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RESUMO

O etanol tem influéncia sobre diversos sistemas de neurotransmissores. Varios estudos tém
relatado a interacdo entre a via dopaminérgica e colinérgica e a interacdo delas
isoladamente com os efeitos do etanol. O bloqueador colinérgico atropina, que € um
alcal6ide muito utilizado no caso de intoxicagOes colinérgica e comprometimento cardiaco
e o haloperidol, é neuroléptico, antagonista das vias dopaminérgicas, principalmente pelo
bloqueio do receptor D2, utilizado no tratamento da esquizofrenia, tanto na fase aguda
como croénica, psicoses e episdédios maniacos psicoticos sdo farmacos utilizados para o
estudo desses sistemas. Este trabalho objetivou estudar os efeitos comportamentais e
neuroquimicas produzidos em corpo estriado induzidos pelo tratamento subcronico com
etanol na presenca e auséncia de atropina ou haloperidol. Foram utilizados camundongos
Swiss, fémeas, com peso variando entre 25 — 30g. Os animais foram tratados com agua
destilada (controle), etanol (1 ou 3g/kg, v.0) ou pré tratados com haloperidol (0,5mg/kg,
i.p) ou atropina (0,5mg/kg, i.p), essa aplicacdo foi feita trinta minutos antes da
administracdo do etanol ou &gua destilada diariamente durante sete dias.Trinta minutos
apos a ultima administracdo das drogas por via intraperitoneal ou sessenta minutos apos a
altima administracdo por via oral, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de campo aberto e rota rod (atividade locomotora), placa perfurada e
plus maze (atividade de ansiedade) e, posteriormente, sacrificados com dissecacdo do
corpo estriado para determinacdo dos niveis de monoaminas (norepinefrina, dopamina e
seu metabdlico acido 3, 4-dihidroxifenilacético) e a atividade da acetilcolinesterase. O
etanol apresentou efeito estimulante na menor dose e depressor na maior dose,
principalmente nos testes de atividade locomotora. Quando associado & maior dose, 0
haloperidol apresentou, na maioria das vezes o efeito potencializador do etanol, ja a
atropina apenas em alguns testes mostrou uma tendéncia de reversdo desse efeito apenas
associado ao etanol na menor dose, embora ndo observado em todos os paramentos
avaliados. Além disso, o efeito produziu um discreto aumento nos niveis de dopamina no
corpo estriado, porém quando associado aos bloqueadores, houve reducdo desses niveis,
sendo mais acentuada quando essa associa¢do foi feita com o etanol na maior dose. Na
avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase, todas as substancias utilizadas
associadas ou ndo, provocaram a reducdo de mais de 60% na atividade desta enzima,
sendo mais evidente na administracéo isolada de atropina, ou seja, as administragdes que
apresentaram reducdo significativa da concentragdo de DA, apresentaram também a
atividade da AchE reduzida, evidenciando a interacdo desses dois sistemas, sugerindo-0s
como possiveis alvos de acdo no desenvolvimento de medicamento que coadjuvem no
tratamento do alcoolismo.

Palavras-chave: Etanol, Haloperidol, Atropina, Dopamina, Acetilcolina, Corpo estriado.



ABSTRACT

Ethanol is an agent with nonspecific action, which may interfere in various
neurotransmitter systems. Atropine is an alkaloid with blocking action of the cholinergic
system, used in cholinergic intoxication and other with cardiac involvement. The
neuroleptic, haloperidol, is an antagonist of dopaminergic pathways, mainly by blocking
the D2 receptor, used in the treatment of schizophrenia in both acute and chronic
psychoses and maniac psychotic episodes. Several studies have reported the interaction
between the dopaminergic and cholinergic pathway and their interaction separately with
the ethanol. This study investigated the behavioral and neurochemical effects produced in
the striatum induced by subchronic treatment with ethanol in presence and absence of
atropine or haloperidol. Swiss mice were used, females, weighing between 25 - 30g. The
animals were treated with distilled water (control), ethanol (1 or 3g/kg, po) or pre-treated
with haloperidol (0.5 mg / kg, ip) or atropine (0.5 mg / kg, ip), this application was thirty
minutes before administration of ethanol or distilled water daily for seven days. Thirty
minutes after the last drug administration intraperitoneally or sixty minutes after the last
oral administration, the animals were subjected to behavioral tests of open field and track
rod (locomotors activity), hole board and plus maze (anxiety activity) and then sacrificed
with dissection of the striatum for determination of monoamines (norepinephrine,
dopamine and its metabolic acid 3, 4-dihydroxyphenylacetic) or the concentration of
acetylcholinesterase. Ethanol showed a stimulating effect in depressing the lower dose and
higher dose, especially in tests of locomotors activity. When associated with a higher dose,
haloperidol showed, in most cases the potentiating effect of ethanol, since atropine in
some tests only showed a tendency to reverse this effect only associated with ethanol at
the lowest dose, although not observed in all parameters of evaluated. However, the effect
produced a modest increase in the concentrations of dopamine in the striatum, but when
associated with blockers, a reduction of these levels was more pronounced when the
association was made with ethanol at the highest dose. In the evaluation of the enzyme
acetylcholinesterase, all substances used, combined or not, reduced more than 60% levels
this enzyme, being more evident in the administration of atropine alone, or the authorities
which showed a significant reduction in the concentration of AD, also showed reduced
AChE, showing the interaction of these two systems, suggesting them as possible targets
of action of drug development which contribute to the treatment of alcoholism.

