesterasica (AChE) foi determinada de acordo com o
método de Ellman e cols. (1961). O método é baseado na medida da velocidade de
producdo da tiocolina a propor¢do que a acetilcolina (ATC), utilizada corno
substrato, € hidrolisada. Isto é acompanhado pela reacdo continua do tiol com o ion

S:5'-ditio-bis-2 nitrobenzoato, para produzir o anion amarelo do éacido 5-tio-2

77



nitrobenzoéico. A atividade enzimatica foi medida através da variacdo da
absorbancia, durante 4 minutos, sendo a reacdo linear durante pelo menos 10
minutos. As leituras das absorbancias foram feitas em 412 nm. A atividade
especifica foi expressa em nmoles de ATC hidrolisado por miligrama de proteina
por minuto.

Reacéo:

Acetiltiocolina---- AchF——tiocolina + acetato
Tiocolina + ditiobisnitrobenzoato------ » 4cido 5-tio-2-nitrobenzdico (anion)

(composto amarelo)

Reagentes:
- Solucdo do acido 5-tio-2 nitrobenzoico, DTNB (Sigma, St Louis, MO,
USA) I0OmM em tampéo fosfato de sddio
Solugédo de iodeto de acetiltiocolina, ATC (Sigma, St Louis, MO, USA)
75 mM em &gua bidestilada
Tampédo fosfato de sodio: Na2HrO4 (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
0,1 N em agua bidestilada, pH 8,0
Técnica (zm vitro)z
Na cubeta de leitura foram incubados, 890 pL de tampéo fosfato (pH 8,0),
485 pL de agua bidestilada, 10 pL do homogenato do tecido hipocampal a 10% em
tampdo fosfato, 15 pL da pentoxifilina (500 e 1000 pM), durante 30min, a
temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 50 pL de DTNB, o
espectrofotdmetro foi zerado num comprimento de onda de 412 nm e entdo foram
adicionados 50 pL de ATC a cubeta. As leituras foram iniciadas feitas nos tempos 0,
1, 2, 3 e 4 min. O resultado foi expresso em atividade da ACHE em nmoles/mg de

tecido/min.
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Célculo:

A densidade otica (D0)/4min

coeficiente de extin¢do do anion amarelo formado- 0,0136 pM
quantidade de tecido- Img em 15pL

volume final na cubeta- |,5mL

A (DO)/4min
----------------- X 15 - Atividade da AChE em nmoles/mg de tecido/min

14. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados testes ndo paramétricos (Friedman, Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney) para a analise estatistica dos testes comportamentais (campo aberto,
esquiva passiva, labirinto em T elevado, labirinto aquatico) 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 anélise
histoldgica da lesdo 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 Friedman, paia a andlise das
dilerencas dentro dos tratamentos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para a analise
entre os tratamentos. No modelo de esquiva passiva foram utilizados ANOVA para
a analise das diferencgas dentro dos tratamentos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
paia a andlise entre os tratamentos. No modelo do labirinto aquatico de Morris
foram utilizados os testes de ANOVA-medidas repetidas para a analise das
dilerencas entre os treinos e Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para a analise entre 0s

tratamentos. No teste da avaliagdo 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 muscarinico, nitrito/nitrato, malonildialdeido e atividade de AChE
foram feitos analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer. Com 0

critério de significancia de p < 0,05.
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V- KESUE<MDOS



IV- RESULTADOS

1 ANALISE HISTOLOGICA DOS EFEITOS DO GLUTAMATO
NO HIPOCAMPO DE RATO

A figura 17(a-e), mostra as lesdes 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 presenca de gliose,
picnose nuclear, vacuolizacdo citoplasmatica e um desarranjo das células piramidais
que formam a palicada, algumas vezes fora da regido injetada (talamo), isto na
maior dose. Estas alteracbes ndo foram observadas no grupo controle, que recebeu
somente salina. Em algumas laminas de todos os grupos, foram visualizadas les6es
no trajeto da agulha (gliose), este tipo de lesdo ndo foi levada em consideragdo no
momento da analise. O glutamato causou lesbes moderadas e severas em doses
maiores (96 e 192 pg) (% do numero de animais com lesdo: 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 lesdes (Tabela 2). (KW-33,424,

p<0.001, Kruskal-Wallis e teste de Dunn para maltiplas comparacdes).

82



Figura 17. Alteracdes histopatolégicas produzidas pelo glutamato em
hipocampo de rato. Os animais foram injetados com glutamato na regido
hipocampal (CAI e CA3) (coordenadas segundo Paxinos, ver material e métodos) e
apés 15 dias foram sacrificados,0s cerebros 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, vacuolizacdo e destruicdo de palicada. Coloracao
HE e aumento de I0Ox.
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Tabela 2. Alteragbes histopatologicas induzidas pelo glutamato no

hipocampo de rato

Grupos Leséo (%0) 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 17ab
192 — — 33.3 66.7 Qg™

Os resultados foram expressos como a percetagem do nimero de animais que
apresentaram a seguinte escala de escores: 0 ou ausente - Auséncia de lesdo no
hipocampo; leve ou 25% - mais de 25% e menos que 50% de lesdo no hipocampo;
moderada ou 50% - mais de 50% e menos que 75% de lesé@o no hipocampo; grave -
mais de 75% de lesdo no hipocampo a vs salina, b vs glu 48, Kruskal-Wallis
(p<0,001) e teste de Dunn (p<0,01).
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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 ndo operado e os resultados (ndo operado (n-6): 14,67 +
4,28 quadrantes) ndo 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 memodria.

3. EFEITO DO GLUTAMATO NO TESTE DA ESQUIVA
PASSIVA

No teste da esquiva passiva 0s animais aprendem a evitar o choque (treino)
ndao entrando no lado escuro do aparelho, quando avaliados 15 minutos apds o
choque (memoria recente) ou 24 horas apds o chogque (memoria tardia). A figura 19
mostra que os animais do grupo controle (tratados com salina) apresentaram uma
boa retencdo da memdria, tanto na fase imediata (memoria recente), quanto na fase
de consolidacdo (memoria tardia), quando comparado ao comportamento destes
animais durante o treino (ANOVA) (salina (n-7): treino- 120,80 + 50,40s, memdria
recente- 200,43 + 52,09s, memdria tardia- 252,57 + 31,78s, F(2,30)= 6,088, p<
0,006). O teste também foi feito com animais ndo operados para avaliacdo dos
pardmetros normais e os resultados ndo mostraram nenhuma diferenca entre este

grupo e o grupo salina (falso-operado)(ndo 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 apos sete dias foi realizado o teste. Os resultados estdo
expressos como média = EPM do ndmero de quadrantes atravessados pelos animais
durante 3 minutos. O nimero 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 apds nove dias foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média +
EPM do tempo de laténcia de entrada no lado escuro do aparelho. O nimero de animais por
grupo variou de 7 a 12. a: vs salina (treino), b: glu24 (treino), c: vs salina (memoria
recente), d: vs salina (meméria tardia), p<0,05, teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
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memoria recente- 227,44 + 27,34s, memoria 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 retencdo de memodria (glu24 (n-8): treino 47,10 + 36,20s;
inetndria recente- 210,20 + 44,77s, memodria 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) ndo apresentaram diferenca no tempo de laténcia de
entrada no lado escuro, significando um déficit nos processos de aprendizagem e
memoria (glu48 (n-9): treino- 14,64 + 5,19s, memoria recente- 27,61 * 9,89s,
memoria tardia- 44,35 + 32,21s, F(2,24)= 0,572, p< 0,572); gluvo (n-12): treino-
22,87 £ 9,05s, memoria recente- 64,46 + 31,93s, memdria tardia- 29,39 = 14,54s,
7(2,33)= 1,143, p< 0,331); glu!92 (n-12): treino- 51,36 + 19,53s, memoria recente-
103,28 + 36,23s, memdria tardia- 140,29 + 40,76s, 7(2,33)= 1,783, p< 0,183), 0 que
indica dano na aquisicdo e retencdo da memdria. Comparando os tratamentos
observamos uma diminuicdo significativa, no tempo de laténcia de entrada no lado
escuro do aparelho, nos ratos tratados com glutamato (48 e 96 ug) quando avaliados
tanto na memoria 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-11,508, p<0,02, Mann-Whitney, glu 48 e 96 vs salina, p<0,05), quanto na
memoria 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' 0 choque recebido durante o treino, podendo
mdicar uma lesdo no sistema limbico, mais precisamente na regido que abrange o0
hipocampo, ja que este teste € utilizado como ferramenta para estudo da memoria

emocional.
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4. EFEITO DA LESAO 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 brago fechado
do aparelho, evitando explorar o lado aberto, uma caracteristica inata do animal. E é
testado por duas vezes (esquiva 1 e 2) no primeiro dia (aprendizagem) e novamente
ap6s 72 horas, para que seja observado a retencdo do aprendizado ou memodria.
Neste teste o animal ndo recebe estimulacdo aversiva do tipo choque ou inanicdo,
mas aprende a evitai' 0 espaco aberto, evitando cair, assim o aprendizado € baseado
no comportamento exploratério do animal, podendo-se inferir que este modelo se
baseia em um tipo de memédria ndo declarativa. O teste de Friedman mostrou um
diferenca significativa na laténcia de esquiva (esquiva 1, 2 e 3 quando 0s animais
sd0 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 = 35,51s; esquiva 3- 141,67 £ 50,13s, %2(3)= 8,54, p<
0,03, gluge (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 o0s tratamentos, ndo observamos diferenca
significativa entre os grupos. Na etapa de aquisicdo da memoria (memoria recente-
esquiva 1), observamos uma menor retencdo nos grupos tratados com glutamato em
relacdo ao controle, porém este resultado ndo foi significativo (salina: 165,44 +
25,94s; glu24: 236,22 + 42,19s; glu48: 141,67 +50,13s; glu9e: 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 apds oito dias foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como
média + EPM do tempo de laténcia de saida do braco fechado do aparelho. O nimero 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 glu192 (treino), p<0,05, teste de Friedman.
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gjul92: 97,72 £ 33,36s . Também foi realizado o teste em animais ndo operados e
ndo foram encontradas diferencas significativas em relacdo ao grupo salina (falso-
operado) demonstrando que a cirurgia ndo lesou os animais de maneira a influenciar
0 resultado final do teste (ndo operado (22)- esquiva 2- 277,18 £ 11,15s; esquiva 3-
234,95 + 26,185). Este teste é indicado paia se testar a memoria operacional, uma
memoria de curta duracdo, achamos que o mesmo ndo seja suficientemente
adequado paia estudos de memoria de longa duracdo, em animais lesionados no
hipocampo. Além disto é possivel que a estocagem da memdria neste teste envolva

outras regibes cerebrais, tais como cortex motor e corpo esfriado.

5. EFEITO DA LESAO HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO NO
TESTE DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS EM
RATOS

O teste do labirinto aquatico é bastante utilizado para estudos de memoria
espacial, que é prejudicada apds lesdo hipocampal. Observamos que todos 0s grupos
testados apresentaram um bom desempenho neste teste (isto €, diminuiram o tempo
de laténcia (segundos) para encontrar a plataforma submersa ao longo do
treinamento, que variaram de Tl 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; TIl- 15,11 + 4,82; T12- 18,12 + 4,66s,
ANOVA-medidas repetidas, F(I1,143)-4,806, p< 0,0001; glu 96 (n- 19): TI- 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; TH- 25,09 £ 4,14; T12- 19,34 £ 3,985, ANOVA-medidas repetidas, F-5,241,
P<0,0001; glul92 (n-13): TI- 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 +
598; T9- 26,82 + 6,46; TIO- 23,44 £ 5,81; Tl 1- 16,84 + 5,09; T12- 24,58 + 5,995,
yVNOVA-medidas repetidas, F-3,797, p< 0,0001 (Figura 21).