Keyword: ethanol, haloperidol, atropine, dopamine, acetylcholine, striatum
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1INTRODUCAO

O consumo de substancias psicoativas € bastante frequente em nossa sociedade,
variando desde 0 uso ocasional até a dependéncia (Carlini, Galdur6Z et al., 2002). Dentre
as drogas mais consumidas no Brasil o alcool aparece com expressiva prevaléncia, seu uso
crénico pode resultar em problemas de salude como cirrose, transtornos gastrintestinais e
hemodindmicos dentre outros, além das implicacdes sociais como a desestruturacao
familiar e incapacitacdo para o trabalho. Somado a isso, configuram também problemas
econémicos e de salde publica em todo mundo. O alcool, dentre as sustancias psicoativas é
0 que tem recebido grande atencdo, uma vez que seu consumo € licito e corresponde a
substancia de abuso mais utilizada. Estudos mostram que o consumo de alcool em paises
em desenvolvimento, como o Brasil, vem aumentando com o passar dos anos e € mais
frequente entre os jovens (Oms, 2004). Em 2005, aproximadamente 40% das mortes em
acidentes de transito nos Estados Unidos estavam relacionadas ao uso de alcool (Nhtsa,
2005). O consumo de alcool mata 320 mil jovens e adolescentes por ano, sendo
responsavel por 10% das mortes de pessoas entre 15 e 29 anos no mundo (Oms, 2011).

O relatorio global sobre alcool e saude produzido pela Organizagdo Mundial de
Saude (Oms, 2011) apresenta uma perspectiva abrangente sobre o consumo global,
regional e nacional de alcool, os padrdes de consumo, consequéncias para a salde e as
respostas politicas dos Estados-Membros para solucionar problemas com o uso desta
substancia. Dentre os dados apresentados o consumo de alcool por adultos maiores de 15

anos pode ser observado na Figura 1.

Outras 1%

Destilados Cerveja;
40% 54%

Vinho 5%

Figura 1 — Consumo de bebidas alcoolicas por adultos (> 15 anos) por ano.
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Cervejas de malte. Vinho feito de uvas. “Espiritos” incluem todas as bebidas
destiladas. Outros incluem uma ou varias outras bebidas alcodlicas, tais como bebidas

fermentadas feitas de milho, sorgo, arroz ou sidra, vinho de frutas, vinho generoso, etc.
Fonte: OMS.

O éalcool é uma das substancias de abuso mais consumidas no mundo, embora tenha
facil aquisicdo, valores socio-culturais também desempenham papel fundamental na grande
aceitacdo de seu consumo (Edwards, Marshall et al., 2005).

A ingestdo de &lcool, mesmo em pequenas quantidades, diminui a coordenacéo
motora e os reflexos, comprometendo a capacidade de dirigir veiculos, ou operar outras
maquinas. Numerosos acidentes sdo provocados por motoristas que haviam bebido antes
de dirigir. Um levantamento recente realizado pelo Ministério da Salde mostra que o
Brasil registrou no ano passado 40.610 vitimas fatais no transito, um aumento de quase
25% em relacédo ao registrado nove anos antes, em 2002, quando 32.753 morreram e 40%
dos acidentes registrados no pais foram relacionados ao consumo de bebidas alcodlicas
(Brasil, 2011). Neste sentido, segundo a legislacdo brasileira (Codigo Nacional de
Transito, que passou a vigorar em Janeiro de 1998) devera ser penalizada todo o motorista
que apresentar mais de 0,6 gramas de alcool por litro de sangue. A quantidade de alcool
necessaria para atingir essa concentracdo no sangue é equivalente a beber cerca de 600 mL
de cerveja (duas latas de cerveja ou trés copos de chope), 200 mL de vinho (duas tagas) ou
80 mL de destilados (duas doses). Porém, a lei n® 11.705 - de 19 de junho de 2008,
denominada de “lei seca” comegou a vigorar e o limite estabelecido foi reduzido para o
correspondente a 0,1 grama de alcool por litro de ar expirado e para atingir esta
concentracdo, basta uma taga de vinho ou uma tulipa de chope. Em novembro deste ano,
foi aprovado um projeto de lei que prevé o limite zero de lcool para todos os motoristas.
Todas as politicas vao ao encontro da redu¢do no nimero de acidentes e vitimas causadas
pelo consumo excessivo de alcool.

Além dos inumeros acidentes de transito e outras violéncias associadas a ingestdo
de bebidas alcodlicas, o consumo de &lcool por longo periodo de tempo pode provocar
quadro de dependéncia conhecida como alcoolismo, 0 que acarreta altos custos para a
sociedade envolvendo questdes médicas, psicolégicas, profissionais e familiares (Garriott,
1996).
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1.1 Etanol

O ser humano ha milhares de anos esteve em contato com o alcool. Em um
primeiro momento ele foi usado em rituais, religiosos ou ndo. A partir da Revolugédo
Industrial, registrou-se um grande aumento na oferta deste tipo de bebida, contribuindo
para um maior consumo e, consequentemente, gerando um grande aumento no nimero de
pessoas que passaram a apresentar algum tipo de problema devido ao uso excessivo do
alcool (Seibel e Toscano, 2001).

O etanol (Figura 2) é um composto quimico que pertence ao grupo dos alcodis.
Pelo fato de seu consumo ser bastante generalizado, essa droga tornou-se a mais conhecida
deste grupo, adquirindo vulgarmente a sua denominacdo genérica, ou seja, etanol e alcool

sdo considerados, popularmente, sindbnimos (Gutiérrez e Cano, 1978).