Analisando a retencdo do aprendizado, pela medida do tempo de laténcia do
animal para se situai' no local em estava a plataforma, 48h ap6s o ultimo 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 laténcia dos animais do grupo salina
(falso-operados) ndo foi diferente daquele dos animais ndo operados (ndo operados
(n-12)- 12,90 + 2,59s), demonstrando que a cirurgia ndo interferiu nos resultados.
Nao foi observada diferenca no nimero 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 PENTOXIFILINA EM
HIPOCAMPO DE RATOS LESADOS COM GLUTAMATO

Foi utilizada a dose de 96ug, que produziu lesbes do tipo moderada a severa
(Figura 24-b ) no tratamento com pentoxifilina (ptx), em oposi¢do ao grupo tratado
com salina (Figura 24-a). O tratamento com ptx na dose de I00mg/kg, reverteu
parcialmente as lesdes hipocampais induzidas pelo glutamato (p<0.003, teste de
Mann-Whitney) (Figura 24-c). Neste grupo (ptx + glu) apenas 25% dos animais
apresentaram lesdes moderadas e 75% lesdes leves, ndo tendo sido observados
lesGes do tipo grave, se comparada ao grupo tratado somente com glutamato (96ug),
que mostrou em 29,5% do animais, lesdes graves e em 52,9% les6es moderadas
(Tabela 3).
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Figura 21. Efeito do glutamato no teste do labirinto aquatico de Morris
em ratos- Aprendizagem. Os animais foram injetados no hipocampo com glutamato (96
e 192pg/2,4 pL) ou salina e apds 7 e 8 dias foi realizado o teste. Os resultados estédo
expressos como média + EPM do tempo de laténcia gasto para alcancar a plataforma
submersa durante os 12 treinos a que foram submetidos. O ndmero de animais por grupo
variou de 13 a 21. a vs salina (treino 1), b vs glu96 (treino 1), ¢ vs glu192 (treino 1), p<
0,0001, ANOVA-medidas repetidas.
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Figura 22. Efeito do glutamato no teste do labirinto aquatico de Morris
em ratos- Retencdo da memoria. Os animais foram injetados no hipocampo com
glutamato (96 e 192p.g/2,4 piL) ou salina. Os resultados estdo expressos como média +
EPM do tempo de laténcia gasto para alcancar o local onde estava a plataforma submersa,
realizado 48 horas apds o Gltimo treino. O nimero 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 aquéatico de Morris
em ratos- NUmero de travessias. Os animais foram injetados no hipocampo com
glutamato (96 e 192p.g/2,4 pL) ou salina. Os resultados estdo expressos como media *
EPM do nimero de travessias de cada quadrante durante 60 segundos, realizado 48 horas
apods o ultimo treino. O nimero de animais por grupo variou de 13 a 21.
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Figura 24. Efeito citoprotetor da pentoxifilina em hipocampo de ratos
lesados com glutamato. Os animais foram injetados com glutamato na regido
hipocampal (CAl e CA3) (coordenadas segundo atlas de Paxinose Watson, ver Material e
Métodos) e ap6s 15 dias foram sacrificados,0s 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 vacuolizagdo. Coloragdo HE e aumento de 200x.



Tabela 3. Efeito citoprotetor da pentoxifilina em hipocampo de ratos

lesionados com glutamato

Grupos
Ausente
Salina 100,0
Glutamato 96p.g —
PtxIOO* + Glu96 —

Lesdo (%0) N2 de animais

Leve  Moderada Grave

— — 7
17,6 52,9 29,5 17
75,0 25,0 — 123

Os resultados foram expressos como a percentagem do numero de animais que
apresentaram a seguinte escala de escores: 0 ou ausente - Auséncia de lesdo no

hipocampo; leve ou 25% -

mais de 25% e menos que 50% de lesdo no hipocampo,

moderada ou 50% - mais de 50% e menos de lesdo no hipocampo, grave - mais de
75% de lesdo no hipocampo. * PtxIOO: pentoxifilina 100mg/kg, i.p., administrada
por 6 dias, ap6s a injecdo intrahipocampal de glutamato. a vs glutamato, p<0,003,

teste de Mann-Whitney.
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7. EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
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 lesdo com glutamato. N&o foram encontradas diferencas
na atividade locomotora, observada pelo nimero 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
hipotese de disfuncdo hipocampal e no presente trabalho, este efeito foi aumentado

na presenca de pentoxifilina.

8 EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE
DO LABIRINTO EM T ELEVADO

O teste de Friedman mostrou um diferenca significativa na laténcia de
esquiva (esquivas 1, 2 e 3 quando comparadas aos seus respectivos treinos) nos
grupos tratados, com exce¢do 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 pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal com
glutamato, no teste do Campo Aberto. Os animais foram lesados com glutamato (96
pg/2,4 pL) na regido 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 ap6s o tratamento com ptx foi
realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média + EPM do nimero de
quadrantes atravessados pelos animais durante 3 minutos. O nimero 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 ptxlIOO + 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 retencdo da memdria. Entretanto, o
desempenho do grupo tratado com glutamato ndo foi tdo eficiente. Observamos que
nos grupos tratados com pentoxifilina e ndo lesados, o aprendizado foi muito
eficiente, superando inclusive aquele do controle. Nos animais lesados e tratados
com pentoxifilina na dose de 200mg/'kg observamos uma melhora em relacdo ao
grupo lesado, significando que a droga melhora os déficits de aprendizado induzido
por leséo hipocampal com glutamato (Mann-Whitney, p<0,05) na esquiva 2 (salina:
227,57 + 22,09s; glu: 164,90 + 31,38s; ptxIOO: 300,00 = 0,00s; ptxlIOO: 242,22 +
39,83s; ptxlOO+glu: 237,42 + 29,06s; ptx200+glu: 272,15 + 17,53s. Embora a
consolidacdo da memodria tenha sido bem mantida no grupo ndo lesado e tratado
com pentoxifilina 100mg/kg, em comparacdo aos outros grupos, mostrando que a
droga tem um efeito de aumentar a retencdo da memoria, per si, nenhuma diferenca
foi detectada entre os outros tratamentos na esquiva 3 (salina: 188,51 + 26,66; glu:
14476 + 33,74; ptxlOO: 293,55 + 6,44; ptxlOO: 18525 + 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 diferenca significativa entre a laténcia
de saida para o brago 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 LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE
DA ESQUIVA PASSIVA

Um 6timo aprendizado e memdria foi observado no grupo tratado com
pentoxifilina em animais lesados e ndo lesados com glutamato quando comparados
a0s seus respectivos treinos, exceto no grupo ptx200mg/kg (ANOVA): ptxlOO- (n-
9): treino- 49,68 £31,47s, memoria recente- 112,00 + 47,26, memoria tardia- 300,00
+ 0,00, (A(2,16)= 21,381, p< 0,0001); ptx200- (n- 8): treino- 133,53 + 43,45s,
memoria recente- 193,43 + 49,45, memdria tardia- 164,50 + 47,89, F'(2,21)= 0,406,
p< 0,671; ptx50 + glu (n-9): treino- 116,41 + 33,32, memodria recente- 255,38 +
30,33, memoria tardia- 300 + 0,00, F(2,24)= 13,55, p< 0,0001; ptxlOO + glu (n-15):
treino- 60,83 + 27,49, memdria recente- 127,15 + 34,67, memoria tardia- 176,68 *
34,32, F(2,42)= 3,233, p<0,0495 e ptx200 + glu (n-13): treino- 71,32 + 27,41,
memoria recente- 163,48 + 33,89, memdria tardia- 221,19 + 35,41, F(2,36)= 5,435,
p<0,0087. Foi observada diferenca significativa na laténcia de entrada dos animais,
entre 0s grupos, na memoria recente (Kruskal-Wallis, KW- 15,560, p<0,02).

Nesta condi¢do, 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 apds o

tratamento com pentoxifilina na dose de 50mg/kg e 200mg/kg quando comparado ao
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O Salina
O Glu 96

Figura 26. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal
induzida por glutamato, no teste do Labirinto em T elevado. Os animais foram
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal e imediatamente
tratados com pentoxifilina (ptx: 50, 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo
controle e ptxlIOO e 200 mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal.
Quarenta e oito horas ap0s o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados
estdo expressos como média = EPM do tempo de laténcia de saida do brago fechado
do aparelho . O nimero 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 memoria tardia,
foi também observada uma diferenca significativa entre os diversos grupos
(Kruskal-Wallis, KW-35,152, p< 0,0001). Assim foi verificado, um dano na
memoria no grupo tratado com glutamato comparado com salina e uma melhora
ap6s o tratamento com pentoxifilina 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; ptxlIOO + 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 leséo pelo glutamato (Figura 27).

10. EFEITO DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO NO TESTE
DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

No teste do labirinto aquatico observamos uma melhora significativa
(ANOVA-medidas repetidas) no aprendizado apos os 12 treinos, nos grupos tratados
com pentoxifilina sozinha ou em associacdo com glutamato (96ug) (ptxlOO (n- 9):
TI- 54,00 + 0,00s; T2- 52,2 + |,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; TII- 26,74 + 7,34s; T12- 24,01 £ 6,19s, x2(11)= 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; TIl- 26,35 = 5,98s; T12-
15,50 + 5,19s, x2(1)= 22,38, p< 0,0216; ptxl0O + glu (n- 11): TI- 54,00 + 0,00s;
T2- 49,84 + 2,98s; T3- 47,38 + 10,64s; T4- 42,14 + 491s; 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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O Salina
O glu 96

Figura 27. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal induzida por
glutamato, no teste da Esquiva Passiva . Os animais foram lesados com glutamato (96
pg/2,4 pL) na regido 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 plL) intrahipocampal. Setenta e duas horas ap6s o tratamento com ptx foi
realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média + EPM do tempo de laténcia
de entrada no lado escuro do aparelho. O numero de animais por grupo variou de 6 a 21. a:
a: vs salina (tremo), b: ptxIOO (treino), c: vs ptx50 + glu (treino), d: vs ptxlOO + glu (treino
), & vs ptx200 + glu (treino), f: vs salina (memoria recente), g: vs glu (memaria recente) ,
h: vs salina (memdria tardia), i: vs glu (memdria tardia), p<0,02, teste de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney,,
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6,78s; TII- 21,86 + 6,83s; T12- 24,67 + 6,24s, x2(11)= 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; T1I- 20,49 + 4,58; T12- 19,31 + 5,01, y2(I 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 retencdo do aprendizado foi
testada 48 horas apo6s o ultimo tremo, foi observada uma diferenca significativa
entre os grupos (Kruskal-Wallis, KW- 12,982, p< 0,024). O tempo médio de laténcia
para alcancar o local onde se localizava a plataforma foi: salina: 10,95 * 3,56s; glu:
26,89 + 3,97s; ptx100:18,13 + 5,21s; ptx200: 18,30 + 4,31s; ptxlOO + glu:28,04 +
6,69s.e ptxlIOO + glu: 12,96 + 1,84s (Figura 29). Estes resultados mostram um dano
significativo (Mann-Whitney, p<0,04) na retencdo da memoria observado no grupo
tratado apenas com glutamato em relacdo ao grupo controle (salina), que foi
revertido por altas doses de pentoxifilina (ptx200 + glu). Nenhuma diferenca foi
observada no numero 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; ptxIOO + glu: 10,10 £ 1,2;
ptxIOO + glu: 9,45 + 1,21) (Figura 30).

11. ACAO DO GLUTAMATO E PENTOXIFILINA SOBRE OS NIVEIS
DE AMPc NO HIPOCAMPO DE RATOS

A lesdo hipocampal por glutamato (96pg) reduziu significativarnente os
niveis de AMPc (p<0,0001) no hipocampo (0,1867 pmol/mg proteina) e o efeito foi
revertido pelo tratamento com pentoxifilina (100 e 200 mg/kg), de urna maneira
dose-dependente (0,3767 e 1,060 pmol/mg proteina, respectivamente). Na dose mais
alta, os niveis 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 proteina,
respectivamente (p<0,01, one-way ANOVA, teste de Tukey-Kramer) (Tabela 4).
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Treino
Figura 28. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal induzida por
glutamato, no teste do Labirinto aquatico de Morris- Aprendizagem. Os animais foram
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal e imediatamente tratados com
pentoxifilina (ptx: 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo controle e ptxlIOO e 200
mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) na regido hipocampal. Vinte e quatro horas apds
0 tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média +
EPM do tempo de laténcia gasto pelo animais para alcancar a plataforma submersa, durante
0s 12 treinos a que foram submetidos. O ndmero 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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Figura 29. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal com
glutamato, no teste do Labirinto aquatico de Morris- Retencdo. Os animais foram
lesados com glutamato (96 p.g/2,4 p.L) na regido hipocampal e imediatamente apo6s, tratados
com pentoxifilina (ptx: 100 ou 200 mg/kg i.p.) Os animais do grupo controle e ptxlIOO e
200 mg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. 10 dias ap6s o tratamento
com ptx foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média £+ EPM do tempo
de laténcia gasto pelo animais para alcangar o local onde se encontrava a plataforma
submersa, 48 horas ap6s o Ultimo treino. O nimero de animais por grupo variou de 8 a 19.
avs salina, b vs Glu, p<0,04 (teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 30. Efeito da pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal induzida por
glutamato, no teste do Labirinto aquatico de Morris- N2 de quadrantes atravessados.
Os animais foram lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido 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 ap6s o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como
meédia £ EPM do numero de quadrantes atravessados pelos animais em | minuto, realizado
48 horas ap0s o Ultimo treino. O nimero de animais por grupo variou de 8 a 19.
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Tabela 4. Concentragédo ue AMPC ern hornogento de hipocampo de ratos

lesados com glutamato e tratados com pentoxifilina

Tratamento Dose AMPc (pmol/mg proteina)
Salina — 0,968 +0,19
Glutamato 96pg 0,186 + 0,09
Pentoxifilina I00mg/kg 1,170 0,17
Ptx + Glu 100mg/kg + 96pg 0,376 £ 0,08
200mg/kg + 96ug 1,060 £ 0,19

Os resultados estdo expressos com média = EPM. A pentoxifilina foi administrada
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente apds a lesdo hipocampal
induzida por glutamato e sacrificados ap6s uma semana. 3 vs salina, b vs glutamato
(p<0,01, ANOVA e teste de Tukey-Kramer).
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12. AQAO DO GLUTAMATO E DA PENTOXIFILINA SOBRE O
NUMERO DE RECEPTORES MUSCARINICOS (Ml + M2)
NO HOMOGENATO DE HIPOCAMPO DE RATOS

Os animais foram sacrificados uma semana apds o tratamento com
pentoxifilina paia a determinacdo do numero de receptores muscarinicos pela
técnica de binding. Ndo foi observada diferenca significativa entre 0s grupos, apesar
de notarmos uma tendéncia a diminuicdo apos lesdo com glutamato (salina (n-4):
241,45 + 11,68; glu9e (n-8): 217,63 + 27,56 finoles/mg de proteina) e um retomo
aos niveis normais ads tratamento com pentoxifilina (I00mg/kg) (ptx + glu (n-6):
255,51 + 29,47 fmoles/mg de proteina). O numero de receptores, embora nédo
significativo, foi maior nos animais ndo lesados e tratados com pentoxifilina (ptx (n-
5): 283,58 + 50,02 finoless/mg de proteina (Tabela 5). Em outro grupo de
experimentos os animais (n-6) ndo foram submetidos a estereotaxia e lesdo com
glutamato, somente ao tratamento com pentoxifilina (50 e 100mg/kg) durante seis
dias e sacrificados 15 minutos apds o Ultimo tratamento, nesta condigdo
experimental foi observado uma diminuigéo significativa (ANOVA- F(2,14)- 3,879)
no namero de receptores (salina: 181,71 = 14,28; ptxSO: 137,50 + 13,77; ptxlOO:
132,74 £+ 11,80 fmoles/mg de proteina, p<0,05, teste de Tukey-Kramer),
provavelmente por downregulation, o que ndo foi observado nos aninais do grupo
anterior, que foram lesados e ndo estavam mais sob a influéncia do tratamento com

pentoxifilina (Figura 31).
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Tabela 5. Efeito do glutamato e pentoxifilina sobre o nimero de receptores
muscarinicos (Ml + M2) em homogenato de hipocampo de ratos

Tratamento 3H-NMS binding

(fmoi/mg de proteina)
Salina 241,45 + 11,68 (4)
Glutamato 96pg 217,63 27,56 (8)
Pentoxifilina IOOmg/kg + Glu96pg 255,51 +£29,47 (6)
Pentoxifilina 100mg/kg 283,58 £ 50,02 (5)

Os animais foram lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal e
imediatamente tratados com pentoxifilina (ptx: 100mg/kg, i.p.) durante 6 dias e
sacrificados 7 dias ap0s o tratamento. Os animais do grupo salina e ptxlOOmg/kg
foram injetados com salina (2,4 pL) na regido hipocampal. Os resultados estéo
expressos com média £ EPM. Os nimeros em parénteses representam o nimero de
animais por grupo.
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Figura 31. Acdo da pentoxifilina sobre o nimero de receptores muscarinicos
(Ml + M2) em homogenato de hipocampo de rato. A pentoxifilina foi administrada
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias e estes sacrificados 15 minutos ap6s o
tratamento. Os resultados estdo expressos com média + EPM (n-6). * vs salina (p<0,05,
ANOVA e teste de Tukey-Kramer)
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13. A PENTOXIFILINA POTENCIA OS TREMORES
INDUZIDOS PELA OXOTREMORINA EM
CAMUNDONGOS

A figura 32 mostra os efeitos da pentoxifilina (ptx- 25, 50 e 100mg/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
namero 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 0xo, Mann-Whitney. Em outro grupo de experimentos foi feito um
datamento prévio com atropina (IOmg/kg, i.p.), para bloguear os efeitos da
ptx, neste caso foram observados uma inibicdo completa dos demores,
evidenciando um efeito muscarinico central da ptx (atropina + ptxlOO + oxo-
0,00 = 0,00 escores/30min) (p<0,001, ptxIOO + oxo vs atropina + ptxlOO +
oxo, teste de Mann-Whitney).

14. EFEITO DO GLUTAMATO E DA PENTOXIFILINA SOBRE
A FORMACAO DE MALONILDIALDEIDO EM
HOMOGENATO DE HIPOCAMPO DE RATO

N&o foi detectada diferenca na formacdo de peroxidos lipidicos, nos
animais lesados com glutamato e tratados com pentoxifilina na dose de
I00mg/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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Figura 32. A pentoxifilina poténcia os tremores induzidos pela
oxotremorina em camundongos. Os animais foram tratados com
pentoxifilina (ptx) nas doses de 25, 50 e 100mg/kg, i.p., 30 minutos antes da
injecdo de oxotremorina (oxo) (0,3mg/kg), ap6s 30 min foram contados o
numero 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 injegéo
de oxotremorina. Os numeros representam média £ EPM do ndmero de
escores obtidos pelos animais no intervalo de 30min. * vs oxo, p<0,01, ** vs
ptxIOO + oxo, p<0,001 (teste de Mann-Whitney).
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Tabela 6. Efeitos do glutamato e da pentoxifilina sobre a formacgdo de
malonildialdeido em homogenato de hipocampo de rato

Tratamento Malonildialdeido (nmoles/g de
tecido)
Salina 27,01 2,13 (4)
Glutamato 96pg 24,19 £2,76 (5)
Pentoxifilina 100mg/kg + Glu96pg 27,74 £ 0,74 (5)
Pentoxifilina 100mg/kg 27,75 £2,10 (5)

Os resultados estdo expressos como média £ EPM. A pentoxifilina foi administrada
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente apos a lesdo hipocampal
com glutamato e sacrificados 7 dias apds o fim do tratamento. Em parénteses, 0
ndmero de animais por grupo.
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15. EFEITOS DO GLUTAMATO E PENTOXIFILINA SOBRE A
PRODUCAO DE NITRITO/NITRATO EM HOMOGENATO

DE HIPOCAMPO DE RATOS
Observamos um aumento nos niveis de nitrito/nitrato nos animais lesados
com glutamato e uma reversdo aos niveis do controle apds o tratamento com
pentoxifilina (salina (n-5)- 5,24 £ 0,82; glu96 (n-8)- 9,22 £ 1,20; ptxlIOO + 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 pentoxifilina estimula e

inibe, respectivamente a formagao de nitrito/nitrato.

16. A CICLOPENTILADENOSINA (CPA) INIBE OS EFEITOS
DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL POR GLUTAMATO, NO TESTE DO CAMPO
ABERTO

A ptx (I00mg/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 ndo signiticativamente (Mann-Whitney, p<0,06) quando
observados pelo numero de quadrantes atravessados pelos animais (salina (n- 17)-
14,82 + 2,98; glu9e (n- 16): 14,63 = 4,04; ptxlOO + salina (n- 9): 14,00 + 3,24;
ptxIOO + 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 pentoxifilina sobre a producédo de
nitrito/nitrato em homogenato de hipocampo de ratos

Tratamento Nitrito/nitrato (p.M)
Salina 5,24 + 0,82 (5)
Glutamato 96pg 9,22 £ 1,20 (8)a
Pentoxifilina 100mg/kg + Glu96ug 5,98 + 0,46 (9)
Pentoxifilina 100mg/kg 4,72 + 0,36 (4)

Os resultados estdo expressos como média £ EPM. A pentoxifilina foi administrada
intraperitonealmente em ratos durante 6 dias, imediatamente apds a lesdo hipocampal
com glutamato e sacrificados 7 dias ap6s o fim do tratamento. Os nimeros em
parénteses representam o numero de animais por grupo? vs salina, b vs glutamato
(p<0,05, ANOVA, teste de Tukey-Kramer)
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Figura 33. A ciclopentiladenosina (CPA) reverte os efeitos da
pentoxifilina em ratos com lesdo 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 100mg/kg, i.p.) em seguida lesados com
glutamato (96 y.g/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo controle,
CPA100, e ptxIOO foram injetados com salina (2,4 p.L) intrahipocampal. Sete dias
apos o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média +
EPM do nimero de quadrantes atravessados pelo animal em 3 minutos. O ndmero
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 CICLOPENTILADENOSINA (CPA) NAO REVERTE 0S
EFEITOS DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO, NO TESTE DO
LABIRINTO EM T ELEVADO

Como demonstrado anteriormente, a pentoxifilina (ptx) protegeu os animais
lesados com glutamato dos déficits de memoria induzidos pelo glutamato neste teste.
Com o0 objetivo de estudar o mecanismo desta agdo resolvemos investigar uma
possivel acdo a nivel do receptor da adenosina (Al), ja que estd 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
(I00mg/kg, i.p., dose Unica), e apos este periodo o animal foi submetido a leséo
intrahipocampal com glutamato. Uma semana apos a cirurgia foram realizados os
testes de memoria. Observamos que a CPA iOOug/kg, i.p. ndo reverteu
significativamente os efeitos da ptx, apesar de diminuir seu efeito, na esquiva 2,
além de mostrar uma acdo per si protegendo os animais dos déficits de memoria,
resultados porém ndo significativos, quando observados na esquiva 2 (salina (n-
27): 227,57 £ 22,09s; glu96 (n- 18): 164,90 £ 31,38s; ptxIOO (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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Figura 34. A ciclopentiladenosina (CPA) néo reverte os efeitos da
pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal induzida por glutamato, no teste
do Labirinto em T elevado. Os animais foram injetados com CPA 100pg/kg, i.p.,
15 minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p.) e em seguida
lesados com glutamato (96 p.g/2,4 p.L) na regido hipocampal. Os animais do grupo
controle, ptxlIOO e CPA 100pg/kg foram injetados com salina (2,4 pL)
intrahipocampal. Oito dias apds o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os
resultados estdo expressos como média =+ EPM do tempo de laténcia de saida do
braco fechado do aparelho. O nimero de animais por grupo variou de 7 a 27.
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18. A CICLOPENTILADENOSINA (CPA) NAO REVERTE OS
EFEITOS DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL COM GLUTAMATO, NO TESTE DA
ESQUIVA PASSIVA

Também neste teste ndo foi observado uma inibicdo pela CPA dos efeitos da

pentoxifilina (ptx), ao contrario, este efeito foi aumentado, na memoria recente
(salina (n- 7): 200,43 = 52,09s; glu96 (n- 12): 64,58 + 31,92s; ptxlIOO (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 + ptxIOO + 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 retencdo da memoria nos animais lesados pelo
glutamato, observados na memoria tardia (salina (n- 7): 252,57 + 31,78s; glu96 (n-
12): 29,92 £+ 14,54s; ptxIOO (n- 9): 300,00 £ 0,00s; ptxIOO + glu (n- 12): 125,25 +
36,1 1s; 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) NAO REVERTE OS
EFEITOS DA PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE
DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Neste teste, a ptx na dose de I0Omg/kg ndo conseguiu reverter 0 dano na
aquisicdo da memoria induzido pelo glutamato, como nos outros testes a CPA estava
mostrando um efeito de melhorar os danos de memdria, usamos esta dose para
observarmos um efeito potenciador ou aditivo. Observamos que a CPA (I0Oug/kg,
*p) ndo conseguiu aumentar o efeito da ptx e também ndo demonstrou um efeito
per si, quando observamos a retencdo da memoria 48 horas apds o treinamento
(salina (n- 14): 10,95 + 3,56s; giu96 (n- 19): 26,89 + 3,97s; ptxIOO (n- 9): 23,13 +
6,38s; ptxlOO + glu (n- 10): 29,54 + 6,93s; CPA100 + ptx + glu (10): 26,95 + 6,135
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Figura 35. Ciclopentiladenosina (CPA) nao reverte os efeitos da
pentoxifilina em ratos com lesdo hipocampal induzida por glutamato, no teste
da Esquiva Passiva. Os animais foram injetados com CPA 100pg/kg, i.p.) 15
minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p.) e em seguida
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo
controle, ptxlOO e CPAIOOpg/kg foram injetados com salina (2,4 p.L) na regido
hipocampal. Nove dias apos o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estéo
expressos como média £ EPM do tempo de laténcia de entrada no lado escuro do
aparelho . O ndmero de animais por grupo variou de 7 a 12. a vs salina (mem.
recente), b vs glu (mem. recente), ¢ 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 NAO POTENCIA OS EFEITOS DA
PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE
DO CAMPO ABERTO

A talidomida (tali) (IOmg/kg, i.p.) foi usada neste grupo de experimentos

com o objetivo de investigar 0 mecanismo de agdo da ptx, a talidomida é um
inibidor da sintese de TNF-a e como a ptx também atua na inibicdo da sintese desta
citocina pré-inflamatdria. Neste experimento foi investigada uma possivel acéo
potenciadora da acdo da ptx neste modelo de atividade locomotora. A ptx
(100mg/kg) aumentou a atividade locomotora dos animais lesados com glutamato e
0 tratamento prévio com tali na dose de I0mg/kg, ndo potenciou os efeitos da ptx,
quando observados pelo numero de quadrantes atravessados pelos animais, mas
demonstrou uma acgdo idéntica a ptx, aumentando a atividade locomotora quando
comparados com o0 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; ptxIOO + 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).