Figura 2: Estrutura quimica do etanol

Estudos comprovam que a variacdo do efeito do etanol é dose dependente (Oga,
Basile et al., 2008), como ilustrado na Tabela 1. Em doses baixas a moderadas, o alcool
produz um efeito estimulante resultante do comprometimento dos mecanismos inibitorios
que ocorrem no sistema nervoso central (SNC). Essa fase corresponde aos primeiros
momentos apo6s a ingestdo, podendo desencadear efeitos como euforia, desinibicdo e
loquacidade. Quando ingerido em concentracfes elevadas, o alcool demonstra uma agéo
depressiva mais evidente, com a presenca de sintomas como falta de coordenacdo motora,
descontrole e sono, com progressiva reducdo dos reflexos e, finalmente, um estado de
anestesia. Quando o consumo é exagerado, o efeito depressor fica exacerbado, podendo
provocar estado de coma (UNIFESP, 2007).
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Tabela 1: Relacdo dose-efeito do consumo de alcool

DOSE (g/) EQUIVALENTE EFEITOS

1 copo cerveja ou 1 célice
pequeno de vinho ou 1 dose
uisque ou de outra bebida
destilada

As fungbes mentais comecam a ficar
comprometidas. A percepg¢do da distancia e
da velocidade fica prejudicada.

0,2a0,3

2 copos cerveja ou 1 calice | O grau de vigilancia diminui, assim como o
0,31a0,5 | grande de vinho ou 2 doses | campo visual. O controle cerebral relaxa,

de bebida destilada dando a sensacédo de calma e satisfacéo.
Reflexos retardados, dificuldades de
3 ou 4 copos de cerveja ou 3 adaptacdo da visdo a diferencas de
0,51a0.8 | copos de vinho ou 3 doses luminosidade; superestimacéo das
de uisque possibilidades e minimizacao de riscos; e
tendéncia a agressividade.
Grandes quantidades de Dificuldades de controlar automoveis;
0,81al5s bebida alcodlica incapacidade de concentracéo e falhas de

coordenacgao neuromuscular.

Grandes quantidades de

151a2 bebida alcodlica Embriaguez, torpor alcodlico, dupla visdo
21a5 Grandes quantidades de ,
bebida alcodlica Embriaguez profunda.
>5 Grandes quantidades de Coma alcoélico.

bebida alcoodlica

Fonte: http://www.ufrrj.br/institutos/it/de/acidentes/etanol2.htm

O etanol é ingerido por via oral e absorvido de forma répida. Cerca de 20% s&o
absorvidos no estdbmago e 80% no intestino delgado, principalmente no duodeno. A
absorcdo ocorre através de difusdo simples, sendo maior no inicio e diminuindo,
posteriormente, devido ao gradiente de concentracdo que vai se estabelecendo: 90%
ocorrem na primeira hora e o restante nas 6 horas seguintes. O etanol distribui-se
praticamente por todos os liquidos corporeos, intra e extracelulares, de acordo com o
conteddo hidrico dos tecidos: no sangue, cérebro, rins, pulmdes, coracdo, musculo estriado
e figado em ordem decrescente, respectivamente (Fortes e Cardoso, 1991). Em condicdes
normais, cerca de metade da dose ingerida é absorvida dentro dos primeiros 15 minutos e,
apo6s uma hora, a droga ja atinge 95% do total de sua absor¢do, ou seja, a concentracao
sérica maxima € atingida geralmente entre 30 a 90 minutos apds ingestdo oral (Moura,
2001). A ingestdo de alcool com o estdbmago vazio aumenta sua absorcdo e logo o etanol

passa para corrente sanguinea, no entanto, quando essa absorcao é diminuida pela presenca

17



de alimento no estdmago, uma maior quantidade de etanol sera inativada pelo metabolismo
de primeira passagem (Rang, Dale et al., 2007)

Por apresentar carater polar e facilmente formar pontes de hidrogénio, o etanol se
distribui amplamente por toda a &gua corpoérea, difundindo-se rapidamente por todas as
membranas bioldgicas, incluindo a barreira hematoencefalica e a placentaria. Sua
redistribuicdo depende principalmente do fluxo sanguineo para os tecidos individuais
(Figueira, 2002; Rang, Dale et al., 2007).

O etanol é metabolizado quase que em sua totalidade, apenas 5-10% sao eliminados
inalterados de forma inalterada pelo suor, urina, pulmdes e saliva. Esta metabolizac&o se da
principalmente pela via hepatica (figura 2) e ocorrem em duas fases, sendo a primeira mais
significativa:

- 12 Fase: caracterizada por sucessivas oxida¢es promovidas principalmente pela enzima
alcool desidrogenase (ADH), na qual converte o etanol em acetaldeido e promove a
reducdo da adenina dinucleotideo (NAD) a NADH®. A disponibilidade do NAD limita a
taxa de oxidacdo do etanol;

- 2% Fase: caracterizada pela conversdo do acetaldeido em é&cido acético, que
posteriormente é convertido em acetil-coenzima A com gasto de ATP. O acetil-CoA entra
no ciclo de Krebs, transformando-se em CO, e H,O.

Quando h& uma producdo excessiva deste metabolito intermediario toxico e, portanto,
uma elevagdo da sua concentracdo na corrente sanguinea, efeitos como vasodilatacdo com
rubor facial, taquicardia, hipotens&o, hiperventilacdo, grau consideravel de panico e angustia,
como também hepatotoxicidade podem ocorrer (Lieber, 1995; Goodman e Gilman, 2006).
Estudos in vitro mostram também a capacidade do etanol e do acetaldeido de provocarem

alteracOes cromossomicas e serem potencialmente genotoxicos (Kayani e Parry, 2010).