2. A TALIDOMIDA REVERTE OS EFEITOS DA
PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO HIPOCAMPAL
INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE DO
LABIRINTO EM T ELEVADO

Como demonstrado anteriormente, a pentoxifilina (ptx) protegeu os animais

lesados com glutamato dos déficits de memoria induzidos pelo glutamato neste teste.
Observamos que a talidomida (IOmg/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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Figura 36. A ciclopentiladenosina (CPA) ndo reverte os efeitos da
pentoxifilina em ratos com leséo hipocampal induzida por glutamato, no teste
do Labirinto Aquatico de Morris- Retencdo. Os animais foram injetados com
CPA 100jig/kg, i.p. 15 minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx
I0Omg/kg, i.p.) e em seguida lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido
hipocampal. Os animais do grupo controle, ptxlOO e CPA 100 foram injetados com
salina (2,4 pL) intrahipocampal. Dez dias apds o tratamento foi realizado o teste. Os
resultados estdo expressos como média £ EPM do tempo gasto pelo animal para
encontrar o local onde estava a plataforma submersa. O nimero de animais por
grupo variou de 6 a 21. avs salina, p<0,03, teste de Mann-Whitney.

124



40-i

+ Glu

Figura 37. A talidomida ndo poténcia os efeitos da pentoxifilina em ratos
com lesédo hipocampal induzida por glutamato, no teste do campo aberto. Os
animais foram injetados com talidomida (tali) 10pg/kg, i.p., 15 minutos antes do
tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p.) e em seguida lesados com
glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo controle,
tali 10, e ptxlIOO foram injetados com salina (2,4 pL) na regido hipocampal. Sete dias
apods o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média +
EPM do nimero de quadrantes atravessados pelo animal em 3 minutos. O numero
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;
glu9e (n- 18): 164,90 + 31,38s; ptxIOO + 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 TALID’OMIDA NAO REVERTE QS EFEITOS DA
PENTOXIFILINA EM RATOS COM LESAO HIPOCAMPAL
INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE DA ESQUIVA
PASSIVA

Também neste teste foi observado uma inibicdo ndo significativa, pela

talidomida (tali), dos efeitos da pentoxifilina (ptx), na memoria recente (salina (n-
7). 200,43 + 52,09s; glu9e (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, ndo demonstrando efeito na memoria tardia
(salina (n- 7): 252,57 £ 31,78s; glu96 (n- 12): 29,92 + 14 54s; ptxlOO + glu (n- 12):
125,25 + 36,1 Is; 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 NAO POTENCIA OS EFEITOS DA
PENTOXIFILINA  EM RATOS COM LESAO
HIPOCAMPAL INDUZIDA POR GLUTAMATO, NO TESTE
DO LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS

Neste teste, a ptx usada na dose de I00mg/kg ndo conseguiu reverter o dano
na aquisicdo da memoria induzido pelo glutamato. Resolvemos entdo usar a
talidomida uma droga que & semelhanca da ptx é um inibidor da producéo de TNF-

«, a fim de observarmos um efeito de potencializagcéo ou de adi¢cdo. Observamos que

126



400-,

Figura 38. A talidomida reverte os efeitos da pentoxifilina em ratos com
leséo hipocampal induzida por glutamato, no teste do Labirinto em T elevado.
Os animais foram injetados com talidomida (tali) 10pg/kg, i.p., 15 minutos antes do
tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p.) e em seguida lesados com
glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo controle,
tali 10, e ptxlOO foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. Oito dias apos
0 tratamento foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como média + EPM
do tempo de laténcia de saida do braco fechado do aparelho. O nimero de animais
por grupo variou de 7 a 27., a vs glu (esquiva 2), b vs glu (esquiva 3), ¢ vs ptx + glu
(esquiva 3), p<0,02, teste de Mann-Whitney.
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Figura 39. A talidomida n&o reverte os efeitos da pentoxifilina em ratos
com lesdo hipocampal induzida por glutamato, no teste da esquiva passiva. Os
animais foram injetados com talidomida (tali 10mg/kg, i.p.). 15 minutos antes do
tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p. e em seguida lesados com
glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo controle,
ptxlOO e talilOmg/kg foram injetados com salina (2,4 pL) intrahipocampal. Nove
dias apds o tratamento foi realizado o teste. Os resultados estdo expressos como
média £ EPM do tempo de laténcia de entrada no lado escuro do aparelho. O
numero de animais por grupo variou de 7 a 12. a vs salina (memdoria recente), b vs
salina (mem@ria tardia), ¢ vs glu (memdria tardia), p<0,05, teste de Mann-Whitney.
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a talidomida ndo conseguiu aumentai- o efeito da ptx e também demonstrou um
efeito per si, quando observamos a retencdo da memoria 48 horas apds o
treinamento (salina (n- 14): 10,95 £ 3,56s; glu96 (n- 19): 26,89 * 3,97s; ptxIOO (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. INIBICAO DA ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE
PELA PENTOXIFILINA in vitro

A pentoxifilina (ptx) na concentracdo de 50 e 100 uM inibiu a atividade da
acetilcolinesterase, de maneira dose-dependente (18 e 33% respectivamente),
quando incubada na presenca 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 ndo poténcia os efeitos da pentoxifilina em ratos
com lesdo hipocampal induzida por glutamato, no teste do Labirinto Aquatico
de Morris-Retencéo. Os animais foram injetados com talidomida iOmg/kg, i.p. 15
minutos antes do tratamento com pentoxifilina (ptx 100mg/kg, i.p.) e em seguida,
lesados com glutamato (96 pg/2,4 pL) na regido hipocampal. Os animais do grupo
controle, ptxIOO e talilO foram injetados com salina (2,4 pL) na regido hipocampal.
Dez dias ap6s o tratamento com ptx foi realizado o teste. Os resultados estdo
expressos como média £ EPM do tempo gasto pelo animal para encontrar o local
onde estava a plataforma submersa. O nimero de animais por grupo variou de 9 a
21. * vs Glu, p<0,05, teste de Mann-Whitney.
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Figura 41. Inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE) pela
pentoxifilina. A pentoxifilina (ptx) na concentragcdo de 50 e 100 pM foi incubada
durante 30 min. na presenca de homogenato a 10% de hipocampo de rato. Os
ndmeros representam média = EPM da atividade da acetilcolinesterase por minuto, o
numero de determinacdes variou de 5 a 10. * vs controle, p<0,05, teste de Tukey-
Kramer.
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V- D9SQUSSAO



IV- DISCUSSAO

A exposicdo de ceélulas nervosas a altas concentragfes de aininoécidos
excitatérios (AAE) tais como, glutamato e aspartato, leva a degeneracdo neuronal e
a morte (Choi el al., 1987; Manev el al., 1989). Estudos pioneiros de Olney e cols
(1971) mostraram que as propriedades neurotdxicas destes AAE estdo relacionados
as habilidades destes compostos em causar despolarizacdo de neurdnios e sugerem
que a morte neuronal ocorre como consequéncia da superexcitacdo (Olney, 1971;
Rothman & Olney, 1987). E sabido que os AAE interagem com no minimo dois
tipos de receptores. No primeiro grupo, 0s receptores estdo acoplados a canais
ibnicos (ionotropicos), sendo representados pelo NMDA e AMPA/cainato, enquanto
0 segundo grupo é constituido pelos chamados receptores metabotropicos, acoplados
a producdo dos segundos mensageiros DAG e 1P3. Os agonistas dos receptores
ionotropicos podem ocasionar- degeneracdo neuronal in vivo e in vitro (Coyle &
Schwarrcz, 1976; Choi el al., 1987; Koh c/ #/., 1990).

As caracteristicas citopatoldgicas do dano observado ap0s a exposi¢do aos
AAE se assemelha as mudancas neuropatoldgicas que se seguem apos a isquemia
cerebral (Brown & Brierly, 1972; Simon el al., 1984; Van Reemps, 1984) ou
atividade convulsiva prolongada (Evans eZ izZ, 1984). Além disso, estudos de
microdialise 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 concentragdes extracelulares de glutamato
estdo muito aumentadas, alcancando niveis comparaveis aqueles observados apds a
adrcdo de glutamato em concentracdo neurotdxica para culturas de células (Choi ei
al-, 1987). Corno varios estudos mostram que antagonistas dos receptores NMDA e
ndo NMDA protegem contra o dano neuronal associado com estas condicGes
neuropatoldgicas (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 superestimulagdo destes
receptores.

Varios mecanismos podem ser responsaveis pelo aumento nas concentracdes
extracelulares de glutamato e aspartato durante a isquemia. Um fator pode ser a
despolarizagdo exagerada induzida pela liberacdo destes aminoacidos do terminal
sindptico, consequente ao aumento do potdssio externo observado durante a
isquemia (Astrup et al., 1977; Attwell et al., 1993). Outra possibilidade é o acimulo
no espago extracelular dos AAE, devido a danos no sistema de recaptacdo dos
mesmos (Fonnum, 1984; Nicholls & Attwell, 1990), como consequéncia da faléncia
energética que acompanha a isquemia (Puksinelli & Duffy, 1983). Contudo alguns
autores mostraram que a inibicdo do sistema de transporte ndo € suficiente paia

causai' dano neuronal (Massieu et al., 1995), o que contradiz este Ultimo mecanismo.

Evidéncias demonstram que o dano cerebral associado com a anoxia, trauma,
derrame e talvez algumas doencas neurodegenerativas como a Coréia de Huntigton,
podem ser parcialmente mediados por um aumento sustentado no nivel de célcio
citosolico causado por uma ativacdo excessiva dos receptores do glutamato
(Rothman & Olney, 1987; Choi, 1988; Sweeney et al., 1995; Kristian & Siesjo,
1996; Velazquez ez a/., 1997). No minimo dois eventos tém papel nesta
neurotoxicidade, o primeiro ¢ um edema agudo das células causada pela
despolarizacdo com entrada de Nat, CI' e &gua, que €é reversivel se o glutamato for
removido (Choi, 1987).

O segundo evento (talvez o mais significante para a extensdo da
neurotoxicidade a tecidos perifocais a &rea da andxia) € caracterizado pela
ocorréncia de uma lenta degeneragdo neuronal, que dependendo da concentracdo e
do tempo de exposicdo pode ser resistente aos antagonistas ndo competitivos dos
receptores dos AAE (Kemp et al., 1987) ou a retirada do glutamato (Choi, 1987).

Este segundo evento é absolutamente dependente dos niveis da célcio citosélico
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livre e ndo necessita ser precedido por edema (Benveniste et al., 1988). Além disso,
durante a isquemia, a entrada de calcio via receptor NMDA contribue para o
aumento imediato na célcio citosolico e aproximadamente 50% do aumento
sustentado na concentracdo de calcio intracelular é atribuido a entrada de Nat e
subsequente liberacdo da mitocondria, via sistema de troca 2Nat+-Ca+ (Zhang &
Lipton, 1999).

Alguns autores demonstraram que a exposicdo de neurénios em cultura ao
glutamato, aumenta o influxo de célcio e aciona a ativacdo da proteina quinase C
(PKC) e a translocagéo desta do citosol para a membrana neuronal (Wroblewski et
al., 1987; Vaccarino et al., 1987). Inibidores da PKC, tais como os gangliosidios,
inibem a ativacdo do receptor do glutamato e a translocacéo da PKC (por um
mecanismo que ndo envolve o bloqueio direto da abertura dos canais de calcio
regulado pelo glutamato), protegendo os neurénios da morte neuronal induzida pelo
glutamato e cainato (Favaron et al.,, 1988). Alguns autores sugerem que a
manuntencdo do calcio citosélico livre que persiste apos a remog¢do do glutamato, é
devido a abertura de canais de calcio preexistentes ou a fosforilacdo de calciosomas
levando ao decréscimo na eficiéncia da capacidade de tamponar o célcio (Volpe et
al., 1988).

Nosso trabalho objetivou induzir' uma lesdo hipocampal excitotoxica com
glutamato, atraves da injecdo estereotaxica direta na area, simulando uma grande
liberacdo de glutamato e os eventos consequentes, como ocorreria durante uma
hipoxia ou isquemia, s6 que mais localizada. Este modelo foi baseado em trabalhos
que demonstram uma elevacdo das concentracOes extracelulares de glutamato no
hipocampo de ratos durante isquemia transitoria (Benveniste et al., 1984) e também
na gravidade do dano da injecdo intraestnatal e mtrahipocampal de glutamato,
NMDA e cainato (Choi, 1988; McDonald et al., 1988). Na maioria destes trabalhos

a injecdo era Unica e unilateral, enquanto que no nosso trabalho testamos varias
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concentracdes e tipo de aplicacdes (Unica e unilateral ou multipla e bilateral) e
concluimos que a injecdo de 96 pg divididas em 6 injecdes de cada lado do
hipocampo, mais se adequou ao nosso objetivo de lesar o hipocampo. Com esta
lesdo queriamos promover um dano no processo de aprendizagem e memoria e
tental' reverter ou bloqueai’ este dano com a pentoxifilina (ptx), uma droga do grupo
das metilxantinas, usada na claudicacdo intermitente e nos distdrbios isquémicos

vasculares periféricos.

A analise histologica mostrou dano celular a nivel hipocampal nos animais
que receberam a injecdo de 96 e 192 pg (ou 200 e 400 mM) de glutamato,
concentracdo esta correspondente a mais de 1000 vezes a concentracdo extracelular
fisiologica, que é de aproximadamente 0,6 pM (Choi, 1988). Este autor demonstrou
que sO concentracbes muito elevadas de glutamato conseguem produzir dano
celular. No presente trabalho foram observados gliose, vacuolizagdo citoplasmatica,
desarranjo da palicada e picnose. Estes resultados possivelmente sdo devidos a
superexcitacdo dos receptores dos AAE, com aumento nos niveis de calcio
intracelular e ativacdo de enzimas tais como endonucleases, proteases e dxido nitrico
sintase, além de aumentos nas espécies reativas de nitrogénio. Cheung e cols. (1998)
demonstraram que a exposicdo de cultura de neurbnios a concentragdes de
glutamato em tomo de 100 a 500 pM, induziu necrose caracterizada por um rapido
edema (<2h) e perda da condensacdo da cromatina e insultos moderados (<20pM),
ndo produziram edema agudo em 2h. Contudo, 24 h apo6s a injdria, foram detectados
nucleos apoptoticos em grande numero, que foram atenuados pela adicdo de

cicloheximida.
Os radicais livres podem ocasionar a morte celular, danificando proteinas,

Upidios de membrana e DNA (Halliwell & Gutteridge, 1985). As espécies reativas

de oxigénio (ROS) formadas durante a reducdo de oxigénio e sua conversdo a agua
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incluem, radical superoxido (02*"), peréxido de hidrogénio (H20?2) e radical hidroxil
(OH*). Varias outras ROS sdo induzidas pela elevacdo da concentracdo intracelular
de célcio livre, que resulta em: ativacdo de fosfolipases, resultando na liberacdo de
acido araquiddnico, que € entdo metabolizado pelas oxigenases (Verity, 1993);
estimulacdo da conversdo de xantina desidrogenase paia xantina oxidase, que gera
02*" (McCord, 1985) e estimulacdo da producdo de oOxido nitrico (NO), que leva a
formacdo de peroxinitrito, um radical altamente destrutivo (Lipton el al., 1993). As
ROS podem também desestabilizar a homeostase do calcio por danificai' o transporte
mitocondrial de elétrons, resultando na ueplecdo de ATP, comprometendo as
atividades das ATPases (Nicotera el a/.,1992).

As ROS aparentemente tém um papel central na injuria
excitotoxica/isquémica 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 exposicdo de neurbnios
hipocampais ao glutamato resulta na acumulacdo de peroxidos e que antioxidantes
suprimem a elevacdo de calcio pelo glutamato. Estudos in vivo também
demonstraram uma neuroprotecdo dos antioxidantes (Clifton et al., 1989). A origem
das ROS induzidas pelo glutamato ainda é controversa. Foi sugerido que o influxo
inicial de calcio induz as ROS que em turno promove a elevacdo de [Ca2+]i. O calcio
pode induzir a acumulacdo de ROS por varios mecanismos, incluindo a estimulacéo
da hidrolise de fosfoinositidios, com acumulacdo de &cido araquidbnico, que é
oxidado pelas oxigenases (Sanfeliu et al., 1990; Verity, 1993; Ciani et al., 1996;
Lancelot el al., 1998); recaptacdo de calcio pelas mitocondrias, que prejudica o
potencial de membrana (Mattson et al., 1993) e ativacdo da déxido nitrico sintase,
resultando na producdo de NO, que reage com 02*' para produzir peroxinitrito
(Lipton el al., 1993; Lancelot el al., 1998) e a protedlise da xantina desidrogenase
para produzir xantina oxidase, que cataliza a oxidacdo da hipoxantina ou xantina

para acido drico com coincidente formacdo de 02*' (McCord, 1985).
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O NO é uma importante molécula mensageira envolvida no controle
vasomotor e na homeostase vascular, com fungdes neuronais e imunologicas
(Moncada & Higgs, 1993). E formado pela ativacdo da 6xido nitrico sintase (NOS)
que cataliza a conversdo da L-arginina (utilizada como substrato) paia citrulina.
Varias isoformas de NOS ja foram purificadas e clonadas (Marletta, 1993; Bredt &
Snyder, 1994). A isoforma neuronal, nNOS e a endotelial, eNOS, s&o constitutivas,
calcio/calmodulina dependentes e produzem NO por curtos periodos em resposta a
ativacdo de receptores. A isoforma presente nos macrofagos, mNOS ¢é induzida por
uma variedade de citocinas e uma vez expressa, sintetiza NO por longos periodos. A
mNOS difere da neuronal e endotelial por ser célcio independente (Nathan, 1992). A
inducdo da mNOS ¢ inibida por glicocorticoides e o NO produzido pelos
macrofagos é uma molécula citotdxica para microrganismos e células tumorais, com
outras consequéncias bioldgicas, tais como, vasodilatagdo, danos aos tecidos e

choque séptico (Moncada & Higgs, 1993).

No SNC, o NO produzido pela isoforma neuronal em resposta a estimulagao
do receptor desenvolve varias funcdes como molécula mensageira (Dawson et al.,
1994), incluindo um papel importante nos processos de aprendizagem e memoria
(Bdhme et al., 1993). Entretanto, quando o NO é produzido em excesso, pode
ocasionar a morte neuronal (Dawson & Snyder, 1994). Culturas de neurdnios de
cortex, hipocampo e caudato-putamen podem ser protegidas da neurotoxicidade pelo
glutamato por aplicagdo 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 reacdo com
grupos tiol no sitio redox modulatério do receptor NMDA (S-nitrosilagdo) (Lipton et
al., 1993). E 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 atraveés de efeitos deletéricos sobre o fluxo sanguineo

cerebral (Carreau el al., 1994).

O dano ao SNC frequentemente leva a perda permanente das funcGes
neuroldgicas. Por suportar o crescimento neuronal e o metabolismo, as células gliais
podem ser responsaveis, em parte, pela recuperacdo observada apos injuria do SNC
(Silver & Sidman, 1980; Giulian, 1987). Embora astrécitos e micréglias reativas,
além dos macréfagos residentes ou sanguineos aparegcam ap6s um insulto ao SNC
(Rio-Hortega, 1932; Bignami & Dabi, 1976; Giulian & Robertson, 1990; Landis,
1994), ainda ndo se esclareceu como estas células influenciam a sobrevivéncia
neuronal, regeneragdo axonal ou recuperacdo das funcgdes neuroldgicas. Os
astrocitos foram considerados por muito tempo como um tipo de célula que impedia
a regeneracdo neuronal (Berry el al., 1983). Entretanto a maioria dos estudos in vilro
mostram que estas células suportam o crescimento neuronal e a sobrevivéncia
(Ferrara et al., 1988).

Microglia e astroglra desempenham um papel fundamental na sobrevivéncia
de neurdnios apds o dano do SNC. Giulian e cols. (1993) mostraram que a microglia
ativada secreta pequenas moléculas de fatores neurotdxicos (<500Da), estaveis ao
calor e com atividade blogueada pelos antagonistas do receptor NMDA, enquanto a
astroglia libera proteinas (>10kDa) que promovem o crescimento neuronal. As
proteinas liberadas das astroglias atenuam a toxicidade da microglia, sugerindo que
diferentes populagdes gliais tém agdes opostas sobre a sobrevivéncia neuronal. Os
macrofagos secretam um numero de agentes que sobre certas condi¢fes 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 &nions superoxidos (Giulian & Baker,
1986; Colton & Gilbert, 1987). Outras moléculas liberadas pelos macréfagos agem

como citotoxinas, tais como o fator de necrose tumoral (TNF) (Montgomery &
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Cohn, 1989), proteinas do sistema complemento (Stecher & Thorbecke, 1967),
interferons (Dinarello & Wollf, 1978), proteases (Adams, 1980) e lipases (Khoo el
al., 1981), peroxido de hidrogénio (Nathan & Root, 1977), NO (Liew & Cox, 1991)

além de anions superdxidos (Jolmston et al., 1978)

A pentoxifilina (ptx), usada neste trabalho, na dose de 100mg/kg, apresentou
efeito protetor no dano neuronal induzido pelo glutamato. Foi observado uma
diminuicdo da lesdo, com menor quantidade de células gliais, vacuolizacdo e
picnose. O mecanismo desta protecdo local ndo esta claro, por ser esta, uma droga
com muitas propriedades, hemorreoldgicas (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 antiinflamatorias (Zabel, el al., 1993) e deste modo, o seu efeito pode
ter sido multimediado. J& esta demonstrado que a ptx diminue a formacéo e sintese
de citocmas, tais como TNF-oc e interleucinas, como a IL-1 e IL-6 e inibe a ativagdo
da nncroglia por estes compostos, além de aumentar a producdo de IL-10, uma
citocina protetora (Liang el al., 1998; Yoshikawa el al., 1999). E portanto provavel
que estes efeitos tenham contribuido paia a acdo citoprotetora da ptx. Além disso
Srnha e cols. (1995) mostraram que a supresséo da produgdo de TNF-cc induzida por
inibidores da fosfodiesterase, como a pentoxifilina, esta positivamente

correlacionada com o aumento nos niveis 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 apds a oclusdo permanente
da carétida arterial média, observaram que a administracdo cortical de anticorpos
anti-TNF-a (Pl 14) e sistémica de um inibidor da sintese de TNF-a cerebral (CN1-

1493) reduziram significantemente o infarto e consequentemente o dano isquéinico
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até 2h apo6s o inicio da isquemia. Outros trabalhos confirmaram estes achados
(Nawashiro el al., 1997). Feurstein e cols. (1998) demonstraram que a administragéo
de TNF-a diretamente no parénquima cerebral produzia edema pericapilar e adesdo
leucocitaria e quando injetado antes da isquemia, ocasionava um aumento na
extensdo do dano tecidual e déficits neuroldgicos. Foi demonstrado que os niveis de
citocinas pro-inflamatdrias, tais como TNF-a, estavam aumentados no corpo
estriado e liquido cefalorraquidiano de pacientes com doenca de rarkinson ( Mogi el
ai., 1999). O mecanismo pelo qual o0 TNF-a induz a apoptose e células neuronais
ndo esta claro, estudos usando culturas de células PC 12, demonstraram que o fator
de crescimento do nervo (NGF), mas ndo a insulina, protege estas células da
apoptose induzida pelo TNF-a, indicando que o mecanismo nao envolve receptores
ligados a tirosina quinase, além disso, foi demonstrado que células PC12 expressam
em grande quantidade Bcl-2 (um fator anti-apoptotico), se tomavam resistentes a
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 0 TNF-a.
Assim, Carlson e cols.(1998) demonstraram uma protecdo pelo TNF-a contra a
excitotoxicidade induzida pelo NMDA em cultura de células corticais. Além disso,
foi demonstrado um aumento na producdo intratecal de TNF-a em pacientes com
deméncias, tipo doenca de Alzheimer ou vascular e demonstraram uma correlacéo
negativa entre esta citocina e os niveis de Fas/APO-1 (proteinas que expressam 0S
niveis de apoptose celular) e da proteina tau, ambas considerados corno parametros
relacionados ao dano cerebral. Estes autores também demonstraram que 0s niveis 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 0 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 neuroprote¢do induzida pelo TNF-cc contra os danos induzidos
por hipoxia ou 6xido nitrico, eram devidos a expressdo da Bcl-2 e da Bcl-X, feita
através da ativacdo do fator nuclear de transcricdo NF-kappaB. Mais estudos

deverdo ser feitos paia comprovar o real papel desta citocina no dano isquémico.

Bona e cols (1997) demonstraram que a teofilina, uma xantina, antagonista
ndo seletivo do receptor da adenosina, reduziu a injaria cerebral, em um modelo de
hipdxia/isquemia, nas doses de 20 a 60 mg/kg, sendo este efeito ndo dependente da
temperatura, fluxo sanguineo cerebral e glicose sanguinea. Um registro da amplitude
dos potenciais evocados somatosensoriais em ratos anestesiados submetidos a
isquemia, mostraram que a pentoxifilina e a cafeina recuperaram a amplitude que
estava diminuida pela isquemia (Evans et al., 1999). Foi demonstrado também, que
0s antagonistas do receptor da adenosina A2A protegem 0s neurdnios dos efeitos
dos aminoacidos excitatorios liberados durante a isquemia cerebral (Ongim el al.,
1997). Além dos efeitos ja descritos paia a pentoxifilina, ja estd demonstrado que
esta droga causa um aumento do fluxo sanguineo cerebral em areas como o cortex
frontal, hipocampo e ndcleo caudato pela ptx, o que contribue para a eliminagdo
mais rapida do glutamato e diminuicdo dos efeitos danosos na area lesada (Izumo et
al., 1999).

Uma elevagdo nas concentragcdes cerebrais de adenosina sdo observadas
durante a hipdxia, que promove neuroprotecdo através da ativacdo dos receptors do
tipo Al (Halle el al., 1997). A adenosina age nos neurénios e células da glia, nos
primeiros ela ativa a condutancia ao K7 e CF, o que limita a despolarizacéo,
diminuindo o influxo da Ca2+ atraves do canal dependente de voltagem e do canal
acoplado ao receptor NMDA. Esta resposta € mediada pelo receptor Al e é
responsavel pela protecdo contra o dano neuronal. Nas células da glia, o efeito
prevalente da adenosina, € regular a influéncia nos sinais dependentes de célcio e

AMPc, que determinam a taxa de proliferacdo e o estado de diferenciacdo celular.
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Quando os receptores metabotropicos sdo ativados em astrocitos, uma mobilizacdo
do célcio € iniciada pela adenosina. Este sinal mediado pelo receptor Al causa uma
potencializagdo prolongada no aumento de AMPc mediado pelo receptor A2. Este
aumento leva a diferenciacdo dos astrécitos e a expressdo de canais de K+ e Cf que
sdo requeridos paia os astrocitos manterem a homeostase idnica. Efeito semelhante
também pode ser obtido pela propentoxifilma (um bloqueador da adenosina e
inibidor da fosfodiesterase), que além disto, estimula a producdo de fatores

neurotroficos (Schubert et al., 1997).