@)
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Figura 2 - Via hepatica de metabolizacao
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Outras formas, menos expressivas, de biotransformacédo do etanol séo o sistema de
oxidacdo microssomal do etanol e o sistema de catalase binaria. Eles sdo capazes de
metabolizar, no maximo, 10% do etanol (Oga, Basile et al., 2008). Esse sistema &
necessario quando a concentracdo de etanol aumenta, especialmente em individuos que
consomem alcool regularmente (Lieber, 2004; Rang, Dale et al., 2007).

O etanol pode afetar a biotransformacéo de outros farmacos metabolizados também
pelo sistema de oxidases de funcdo mista como fenobarbital, varfarina e esterdides, com
efeito inicial inibitério da metabolizacdo produzido por competi¢do, seguido por aumento
causado pela inducdo enzimética (Rang, Dale et al., 2007).

O consumo de alcool por longos periodos causa hipertrofia do reticulo
endoplasmatico liso do hepatocito, com aumento de 5-10 vezes no nivel de sistema
microssomal oxidante de etanol, contribuindo para a tolerancia metabdlica observada em
usuarios de alcool. O etanol interfere com a gliconeogénese hepética, podendo causar
hipoglicemia Os alcoolatras desenvolvem toleréncia ao etanol e a outros farmacos,
fendmeno conhecido como tolerancia cruzada. Essa tolerancia € devida, em parte, a
adaptacdo do sistema nervoso central e a inducdo enzimatica. Assim, os alcoolistas,
quando sébrios, necessitam de doses maiores de farmacos que os abstémios, para obtencéo

do mesmo efeito (Oga, Basile et al., 2008).

1.1.1 Agdes do etanol

Devido a capacidade de se solubilizar em &gua e atravessar todas as barreiras do
nosso organismo, o etanol é uma substancia capaz de influenciar varios sistemas no nosso
organismo, tais como: sistema circulatorio, sistema hematopoiético, sistema hepatico,

sistema enddcrino, sistema gastrointestinal e sistema nervoso central.

Sistema Cardiovascular

O uso cronico do etanol pode causar miocardiopatia, distdrbios da conducéo e do
ritmo cardiaco nos alcodlatras cronicos. Parece haver um efeito dose-dependente do
etanol no mdsculo cardiaco que € independente de doenca arterial coronariana,
desnutricdo ou deficiéncias vitaminicas (De Keulenaer e Brutsaert, 1999; Laonigro,
Correale et al., 2009). Segundo Urbano (Urbano-Marquez, Estruch et al., 1989), o

musculo cardiaco sofre danos celulares com o uso prolongado do etanol e esse efeito

19



parece ser a causa mais importante de miocardiopatia. Possiveis mecanismos subjacentes
aos efeitos toxicos do alcool sobre o miocardio incluem: prejudicada funcdo oxidativa
mitocondrial, a sintese alteradas de proteinas miofilamentosas, altera¢cdes nos niveis de
calcio citosdlico, estresse oxidativo e apoptose (Figueredo, Chang et al., 1998; Piano,
2002; Figueredo, 2011)

Enquanto a ingestdo de etanol em niveis elevados aumenta o risco de infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral, uma relacdo inversa (cardioprotecdo) se observa
para o consumo regular de bebidas alcodlicas em quantidades moderados. Segundo Huang
(Huang, Tsai et al., 2010), a ingestdo de bebidas alcodlicas em niveis moderados parece
aumentar a neovascularizacdo e densidade de capilares em tecidos isquémicos de ratos
diabéticos pela maior mobilizacdo de circulacdo de células progenitoras endoteliais para

essas regides.

Sistema hematopoiético

A ingestdo de alcool afeta também o sistema sanguineo. Segundo Rubin (Rubin,
1999), esta alteracdo é evidenciada principalmente pela diminuicdo do nimero e alteracao
da funcdo das plaquetas, um achado bastante comum em casos de intoxicacdo alcodlica
aguda, sendo reversivel até duas semanas apds a interrup¢do do consumo, com exce¢ao no
caso de doenca hepatica. Marumo (Marumo e Wakabayashi, 2009), em estudo realizado
para determinar a quantidade minima de etanol que inibe a agregacgéo plaquetaria induzida
pela trombina, mostraram que o limiar de concentracdo inibitria dessa substancia é de
cerca de 0,125% (aproximadamente 21 mmol/l), que é facilmente atingivel depois de
ingerir etanol em doses baixas.

Outros parametros sanguineos comumente alterados pelo consumo de alcool sdo
volume corpuscular médio (VCM) aumentado e macrocitose. A anemia é frequentemente
observada em pessoas que ingerem cronicamente alcool (Maruyama, Hirayama et al.,
2001). Estudos sugerem que o acetaldeido, o primeiro metabdlito do etanol, pode
desempenhar um papel em disturbios hematoldgicos em células de sangue periférico e na
medula 6ssea de pacientes etilistas por se ligar a proteinas e constituintes celulares
formando aductos estaveis, que pode ser associado a consequéncias negativas em fungdes
celulares (Niemela e Parkkila, 2004)
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Sistema hepatico

Oxidacdo do etanol através da via ADH produz acetaldeido, que é convertido em
acetato, ambas as reacfes reduzem a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD). A
presenca dessa molécula em excesso provoca uma série de distdrbios metabdlicos (Lieber,
1992), incluindo a inibicao do ciclo de Krebs e da oxidacdo de &cidos graxos. A inibicéo
da oxidacao de acidos graxos favorece esteatose e hiperlipidemia. O acimulo prolongado
de gorduras e proteinas no figado pode desencadear a cirrose caracteristica observada em
muitos alcodlatras (Lieber, 2000; 2001).