No nosso trabalho ndo conseguimos mostrar uma elevacdo nos niveis de
peroxidos lipidicos pela exposicdo ao glutamato, usando o método da dosagem de
malonildialdeido (MDA). O fato da andlise ter sido realizada 15 dias apds a lesdo
pode ter interferido na dosagem destas espécies reativas instaveis. Altemativamente
a pouca sensibilidade e principalmente mexpecificidade do método, pode ter sido
responsavel pela ndo deteccdo de alteracdes destas substancias. Outros trabalhos
demonstraram que a pentoxifilina reduz a peroxidacdo lipidica induzida pela
indometacina na mucosa gastrica de ratos, protegendo contra o dano na mucosa
gastrica (Sallingova & Kohut, 1994).

Por outro lado, demonstramos um aumento nos niveis de nitrato/nitrito que
foram revertidos aos niveis normais pelo tratamento com ptx. Lauterbach e cols.
(1995) demonstraram que a pentoxifilina suprime a producdo de NO liberada pelos
macrofagos, enquanto outros observaram uma diminuicdo da sintese de nitrito pela
pentoxifilina em cultura de macréfagos (Vadiei el al., 1996) e estes resultados
fortalecem os achados do nosso trabalho. O mecanismo de acdo pelo qual a
pentoxifilina diminue a sintese de NO € incerto. N&o esta claro se a pentoxifilina age
diretamente inibindo o caminho L-arginina-NO ou se a inibicdo do NO seja causada
indiretamente, como consequéncia da redugdo da produgdo de TNF-a e

consequentemente da inducdo da NO sintase.
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Estudos recentes mostram que 0 estresse oxidativo esta intimamente
envolvido nos mecanismos de excitotoxicidade, assim, foi demonstrado que em
microdialisados obtidos ap06s perfusdo com o glutamato (1,5 a 15 jiM) e analisados
em cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), a producdo nos niveis de
MDA, estava aumentada em tomo de 6 vezes (Yang et al., 1998). Outros estudos
(Keller ei al. 1998), demonstram que derivados analogos do AMPc ou GMPc
atenuam a producdo de produtos da peroxidacdo lipidica 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 sdo consistentes com um possivel
papel neuroprotetor paia os nucleotidios ciclicos em desordens associadas com 0

aumento na peroxidacéo lipidica

Nosso trabalho mostrou que a lesdo induzida pelo glutamato leva a
diminuicdo nos niveis de AMPc e o tratamento com ptx conseguiu reverter estes
efeitos e trazer os niveis a valores normais. E possivel que o AMPc por diminuir o
influxo de célcio pelos receptores do glutamato tenha contribuido para a melhora da
lesio observada no nosso trabalho. Estudos em cultura de células de
oligodendrdcitos demonstram que um aumento do influxo de célcio induzido por
agonistas de receptor do glutamato é atribuido principalmente ao fluxo de célcio
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 niveis de AMPc, tais como
foscolina, dibutiril-AMPc e propentoxifilina, inibem este influxo de célcio induzido
pelo cainato, por um mecanismo que ndo envolve sintese proteica, mas pode ser
mediado por modulacdo da dessensibilizacdo do receptor AMPA (Yoshioka et al.,
1998). Além disso, este estudo revelou que na presenca do &cido okadaico, um
inibidor de fosfatase, a foscolina suprimiu o influxo de calcio e a liberacdo de
desidrogenase latica, e que os efeitos supressores foram parcialmente revertidos por

H-89, um inibidor de proteina quinase A (PKA), levando a hipotese, de que estes
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agentes exercem seus efeitos por ativacdo da fosforilacdo de proteinas de membrana
associadas com canal de célcio mediado pela PKA. Outros trabalhos demonstram
que em neurénios hipocampais, a foscolina inibiu a elevacdo do calcio 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 regido hipocampal CAI, induzido por isquemia cerebral
(Kato et al., 1995).

Vaérios estudos indicam que os nucleotidios ciclicos gerados como segundo
mensageiros desempenham papel importante na excitoprotecdo. Em cultura de
células hipocampais, agentes que elevam os niveis de AMPc, como dibutiril-AMPc
e foscolina protegem neurénios da citotoxicidade por glutamato (Mattson & Kater,
1988). Estes compostos inibem a apoptose de neurdnios cerebelares induzida por
altas concentractes de potéssio (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 analogos do GMPc atenuam e
inibidores da proteina quinase dependente de GMPc potenciam a excitotoxicidade
induzida por glutamato em cultura de células hipocampais. Também foi evidenciado
que o glutamato estimula a producdo de GMPc como resultado da ativacdo da NOS
e esta estimula a guanilil ciclase soldvel. Talvez a ativacdo do sistema GMPc junto
com o sistema de manuntencdo celular da homeostase do célcio, sejam mecanismos
para prevenir a elevacdo sustentada de [Ca2+]i. De fato, a exposi¢cdo de neurdnios
hipocampais a analogos do GMPc resulta na reducdo do [Ca2+]i e uma resposta
atenuada do célcio ao glutamato (Barger et al.,1995). E sabido que os fatores
neuroprotetores enddcrinos podem utilizar o sistema GMPc. Por exemplo, formas

secretadas da proteina precursora p-arnildide protegem neurdnios contra insultos
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excitotoxicos (Mattson et al., 1993) por um mecanismo que aparentemente envolve
a supressao do influxo de célcio mediada por GMPc.

A perda da memdria recente é um dos eventos iniciais e piores sintomas da
velhice no homem. Um dano similar na memoria de curto prazo e na aquisi¢do de
nova informagdo é detectado como consequéncia de um dano bilateral no
hipocampo (Milner, 1978; Woods et al., 1982). Estudos anatdbmicos e bioquimicos
tém demonstrado que o hipocampo é particularmente vulneravel a velhice em seres
humanos e em animais (Geinisman & Bondareff, 1976; Landfield ei al., 1981),
sendo os déficits de memoria que acompanham o processo de envelhecimento, o
resultado de uma faléncia gradual e progressiva na funcdo hipocampal. Além disso,
evidéncias da perda de fibras colinérgicas com o envelhecimento e em doencas
neurodegenerativas como € o caso da doenca de Alzheimer (Terry & Davies, 1980;
Bartus et al., 1982) podem comprometer a funcdo hipocampal da qual a memoria

recente depende.

O modelo do labirinto aquéatico de Morris é bastante usado para avaliacdo da
habilidade e aprendizado espacial em roedores (Morris, 1981). A tarefa requer que o
animal encontre uma plataforma submersa em uma piscina circulai’ contendo agua
opaca. Pistas colocadas a distancia, tais como as caracteristicas da sala, objetos,
armarios, sdo usados pelo animal paia se localizai' no ambiente, sem a presenca de
pistas olfatorias, auditivas ou visuais colocadas proximos paia guiai' 0 animal para a
plataforma. Também ndo sdo definidos caminhos para a plataforma, embora um
animal possa aprender a localizar a plataforma circulando a piscina a uma distancia
apropriada da parede. Varios pesquisadores tém identificado sitios de lesbes e
tratamentos fannacologicos que produzem déficits na aprendizagem da tarefa no

labirinto, sem alterar a habilidade em nadar ou ver as pistas.

146



Em particular, as lesdes na formacdo hipocampal e em algumas &reas
neocorticais parecem prejudicar o aprendizado no que se refere a localizagdo da
plataforma, sem afetar a capacidade de natagdo (Kolb et al., 1982; Schenk & Morris,
1985, Sutherland et al., 1983). Uma dissociacdo similar na habilidade de aprender é
produzido pelo tratamento com drogas que blogueiam os receptores muscarinicos
colinérgicos ou glutamatérgicos do tipo NMDA (Sutherland ei al., 1982; Whishaw
etal., 1985; Morris et al., 1986)

No modelo de lesdo hipocampal com glutamato usado em nosso trabalho
mostramos um dano na aquisicdo e retencdo de memoria, nos animais lesados com
glutamato. No modelo do labirinto aquéatico de Morris, no qual o animal tem que
lembrar o local onde se localiza uma plataforma submersa, se orientando pelos
objetos existentes na sala (memoria espacial), a regido hipocampal tem grande
participacdo como local de estocagem da memdria. Observamos um dano na
memdria nos animais lesados com este modelo, sem alteragdo na capacidade de
nadar. A pentoxifilina na dose de 200mg/kg administrada diariamente durante uma
semana, apds a lesdo, demonstrou ser capaz de melhorar os déficits de memoria
induzido pelo glutamato neste modelo. Do mesmo modo, a pentoxifilina, em doses
variando de 50 a 200mg/kg também demonstrou uma acdo significativa melhorando
os déficits de memdria no modelo de memdria emocional, no qual o animal aprende
a evitar um estimulo aversivo, choque (esquiva passiva), que envolve o sistema
limbico, do qual fazem parte o hipocampo, amigdala, septo mediai, bulbo olfatorio e

areas taldmicas anteriores, interconectadas, formando o circuito de Papez.

Os nossos resultados mostraram que a pentoxifilina atuou, tanto na memaria
recente (poucos minutos apds o aprendizado), quanto na memdria mais tardia (um
dia apds o aprendizado). Trabalhos indicam que o0s processos de memdria de curta
duracdo (MCD) sdo responsaveis pela cognicdo, enquanto a memdria de longa

duracdo (MLD) esta sendo formada, este ultimo processo, demorando muitas horas
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paia ocorrer. A maior questdo é se a MCD é um caminho para a MLD ou uma
entidade separada. Recentes experimentos (Izquierdo el al., 1999), tém demonstrado
que muitas drogas aplicadas no hipocampo, cértex entorrinal e parietal podem
bloquear a formacdo 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 memoria, sugerindo uma ligacdo entre
ambos. As regides envolvidas na formagdo dos tipos de memdria também séo
diferentes. O cortex pre-frontal anterolateral é crucial paia a MLD e paia a memdria
de trabalho (working memory), mas ndo esta envolvido na MCD, o hipocampo,
cortex entorrinal e parietal sdo cruciais para os trés tipos de memdria, em alguns
casos, usando diferentes tipos de receptores. A amigdala ndo estd envolvida na
memoria de trabalho ou na MCD, mas tem um importante papel na modulacdo da
fase inicial da MLD .

J& no modelo do labirinto em T, ndo observamos um dano pronunciado na
retengdo do aprendizado, apesar de observamos uma dificuldade em aprender, nos
animais lesados com glutamato. Possivelmente este modelo, que envolve mais a
memoria ndo declarativa ou implicita, relacionada aos habitos e habilidades
(codificados no coipo estriado e cdrtex motor), a identificacdo prévia (codificada no
neocortex) ou a aprendizagem ndo associativa (Squire & Knowlton, 1994), ndo seja
adequado paia o estudo da memoria em animais com lesdo hipocampal. No nosso
trabalho a administracdo de CPA (agonista da adenosina Al) alem de ndo reverter os
efeitos benéficos da pentoxifilina nos danos de memoria, mostrou um efeito por si
s6, melhorando os déficits de memdria induzidos pelo glutamato. O fato de
receptores da adenosina ativados pelo CPA protegerem as células do dano induzido
pelo glutamato pode ter contribuido paia este efeito, sem contudo interferirem
diretamente nos processos cognitivos, ja que os testes de memdria foram realizados

em tomo de 15 dias apos o tratamento com CPA. Neste caso, a droga ndo estaria
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mais presente em concentracdes circulantes eficazes, de modo a interferir

negativamente nos testes.

Os efeitos dos agonistas e antagonistas da adenosina (subtipo Al) nos
processos de cognicdo, quando administrados agudamente s&o inconsistentes.
Assim, embora tenha sido demonstrado que os agonistas Al, tais como, CPA e N6-
(I-metil-2-feniletiladenosina (R-P1A) causam dano na retencdo da memoria, no teste
de esquiva passiva (Normile & Barraco, 1991), ndo foi demonstrado nenhum efeito
na memoria declarativa em ratos (Pontecorvo el al., 1991). Similarmente, dados da
literatura mostram que embora o antagonista Al, ciclopentil-l,3-dipropilxantina
(CPX) ndo tenha demonstrado efeito de melhorai' a memoria no teste de esquiva
passiva (Normile & Barraco, 1991), outro antagonista, KFM19, produz um aumento
na aquisicdo da memoria no labirinto em Y (Schingnitz et al., 1991). Trabalhos em
seres humanos demonstraram que a cafeina (um antagonista ndo seletivo do receptor
da adenosina) melhora a fruicdo cognitiva (Riedel et al., 1995), e esta acdo foi
atribuida ao antagonismo do receptor A2, que estd envolvido na retencdo e
consolidacdo da memoria (Kopf el al., 1999). Ja quando o uso dos agonistas e
antagonistas Al é cronico, se observam resultados inversos. O efeito prolongado da
exposicdo aos agonistas Al resulta em mudancas adaptativas, assim, a administragao
cronica de CPX foi ineficaz ou causou apenas um pequeno prejuizo na aquisicao de
memoria no labirinto aquético (von Lubitz et al., 1993). Por outro lado, o tratamento
cronico com CPA, melhorou significativamente a aquisicdo e a retencdo da
memoria, assim como o tratamento crénico com R-PIA, previniu a perda de

memoria em ratos treinados.

Como ja demonstrado no nosso trabalho, os animais lesados no hipocampo
com glutamato apresentavam uma diminuicdo nos niveis de AMPc e o tratamento
com pentoxifilina, conseguia fazer com que os niveis deste nucleotideo retomassem

aos valores normais. O AMPc estd envolvido nos processos de consolidacdo e
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estocagem da memoria, é possivel que os efeitos benéficos da pentoxifilina nos
déficits de memdria induzido pela lesdo com glutamato, ocorreram pelo menos em
parte, através deste mecanismo, contudo considerando-se que a memdria envolve

muitos processos, a participacdo de outros mediadores ndo pode ser descartada.

Os sinais envolvendo  AMPCc/TKA/CREB-P (criA/E response element
binding phosphorylated protein) tém um papel chave na ligacdo entre a fase inicial
de formacdo da memoria 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 fosforilagdo é mediado pela proteina quinase A (PKA). Este
caminho leva a ativagdo de genes cruciais para a persisténcia da memoria na tarefa
de esquiva inibitoria em ratos apds 3-6 h (Bemabeu et al., 1997). O aprendizado na
esquiva inibitdria do tipo one-Irial slep-down inhibilory depende do hipocampo e da
amigdala (lzquierdo & Medina, 1995) e apds 3 a 6 h do teste é observado um
aumento nos niveis 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 amigdala e receptores 5HT1A, Dle (3
adrenérgicas estdo presentes nestas estruturas (Pohle et al., 1979). E sabido que estas
estruturas e estes receptores sdo responsaveis pela regulacdo do humor e das

emoc0es (Izquierdo & Chaves, 1996).

Bevilaqua e cols. (1997) demonstraram que, a norepmefrina, aumenta a
memoria e 0 antagonista de PKA, KT5720 é amnésico, quando injetado no
hipocampo, imediatamente apds o treino, no modelo de esquiva passiva. Por outro
lado, as drogas, 8-Br-AMPc, foscolina, SKF38393 (agonista DI), norepmefrina, e
NAN-190 (antagonista 5SHT1A) causaram facilitacdo da memoria quando injetado
3h ap6s o treino. Enquanto KT5720, SCH23390 (antagonista DI), timolol
(antagonista p-adrenérgico) e OH-DPAT (agonista 5HT1A) causaram amnesia

retrograda. Além disso, com excecdo da norepmefrina, todas as drogas mencionadas
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anteriormente ndo causaram nenhum efeito significativo na memdria, quando
injetadas na amigdala, sugerindo que o hipocampo, mas ndo a amigdala esteja

envolvido no processo de estocagem a longo prazo, da memoria em ratos.

Ja foi demonstrado um aumento na memoria em roedores apos a
administracdo de catecolaminas (Roussinov & Yonkov, 1976) e neuropeptidios (de
Weid & Versteig, 1979). Estes compostos utilizam AMPc como segundo
mensageiro no cerebro, ativando proteinas quinases que irdo causar fosforilacdo de
proteinas que podem estar envolvidas nos processos de meméria (Greengard, 1976).
Compostos colinérgicos utilizam a via do GMPc como segundo mensageiro, mas
podem agir também, através do sistema noradrenérgico elevando os niveis de AMPc
(Mason, 1979). Foi hipotetizado que o AMPc cerebral pode agir como caminho final
comum a varias classes de agentes farmacologicos que facilitam a memoria em

animais.

A administracdo parenteral de inibidores da fosfodiesterase como,
papavenna, RO 20-1724 e isobutilmetilxantinas facilitam a retencdo da memaria 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 injecdo intracerebroventricular de dibutirii  AMPC
imediatamente ap6s um treino no teste de esquiva passiva, aumenta a memoria
(Chute et al., 1980). Estes resultados sugerem que a formacdo da memoria pode ser
mediado pela elevagdo do AMPc cerebral. Os experimentos de Randt e cols (1982)
comprovam esta idéia, pois mostram um aumento da memdria no teste de esquiva
passiva com restricdo da ingestdo de agua, em ratos tratados com rolipram, um
inibidor de fosfodiesterase tipo 4 e relacionaram este efeito aos aumentos nos niveis

de AMPc no cortex frontal.
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Estudos com inibidores de fosfodiesterase sugerem que a facilitacdo da
memoria em animais com ndo é o resultado de um aumento na liberacdo de
norepmeirina imediatamente apds o treinamento e administracdo destes inibidores
(Chute et al., 1980; Villiger & Dunn, 1981), mas preferivelmente, € o resultado do
aumento nos niveis de AMPc agindo como segundo mensageiro paia uma variedade
de neurotransmissores e peptidios (de Weid & Versteig, 1979; Weigant el al.,
1979).Testes clinicos usando a papaverina cronicamente, como um agente que
melhora a memoria, em pacientes com deméncia moderada, mas ndo grave,
apresentaram resultados favoraveis no teste de escores (Yesavage el al., 1979).
Contudo, outros trabalhos ndo demonstrarem nenhum efeito benéfico nesta condicédo
(Branconnier & Cole, 1977).

Em desacordo com o0 nosso trabalho, lzquierdo & Cardinalli (1981);
Cardinalli, (1977) e Cardinalli, (1978) relataram que cafeina, pentoxifilina e
aminofilina prejudicavam a retencdo no teste de esquiva passiva em camudongos
jovens, levantando a hipdtese de que estas substancias exerciam esta a¢do, agindo no
metabolismo das monoaminas, aumentando o tumover da norepinefrina, os niveis de
triptofano e &cido 5-hidroxiindolacético e inibindo a recaptagdo sinaptossomal de

norepinefrina, dopamina, serotonina e do glutamato .

A formacéo hipocampal é um componente do substrato neural do aprendizado
e da memdria (Otton, 1983; Zola-Morgan et al., 1986). A estimulacdo de alta
frequéncia na formacdo hipocampal promove um aumento prolongado na
transmissdo sinaptica. Este aumento dura mais de uma semana em animais intactos e
varias horas em preparacGes de fatias de hipocampo e foi chamado de LTP ou
potenciacdo de longa duracdo(/ong term potentiation- LTP) (Bliss & Lomo, 1973;
Schwarzkroin & Wester, 1975; Malenka & Nicoll, 1999). Embora o mecanismo da
LTP ainda ndo seja totalmente compreendido, o calcio é necessario para acionar- a

LTP nas regiGes hipocampais CAIl e CA3 e a injecdo de queladores de célcio
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bloqueia a inducdo da LTP nestas regides (Lynch et al., 1983; Williams & Johnston,
1989). Alguns autores hipotetizam que 0 AMPc também esta envolvido na producédo
da LTP na regido CA3, através de trabalhos que demonstram que a norepmefrina
aumenta a amplitude e a duracdo da LTP através de p-adrenoceptores (Hopkins &
Johnston, 1988).

Os processos envolvidos na aprendizagem e memoria dependem de alteragdes
no nimero de smapses entre neurdnios pré e pos-sinapticos (Ma et al., 1999). Estes
autores investigaram os processos de plasticidade sinaptica em culturas de neurdnios
hipocampais das regibes CAl e CA3 e verificaram que estes estdo relacionados a
fase tardia da LTP que depende de AMPc e de sintese proteica. Varios estudos tém
demonstrado que varias quinases, tais como, proteinas quinases, dependente de
AMPc (PKA), dependente de célcio (PKC) e dependente de calcio/calmodulina,
além de fosfatases como por exemplo a calcineunna e as proteinas fosfatases 1 e
2A) regulam a plasticidade neuronal por fosforilagdo e desfosforilacdo de proteinas
essenciais para 0s processso basicos de mudancas adaptativas no SNC. Estas
proteinas incluem receptores, canais i6nicos, vesiculas sinapticas e proteinas
nucleares. Em geral, as quinases estdo 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 modulacéo de
canais ibnicos envolvidos na transmissdo sinaptica, entre eles o canal i6nico
acoplado ao receptor do glutamato. O receptor AMPA e cainato sdo modulados pela
PKA acoplada a receptores dopaminérgicos do subtipo DI (Hatt, 1999). Um
aumento na concentragéo intracelular de AMPc e da atividade da PKA poténcia as
correntes ativadas pelo cainato em motoneurdnios no corddo espinhal, pelo aumento
da afinidade do ligante ao receptor fosforilado. A rapida dessensibilizagdo das

correntes evocadas pelo AMPA nonnalmente obseivadas em células de retina sdo
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completamente blogueadas peio aumento das concentragdes intracelulares de AMPc
(Hatt, 1999).

As metilxantinas tém acbes mdultiplas tais como, inibicdo da atividade da
fosfodiesterase, bloqueio do receptor da adenosina, translocacdo do célcio
intracelular e potenciacdo do efeito das catecolaminas (Rali, 1985). Estes efeitos
levaram a possibilidade de que as metilxantinas podem afetar a LTP através do
acimulo de AMPc, aumento do calcio intracelular livre ou elevacdo da
excitabilidade neuronal. Os trabalhos de Yoshitaka e cols (1990) demonstram que
derivados das xantinas aumentam a LTP na regido CA3 sendo menos efetivo na
regido CAL A propentoxifilina aumentou a LTP em concentrages aproximadas de
5 pM, ja a pentoxifilina e a teofilina em concentracbes entre 100 e 1000 jrM.
Provavelmente o0 modo de acdo da propentoxifilina difere daquele da pentoxifilina e
teofilina, pois a concentracdo efetiva destas é duas ordens de magnitude maior.
Além disso, foi mostrado que ativadores da adenililciclase como foscolina e
anadlogos do AMPc como 8-bromo-AMPc (Hopkins & Johnston, 1988) e rolipram,
um inibidor especifico da fosfodiesterase tipo 4, sem ac¢des no receptor da adenosina
(Barad ei al., 1998) aumentam significativamente a amplitude e duracdo da LTP no
hipocampo, além de melhorai' déficts de memdria induzidos por escopolamina,

cicloheximida e choque eletroconvulsivo (Imanishi el al., 1997).

Varias diferencas existem entre a LTP na regido CAIl e CA3: a. 0s receptores
NMDA estdo envolvidos na inducdo da LTP na area CAl mas ndo nas sinapses das
fibras musgosas na regido CA3 (Collingridge ei al., 1983; Harris el al., 1984; Harris
6 Cotman, 1986), b. os p-adrenoceptores sdo responsaveis pela modulacdo da LTP
em CA3 mas ndo em CAIl (Satoh et al.1986; Hopkins & Johnston, 1988), c. os
antagonistas muscarinicos tipo escopolamina bloqueiam LTP em CA3 mas ndo em
CAIl (Tanaka el al., 1989). Deste modo, os resultados que mostram um aumento

pela propentoxifilina da amplitude da LTP em CA3 mas ndo em CAI sugerem que
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esta droga modula as agOes de neuropeptidios ou de neurotransmissores que estéo
envolvidos na modulagéo da LTP somente nas fibras musgosas na regido CA3.

Os nucleotidios ciclicos GMPc e AMPc participam nos estagios iniciais e
tardios da LTP, respectivamente. Foi demonstrado que o andlogo do GMPc, Br-
cGMP aumenta a retencdo quando injetados no hipocampos imediatamente apos o
treino e 0 andlogo do AMPc, Br-cAMP tem acdo quando injetados 30 a 1SQOininutos
apos, indicando que o GMPc regula os estagios iniciais da memoria e 0 AMPc esta
envolvido em uma fase mais tardia dos processos de memdria (Bemabeu el al.,
1996). Ja esta demonstrado também, que os nucleotidios melhoram os processos de
aprendizagem e memoria em ratos normais, mas ndo em ratos lesados no
prosencefalo basal e sobre certas circunstancias, podem também modular a atividade

do sistema monoaminérgico central (Miyazaki el al., 1999).

A ineficdcia resultante da administracdo exdgena de colina em reverter a
perda de memoria pode refletir uma inabilidade do cérebro com deficiéncia
energética, em acetilar e assim utilizar o excesso de colina (Bartus & Dean, 1981).
Ja estd demonstrado que a pentoxifilina, aumenta a producdo de ATP (Stefanovich,
1978) e promove uma melhora nos processos de memdria de curta duracdo em ratos
velhos, mas ndo em jovens, sendo este efeito ndo dependente da administracdo
concomitante de colina exdgena (de Toledo-Morrel et al., 1984). Estudos de eletron-
microscopia em cérebro de roedores com isquemia, demonstraram um alargamento
das mitocéndrias, particularmente no hipocampo e em menor extensdo no neocortex
de animais tratados com pentoxifilina (Hartmann el al., 1977) e este efeito nao foi
associado com nenhuma alteracdo na integridade da estrutura mitocondrial. Como
estas organelas sdo sitios de producdo de energia oxidativa, pode-se sugerir, que 0

agente afeta 0 metabolismo energético in vivo.
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Observamos que o glutamato aumentou a atividade locomotora na dose de
192 pg, mas ndo em doses menores, porisso escolhemos a dose de 96 pg para lesar
0s animais e fazermos o tratamento com a ptx. Nesta dose, o glutamato ndo alterou a
atividade locomotora. Por outro lado, ndo observamos aumento da atividade com a
ptx, mas a lesdo 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
0 responsdvel por este efeito. Trabalhos demonstram que apesar da
ciclopentilxantina (CPX), um antagonista seletivo do receptor Al ndo 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 0s

efeitos da ptx, demonstrando um possivel efeito da ptx, a nivel deste receptor.