Sistema enddcrino

O élcool pode provocar uma reducao dos niveis de testosterona. A impoténcia e a
perda da libido sdo frequentemente relatadas pelos etilistas (Oga, Basile et al., 2008). O
hipogonadismo secundario ao alcool provoca impoténcia, atrofia testicular e diminuicédo do
crescimento dos pélos. Observam-se também hiperestrogenismo, com ginecomastia e
distribui¢do feminina do tecido adiposo no homem.

Um estudo feito com o objetivo de investigar o nivel plasmatico de testosterona, a
funcdo do eixo hipotalamico hipofisario gonadal (HPG) e o efeito do etanol sobre o
estresse oxidativo sisttmico em homens etilistas crénicos mostrou que a testosterona
plasmatica encontrava-se significativamente baixa, com baixo hormoénio luteinizante e
hormdnio foliculo estimulante. Quando avaliado o estresse oxidativo, encontrou-se
elevados niveis de substdncias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), superdxido
dismutase, glutationa S-transferase, catalase, glutationa redutase e glutationa peroxidase
(Maneesh, Dutta et al., 2006).

Sistema gastrintestinal

O etanol é comumente consumido por via oral, portanto entra em contato
rapidamente com o esdfago, estomago e intestino. E considerado um agente irritante da
mucosa gastrica e esofagica, provavelmente por aumentar a quantidade de acido cloridrico
secretada pelo estdmago e quando consumido em grandes quantidades, pode provocar
gastrite erosiva, lesbes no esdfago e no duodeno, podendo ainda prejudicar a absorcao de

vitaminas e sais minerais (Oliveira e Pereira, 1994).
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O risco de cancer de esdfago e estbmago tem sido associado ao consumo de etanol.
O acetaldeido, principal metabdlito toxico do etanol, associado a bebidas alcodlicas foi
recentemente classificado como um cancerigeno do Grupo 1 para os seres humanos
(Secretan, Straif et al., 2009). Um estudo de revisdo mostrou que a exposicdo ao
acetaldeido aumenta significativamente o risco de cancer em consumidores de alcool.
Evidéncias afirmam que o acetaldeido é uma substancia cancerigena local, ndo s6 no
esdofago, mas também no cancer gastrico, porém esse intoxicante pode ser também
proveniente do tabaco e alguns alimentos que passam pelo processo de fermentacdo
(Salaspuro, 2011).

Sistema Nervoso Central

Embora o alcool etilico seja uma droga milenar, de modo que trechos biblicos ja
revelavam o uso desta substancia naquela época, 0 mecanismo de acdo exato pelo qual o
alcool realiza seus efeitos ndo tem ainda sido bem elucidado. Entretanto, sabe-se que o
alcool interfere diferentemente com processos de transmissdo no SNC, afetando muitos (se
néo todos) dos sistemas neurotransmissores (Nevo e Hamon, 1995), o que contribui para
seu efeito bifasico, inicialmente estimulador, porém, quando aumentada a dose, assume 0
papel de depressor do SNC.

Um efeito bastante observado apos longos periodos de uso regular do etanol € a
neuropatia periférica, um conjunto de sintomas que pode levar a incapacidade
significativa desses usuarios. Controvérsias a cerca da etiologia desta neuropatia se deu
durante todos esses anos. Antes se atribuia esse efeito apenas aos efeitos tdxicos do
etanol, porém, nos dltimos anos observou-se que fatores como deficiéncias nutricionais
poderiam, também, acarretar esse e outros tipos de problema como encefalopatia de
Wernicke e beribéri (Shattuck, 1928; Paladin e Russo Perez, 1987).

Um estudo recente que mostrou resultados eletrofisiologicos e patoldgicos da acéo
do etanol no SNC. Esses efeitos apoiam-se na toxicidade do etanol, provavelmente
afetando pequenas fibras amielinicas e mielinicas no inicio do curso, e progredindo para
envolvimento clinico mais sintoméaticos como no sistema sensério-motor, no entanto, o
tratamento com tiamina ndo foi bem sucedido para neuropatia causada pelo consumo
crénico de etanol (Mellion, Gilchrist et al., 2011). Ha fortes evidéncias mostrando que o
uso croénico excessivo de etanol pode aumentar o dano oxidativo aos neurdnios resultando

em morte celular. Embora ainda ndo bem compreendido, o etanol pode aumentar a
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no cérebro como por exemplo no
aumento da geracdo de radicais hidroxietila, inducdo da CYP2E1, alteracdo da citocina
vias de sinalizac¢do para indugéo da Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e fosfolipase
A2 secretada (SPLAZ2), e producdo de prostandides através da via PLA2/COX (Sun e Sun,
2001). Estes mecanismos podem estar relacionados a doenca de Alzheimer, Parkinson e

outras também neurodegenerativas.

1.1.2 Efeitos do etanol sobre sistemas de neurotransmissores

Um sitio de acdo do etanol bastante conhecido principalmente por ser o grande
responsavel pelo seu efeito depressor esta presente nos receptores do sistema
GABAérgico, 0 GABA, O efeito do etanol nesse sistema se assemelha com o produzido
pelo benzodizepinicos, medicamentos que modulam a ac¢éo do acido gama-aminobutirico,
o principal neurotransmissor inibitorio do SNC, que ativa o canal de cloreto, aumentando
a permeabilidade do mesmo para 0 meio intracelular e, consequentemente, causa uma
hiperpolarizacdo, que pode ser facilmente visualizada em caracteristicas como letargia,
diminuicdo da coordenacdo motora e alteracdo do humor bem evidenciada apds o
consumo de alcool (Rudolph, Crestani et al., 1999), podendo variar de acordo com a
quantidade de etanol consumida.