Outros trabalhos tém demonstrado, que o0s receptores Al e A2A da
adenosina, desempenham papel importante no controle da atividade motora e que 0
blogueio destes receptores estdo envolvidos nas propriedades estimulantes das
metilxantinas (Popoli et al., 1998). Também foi demonstrado urna interacdo
antagonica entre a adenosina (Al) e a dopamina (DI), a administracdo de
ciclipentilxantina (CPX), um antagonista do receptor Al, poténcia a atividade
motora do agonista DI, SKF 38393 (Popoli el al., 1996). Outros estudos reforcam
estes achados, e mostram que a adenosina pode produzir seus efeitos
comportamentais, através da inibicdo do efeito modulatorio negativo da adenosina
nos receptores dopaminérgicos, assim, estimulando a atividade dopaminérgica
(Garrett & Griffiths, 1997).. Consistente com esta interpretacdo, estudos pré-clinicos
comportamentais demonstram que a cafeina produz efeitos comportamentais
similares aos estimulantes dopaminérgicos, tais como, cocaina e anfetamina,
incluindo o aumento da atividade locomotora e do comportamento rotatério em

animais lesados com 6-hidroxidoparnina, e alguns destes efeitos induzidos pela
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cafeina podem ser bloqueados por antagonistas dopaminérgicos (Garrett & Griffiths,
1997).

O efeito depressor da atividade locomotora observado com agonitas Al sdo
aumentados pela administracdo crénica de cafeina (Nikodijevic et al., 1993),
consoante com uma regulagéo para cima (upregulation) dos receptores Al, enquanto
que as respostas aos agonistas A2A sdo aumentadas sem haver upregulation,
indicando um sinergismo entre os receptores Al e A2A (Nikodijevic et al., 1991).
Alteragbes nas respostas comportamentais aos agentes colinominéticos apos a
administracdo cronica de cafeina podem ser explicados em termos de
dessensitizacdo dos receptores nicotinicos e em termos de upregulation dos

receptores muscarinicos (Nikodijevic et al., 1993).

A doenca de Alzheimer (AD) ¢ uma patologia neurodegenerativa manifestada
entre os idosos e caracterizada primariamente por deficiéncias cognitivas (Bondi et
al., 1994). Estudos posl tnorlem revelam uma extensiva degeneracdo neuronal do
sistema colinérgico prosencefélico, particularmente o ndcleo basalis de Meynert
com projecdes colinérgicas paia 0 neocortex e amigdala, (Mesulam et al., 1983) e 0
septo mediai com proje¢des colinérgicas paia o hipocampo (Coyle et al., 1983;
Terry el al., 1994). Além disso, o0 grau de degeneracdo esta correlacionado com o

grau de deméncia (Bartus et al., 1982).

Estudos em animais confirmam o papel da transmissdo colinérgica no
aprendizado e memdria, uma vez gque o0 agentes colinomiméticos podem reverter 0s
défcitis de memodria associados com a senescéncia, lesdes neurotoxicas ou
antagonismo colinérgico (Dekker et al.,1991; Fibiger, 1991). As projecoes
colinérgicas para a amigdala sdo importantes para o desempenho no teste de esquiva
passiva (Riekkinen et al.,1993). Apesar dos distlrbios cognitivos em pacientes com

AD estarem correlacionados com a disfim¢éo colinérgica (Whitehouse, 1993), nem
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todos os pacientes respondem a uma terapia de reposicdo colinérgica e aqueles
pacientes que respondem, mostram somente pequena melhora na funcdo mnemonica
(Fibiger, 1992; Davis & Haroutuman, 1993). A disparidade entre os resultados dos
estudos em animais e em seres humanos, junto com evidéncias de profundas
mudangas em outros sistemas de neurotransmissores, tais como, noradrenérgico
(Gottfries el al., 1983) em pacientes com AD, tém estimulados estudos de sistemas
multiplos de neurotransmissores na modulacdo da memdria (Sara, 1989; Deker
McGaugh, 1991; Decker, 1993). Além disso, trabalhos demonstram uma interacédo
entre o sistema colinérgico muscarinicos e o glutamastergico (NMDA) na memodria.
Assim a estimulagéo dos receptores podem melhoraros danos na memoria induzidos

por antagonistas do receptor NMDA ( Meyer et al., 1998).

Embora as investigacdes do papel da neurotransmissdo colinérgica no
aprendizado e memoria focalizem primariamente a neurotransmissdo muscarinica,
trabalhos relatam uma diminuicdo da ligacdo aos receptores nicotinicos no cérebro
de pacientes com AD (Whitehouse el al., 1986), sugerindo que a via colinérgica
nicotinica pode desempenhar um papel importante nos défcitis cognitivos associados
com a doengca ou com a idade (Levin, 1992). O envolvimento dos receptores
nicotinicos no aprendizado e memoria é também sugerido pelos efeitos da nicotina
em melhorar a memoria, observados em experimentos em animais e humanos
(Warburton & Wesnes, 1984; Levin, 1992). Em roedores, por exemplo, a
administracdo apo6s o treino de nicotina, melhora a retencdo 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 contrario, a administracdo sistémica ou
central de mecamilamina, um bloqueador nicotinico, prejudica a aquisicdo da
informacdo espacial no labirinto aquéatico de Morris, mas ndo afeta a recuperacdo da

informacao previamente adquirida (Decker & Majchrzak, 1992).
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O modelo experimental dos tremores induzidos pela oxotremorina em
camundongos tém sido relatado como adequado para a identificacdo inicial de
drogas com acdo colinérgica central, porque estas drogas tém um efeito estimulante
direto nos receptores muscarinicos centrais (hvasaki, et al., 1992). Nosso trabalho
demonstra um efeito colinérgico central da pentoxifilina. Assim, observamos uma
potencializagdo pela ptx, dos tremores induzidos pela oxotremorina, um agonista
muscarinico, com agdo central. Egawa e cols.(1997) usando o mesmo modelo,
demonstraram que o rolipram, também potenciava 0s tremores induzidos pela
oxotremorina. Ademais, andlogos do AMPc também apresentam atividade
colinérgica e potencilizam as respostas da acetilcolina (Fu, 1993; Nakamura ei al.,
1994). Além disso, observamos através da analise da densidade dos receptores
muscarinicos, através da técnica de binding, que a pentoxifilina promoveu uma
regulacdo para baixo (clownregulatiori) do nimero de receptores muscarinicos apos

tratamento de uma semana, indicando uma superestimulacdo destes receptores.

O consumo de cafeina pode ser benéfico para uma melhora das funcGes
cognitivas. Embora a cafeina seja reconhecida como um estimulante do SNC, a
consequéncia mais importante da acdo antagonista do receptor da adenosina,
ocasionado por esta droga, é a estimulacdo colinérgica, o que pode levai- a melhora
das funcgdes cognitivas, particularmente, a memoria. Riedel e cols. (1994)
demonstraram que a cafeliia atenua os danos na memoria induzidos por

escopolamina em humanos.

Trabalhos anteriores demonstram um efeito de derivados das metilxantinas,
1BMX e S-9977-2, em potencial- a transmissdo colinérgica por aumentar o tempo
constante de decaimento da corrente pos-sinaptica inibitoria e atribuiram este efeito
a uma inibicdo da atividade da colinesterase (Trudeau el al., 1992). Em nosso
trabalho observamos também uma inibicdo da atividade da acetilcolinesterase, 0 que

explicaria a acdo colinérgica e consequentemente uma melhora nos processos de
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memoria. Garrone e cols. (1998) demonstraram que um tratamento subcrénico com
um inibidor da AChE, a heptastigmina, tinha um efeito facilitador na memoria
espacial em ratos velhos, além disso, outro inibidor, o exelon (ENA 713)
demonstrou eleito benéfico contra os danos na memdria de trabalgcho (" working
memory) induziods pela escopolamina em ratos ( Ballard 7 McAllister, 1999) Além
disto, estudos clinicos confirmam o efeito benéfico do inibidor de
acetilcolinesterase, donezapil, em inibir a prograssda e deteriorizacdo dos sintomas
da AD ( Siivio, 1999).

Outros pesquisadores demonstraram uma inibicdo de atividade da
acetilcolinesterase, pela cafeina, uma metilxantina e por outros compostos como,
anabasine e metilpirrolidina e sugeriram que a caracteristica comum destes
compostos seja o radical N-metil que pode ser importante para a ligacdo a molécula
da colinesterase (Karadsheh et al., 1991). Nakamura e cols.(1994) demonstraram
que analogos do AMPc induzem a um aumento na atividade da colina
acetiltransferase, enzima responsavel pela sintese de acetilcolina, e promovem a
sobrevivéncia de neurbnios colinérgicos em cultura, estas evidéncias corroboram
nossos achados de um efeito colinérgico da pentoxifilina por mecanismos distintos,
podendo ter contribuido para os efeitos citoprotetor e de melhorar os déficts de

memoria evidenciados pela pentoxifilina neste trabalho.

A pentoxifilina tem sido bastante usada na doenca vascular periférica (Porter
el al., 1982; Reich & Gillings, 1987), uma condicdo prevalente na populacao idosa.
A sua eficacia no tratamento das doencas cerebrovasculares tem sido avaliada em
varios estudos. Ja foi demonstrada uma lentificacdo na progressao da deméncia em
pacientes diagnosticados no critério de “deméncia multi-infarto”. A droga € efetiva
em diminuir o risco de ataques de isquemia transitoria, mas os dados sao
insuficientes paia se determinar seu valor na prevencdo 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 protecdo contra o dano hipocampal com a pentoxifilina,
possivelmente por inibicdo da sintese e producdo de citocinas pelas células da
microglia. Também demonstramos tuna diminuicdo nos niveis de AMPc nos
animais lesados e uma volta aos niveis normais nos tratados com pentoxifilina, o
que pode ter contribuido para a melhora da lesdo. Demonstramos também um dano
no aprendizado e memoria nos animais lesados e uma melhora significativa com o
tratamento com pCIItOXItllil, possrvelniente pela melhQill da lesdo e por aumento
nos niveis de AMPc, mediador com grande participacdo nos eventos de iniciais e
finais da fonnacao da memdria. Com cases nestes resultados e baseados na
seguranca da droga, concluimos ser a droga bastante eficaz em reverter ou inibir os

danos na memdria, podendo ser usada nos problemas cognitivos que acompanham
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VI- CONCLUSOES

<¢

O glutamato injetado nas doses de 48 a 192 pg na regido hipocampal
(CAI), ocasiona dano neuronal de intensidade moderada a grave, de modo
dose-dependente, com as células apresentando, morte celular, com

picnose, vacuolizacdo, desorganizacdo da palicada 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 lesGes de intensidade leve.

Os animais lesados com glutamato apresentaram déficits de memdria
quando analisados em modelos que avaliam a memdria espacial (labirinto
aquatico), memaoria emocional ou aversiva (esquiva passiva) e memoria de

ndo 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 memdria causados pelo glutamato, nos
modelos do labirinto aquatico 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), ndo reverteu os efeitos da pentoxifilina na memoria.
Possivelmente o efeito da pentoxifilina na memoria mdepende da

participacdo de receptores da adenosina.
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A talidomida (um inibidor de TNF-a), ndo potencializou os efeitos da
pentoxifilina na memoria. E possivel que as doses de pentoxifilina

utilizadas ja tenham sido suficientes para produzir efeito maximo.

A lesdo com glutamato ocasionou diminuicdo nos niveis de AMPc, que
foi revertido aos niveis normais pelo tratamento com pentoxifilina na dose
de iou mglKg. A elevacao dos niveis centrais deste nucleotidio é
amspvzi e e vaizaiven V@ efeitos  citoprotetores e na  memoria

observados com a pentoxifilina.

Um aumento nos niveis de nitrito/nitrato foi observado nos animais
lesados com glutamato e este aumento foi revertido pelo tratamento com
pentoxifilina (100 mgikg, i.p.). Por outro lado, nenhum aumento foi
observado nos niveis de perdxidos lipidicos nos animais lesados com

glutamato na dose de 96 pg.

oxotremorina.
agonista muscarinico, de uma manei
tratamento durante 6 dias, com pentoxifilina na dose de 100 mgdcg,
ocasionou uma diminuicdo no numero de receptores muscarinicos
(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 agéo
antiinflamatona, inibindo a liberacdo de citocinas, tais como TNF-a, além
de espécies reativas de oxigénio. O aumento nos niveis centrais de AMPc
produzido pela pentoxifilina e a sua atividade colinérgica contribuiram

para a melhora nos déficit® de memoria causados pela lesdo excitotoxica.
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