Em contrapartida, o etanol também possui acdo em sistemas de neurotransmissores
excitatérios como o glutamato. Os receptores de glutamato sdo do tipo ionotrdpico e
metabotrdpico. Os ionotrdpicos sdo divididos em N-metil-D-aspartato (NMDA) e 0s ndo-
NMDA, sendo estes Gltimos compostos pelos subtipos acido cainico e AMPA (Weiner,
Dunwiddie et al., 1999). O etanol atua inibindo a funcdo dos receptores do tipo NMDA e
acido cainico em doses que ndao conseguem inibir a funcdo dos receptores do tipo AMPA
(Charness, Simon et al., 1989). Estudos mostram que o tratamento agudo do etanol pode
aumentar a fosforilagdo e expressdo de subunidades dos receptores de NMDA,
possivelmente como uma via compensatoria da inibicdo desses receptores provocados
pelo etanol (Roh, Cui et al., 2011). Um estudo dirigido por (Tokuda, Izumi et al., 2011)
realizado na escola de medicina da Universidade de Washington utilizou a administracéo
de anticorpo contra neuroesteroides Sa-reduzido. Os resultados deste estudo mostraram
que a ativacdo do sistema glutamatérgico também pode modular o sistema gabaérgico,

através dos receptores NMDA com o aumento da producdo do neuroesterdide
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allopregnanolona na regido CA1 do hipocampo, uma das regides importantes na formacao
da memoria.

O efeito potencializador de um neurotransmissor inibitério (GABA) somado a
inibicdo do efeito de um neurotransmissor excitatorio (glutamato) sdo os grandes
responsaveis pelo efeito depressor do etanol no SNC.

Outro neurotransmissor afetado pelo consumo de alcool é a serotonina (5-HT). Ela
estd presente no SNC e se relaciona com fungbes como aprendizado, memdria, analgesia,
ansiedade, estado motivacional e a resposta ao alcool e outras drogas de abuso (Stahl,
1998). O consumo de etanol interfere nesse sistema por potencializar a agcdo dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT3 que em andlises eletrofisioldgicas da funcdo deste
neurotransmissor no hipocampo indica que 0s receptores que residem em neurbnios
inibitérios GABAérgicos no giro denteado pode estimular a atividade interneurdnio. Isto
leva a maior liberagdo do neurotransmissor inibitorio GABA, e inibicdo de circuitos do
hipocampo. Assim, o aumento da transmissdo sinaptica inibitéria por 5-HT3; pode
contribuir para algumas das a¢c6es neurais inibitorias dos alcoois (Lovinger, 1999).

Experimentos em animais que avaliaram a influencia ambiental sob o vicio e a
recompensa mostram que a serotonina tem um papel importante em situacdes de
“traumas”, como separacdo da mde por um longo periodo. Foi verificado que as
concentracdes de 5-HT na regido do nicleo accumbens e area tegumentar ventral estavam
mais baixas nesses animais e que ao consumirem etanol espontaneamente esses niveis
foram elevados, mostrando que a serotonina somada a fatores ambientais possuem um
papel importante na vulnerabilidade ao consumo alcodlico (Oreland, Raudkivi et al.,
2011).

O etanol interfere com outros sistemas neuroquimicos, dentre eles sistema
noradrenérgico de modo que a administracdo aguda de etanol produz um efeito bifasico na
liberacdo de norepinefrina (NE): doses baixas de etanol levam a um aumento na liberagéo
de NE, tendo uma resposta inversa é vista em doses maiores (Rossetti, Longu et al., 1992).
As propriedades sedativas-hipnéticas do etanol tém relacdo com a diminuicdo na liberagdo
de NE cortical quando administrado etanol em altas doses, enquanto as propriedades
excitatérias sdo decorrentes do aumento da liberacdo de NE quando administradas baixas
doses de etanol.

A forma como o etanol desempenha este efeito dose dependente ainda ndo esta

consolidado, um estudo realizado por Underwood (2004) demonstrou que hd uma reducéo
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consideravel da ligagdo com os receptores adrenérgicos do tipo alfa e do tipo beta por
reducdo especifica da afinidade, independente da concentracédo de etanol.

Dentre as evidéncias que apontam para uma correlagdo do etanol com o sistema
noradrenérgico encontramos a ocorréncia de vasodilatacdo periférica e tremores
decorrentes do aumento da NE, muito comum em pacientes etilistas. Portanto, alguns
agonistas desse sistema sdo utilizados nos sintomas da sindrome de abstinéncia.

No entanto alguns fatores permaneciam com lacunas de conhecimento, como por
exemplo os efeitos hipnoticos e as alteragdes no sistema motor causadas pelo uso do
etanol, no entanto estudos indicam que uma a interferéncia do etanol sobre o sistema
adenosinérgico pode explicar, mesmo que em parte tais efeitos. Estas acdes se relacionam
com a area cerebral em que os receptores adenosinicos se encontram e variam desde efeitos
motores até efeitos hipndticos.

Em estudo para avaliar o papel do estriado na incordenacdo motora induzida pelo
etanol através dos receptores de adenosina Al e A2, (Dar, 2001) ao injetar diretamente as
drogas agonistas e antagonistas de receptores de adenosina através de uma bomba de
infusdo acoplada a uma canula previamente instalada no cérebro no animal, mostrou que
quando administrado um agonista ndo seletivo A1 e A2, e um agonista seletivo de
receptores Al, a incoordenacdo motora foi potencializada, porém quando administrado um
antagonista seletivo Al, o efeito motor foi atenuado, mostrando que o sistema
adenosinérgico no corpo estriado, uma area de controle motor, modula a agdo do etanol,
porém ndo é o Unico. O sistema gabaérgico, com o aumento do influxo de ions cloreto
também ¢é responsavel por esta incoordena¢do motora induzida pelo etanol.

Dentre 0s Varios neurotransmissores que possuem modulacdo pelo etanol, dois
chamam a atengdo e sdo objetos de estudo dessa dissertacao: sistema dopaminérgico e

sistema colinérgico.

1.1.2.1 Sistema dopaminérgico

Sintese, liberacdo e metaboliza¢do da dopamina no SNC

Em 1958, Arvid Carlsson identificou a dopamina como um neurotransmissor
independente. Cinco anos depois, foi descoberto que a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos era a base etiologica da doenca de Parkinson e que este neurotransmissor

estava envolvido no modo de acdo das drogas antipsicéticas (Grace, 1993). A partir dai, 0
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sistema dopaminérgico se tornou alvo de estudo, no sentido de entender melhor este
sistema neuroguimico que é responsavel por desencadear varias a¢cdes no organismo.

A sintese da DA ¢ dependente de um aminoacido proveniente da dieta, a tirosina.
Esse aminoacido é convertido em L-3,4-diidroxifenilalanina (L-Dopa) catalisada pela
enzima tirosina hidroxilase, que é inibida pelo produto final da via de biossintese, a DA,
constituindo o mecanismo de regulacdo continua da velocidade de sintese (etapa limitante).
Logo apds essa primeira conversdo, a L-dopa sofre acdo rapida de outra enzima, a dopa
descarboxilase, produzindo assim o neutransmissor dopamina (Rang, Dale et al., 2007).

Apo0s ser sintetizada, a DA é estocada em neurdnios dopaminérgicos dentro de
granulos secretérios, para ser posteriormente liberada do terminal nervoso, durante um
potencial de acdo, através de processo calcio-dependente. Quando liberada na fenda
sinaptica, ela pode combinar-se com receptores pré-sindpticos e modular a sua prépria
liberacdo, através de um mecanismo de retroalimentacdo. Ainda na fenda sinaptica, a DA
pode sofrer um processo de recaptagdo, através de sua ligacdo com uma proteina acoplada
a membrana pré-sinaptica, ou pode ligar-se aos seus receptores pos-sinapticos (Conn,
1995).

A degradacdo metabdlica da DA € feita no SNC principalmente por duas enzimas: a
monoamina oxidase (MAOQ) e a catecol-O-metil transferase (COMT). A MAO existe em
duas formas moleculares semelhantes, codificadas por genes separados (MAO- tipo A e
tipo B). A MAO-A possui preferéncia de substrato para a serotonina. A MAO-B possui
preferéncia de substrato para a feniletilamina. Ambas as isoformas atuam sobre a
dopamina. Assim, a degradacdo da dopamina é feita pela MAO que converte a DA em
DOPAC (acido 3,4 dihidroxifenilacético) no neurbnio e pela COMT (catecol-O-metil
transferase) que converte DA em HVA (acido homovanilico) dentro do terminal sinaptico
(Rang, Dale et al., 2007)

Vias dopaminérgicas

A dopamina representa mais da metade do contetdo de catecolaminas no SNC. Isto
contrasta com sua baixa ocorréncia na periferia, presentes apenas no mesentério intestinal,
onde parecem regular o ténus intestinal no periodo pés prandial (Graeff e Brandao, 1999).

O sistema dopaminérgico no SNC compreende trés principais vias neuronais
principais: nigroestriatal, mesocorticolimbica e tuberoinfundibular. A via nigroestriatal,

responsavel por 75% da dopamina cerebral € constituida por neurdnios que se projetam da
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substancia negra para o corpo estriado. Esta via tem importante papel no controle da
locomocgdo e também esta relacionada aos sintomas da doenca de Parkinson. A via
dopaminérgica mesocorticolimbica € composta por neurdnios da area tegmental ventral
que se conectam com regides do sistema limbico, principalmente com o nucleus
accumbens, sendo assim envolve o controle da estabiliade emocional, muitas vezes
evidenciado na esquizofrenia. A via tuberoifundibular se origina de neurdnios que partem
do hipotalamo para hipdfise. A dopamina secretada por estes neurnios é transportada para
a hipdfise onde regula a secrecdo de prolactina. Esta via influencia a lactacdo e a
fertilidade, muitas vezes também observada na galactorréia induzida por farmacos

antipisicoticos (Civelli, Bunzow et al., 1993)

Sistema dopaminérgico

Lobo L Estriado
frontal e o 8% r P

Area tegmental ventral

Fonte: www.unisinos.br
Figura 3: Vias do sistema dopaminérgico no Sistema Nervoso Central

Receptores

A primeira evidéncia para a presenca de um receptor de dopamina no cérebro veio

de experimentos mostrando a estimulacdo da adenilato ciclase pela atividade da dopamina
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(Kebabian, Petzold et al., 1972). A classificacdo em receptores de dopamina em D1 e D2
com base em sua farmacologia e acoplamento para a adenilato ciclase s6 veio depois
(Kebabian e Calne, 1979). Estes dois receptores também exercem seus efeitos atraves de
acOes biologicas diferentes, acoplando-se e ativando diferentes complexos de proteinas G.
O receptor D1 interage com o complexo G estimulatdria (Gs) para ativar a adenililciclase,
aumentando a formacdo de AMPc, engquanto o receptor D2 interagia com a proteina G
inibitéria (Gi), inibindo a adenililciclase e, consequentemente inibindo a producdo de
AMPc (Rang, Dale et al., 2007).

Durante 10 anos, esta classificacdo em dois subtipos de receptores explicava a
maioria das atividades do sistema dopaminérgico. Posteriormente foram descobertos novos
subtipos que por algum tempo ainda foram refutados pois pareciam representar estados de
afinidade diferentes dos receptores D1 e D2 (Leff e Creese, 1985; Andersen, Gingrich et
al., 1990).

As atividades bioldgicas predominantes dos receptores D1 e D2 sdo a ativacdo e
inibicdo da adenililciclase, respectivamente. Em células de camundongos transfectadas, foi
demonstrado que os receptores D1 e D5 estdo relacionados a ativacdo da adenililciclase,
sugerindo vias de inducdo de segundos mensageiros similares para os receptores D1-
simile. Por outro lado, para os receptores D3 e D4 nédo foi completamente definido se eles
ativam sistemas de segundos mensageiros (Civelli, 1995). Contudo, esses receptores D3 e
D4 sdo classificados como fazendo parte da familia de D2-simile.

Um estudo de revisdo evidencia o receptor D3 como sendo um futuro alvo no
tratamento de drogas de abuso. Cada vez mais evidéncias decorrentes de ensaios pré-
clinicos indicam que os antagonistas desses receptores podem realmente regular a
motivacdo e 0 desejo para auto-administracdo de drogas, o que direciona esforcos de
pesquisa para o desenvolvimento de antagonistas seletivos dos receptores de DA do
subtipo D3 (Heidbreder e Newman, 2010).
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Tabela 2: Localizacéo e principais a¢Ges dos receptores dopaminérgicos

Distribuicéo Receptor Papel funcional
D1 D2 D3 D4 D5
Cortex +++ ++ - + - Alerta, humor
Sistema Limbico +++ ++ + + +  Emocgdo, comportamento
estereotipico
Estriado +++ ++ + + +  Controle motor
Partes ventrais do - ++ + - - Secrecdo de prolactina
hipotalamo e anterior
da hipofise

Fonte: Adaptado de Rang, H. P. et al, 2007

Principais substancias que afetam o sistema dopaminérgico

A cocaina é considerada umas das substancias ilicitas mais importantes no que se
diz respeito das consequéncias desastrosas do seu uso. Um dos alcaldides presentes em
plantas do género Erytroxylum, a cocaina consiste em inibir a recaptacdo de catecolaminas,
principalmente dopamina. Inicialmente, a cocaina aumenta a liberacao e inibe a recaptacao
de dopamina provocando o estado de euforia, enquanto o uso regular desta sustancia
provoca uma alteragdo da sensibilidade do receptor dopaminérgico pos-sinapticos,
explicando as principais sensacfes da abstinéncia (Johanson e Shuster, 1995; Oga, Basile
et al., 2008).

O haloperidol € um neuroléptico do grupo das butirofenomas antagonista das vias
dopaminérgicas, antagonismo este que se da por bloqueio principalmente do receptor D2
(Baldessarini, 1995). Esse blogueio ocorre junto aos ganglios da base e provoca o
aparecimento dos efeitos extrapiramidais, podendo ocorrer também no trato
tuberoinfundibular do hipotalamo, o que eleva os niveis de prolactina. Este farmaco pode
ser utilizado no tratamento da esquizofrenia, tanto na fase aguda como cronica, psicoses e

episédios maniacos psicéticos (Cordioli, 2000).

Relacdo entre Etanol e Sistema Dopaminérgico

A dopamina (DA) esta intimamente ligada aos efeitos decorrentes da acdo do etanol
no SNC. Evidéncias sugerem um importante papel do sistema dopaminérgico cerebral na
acdo psicotropica e propriedades de induzir abuso ou dependéncia ao etanol (Di Chiara e
North, 1992; Koob, 1992; Macedo, Sousa et al., 2001; Vasconcelos, 2001). Esta é a

29



hipotese dopaminérgica para o abuso de drogas, onde foi evidenciado que héa alteracdo dos
niveis de dopamina em regiées como o nucleus acumbens, area que esta relacionada com a
motivacdo (Kandel, Schwartz et al., 1997) e corpo estriado, area que esta relacionada a
locomogdo (Vasconcelos, 2001; Vasconcelos, Macedo et al., 2003; Vasconcelos,
Cavalcante et al., 2004) apds o uso de etanol.

A liberacdo de dopamina no nucleus accumbens pode ser o fator preponderante
para o desenvolvimento da dependéncia do alcool. A dependéncia psicoldgica do alcool
desenvolve-se porque o estimulo, relacionado ao alcool, adquire excessivas propriedades
motivacionais, que induzem um intenso desejo para consumir bebidas contendo alcool
(craving).

Diana (Diana, Rossetti et al., 1993; Diana, Brodie et al., 2003), sugere que o alcool
age por ativar a liberacdo da dopamina neuronal e assim modular outros sistemas de
comunicacdo cerebral, portanto, através da elucidacdo do mecanismo de acdo do etanol no
sistemas de neurotransmissao cerebral serd possivel desenvolver drogas eficazes para a
dependéncia.

Outro caminho importante € o evidenciado por (Melis, Diana et al., 2009) que em
sua revisdo enfatiza o papel do acetaldeido nos problemas causados pela injestdo do etanol
e sugere que o estresse pode contribuir para a ativagdo de efeitos do etanol sobre os
neurdnios dopaminérgicos da area tegmentar vental (ATV), que pelo menos algumas
acoes do etanol sobre esses neurdnios sdo mediadas pelo acetaldeido e que a interagédo
entre estresse e alcool poderia desempenhar um papel na suscetibilidade ao alcoolismo,
sendo a ligacdo entre as agdes do etanol e seu principal metabolito nos mecanismos de
recompensa do cérebro uma chave para o desenvolvimento de agentes para reduzir desejo

sobre o alcool.

1.1.2.2 Sistema Colinérgico

Sintese, liberacdo e metabolizacédo da Acetiocolina no SNC

A acetilcolina foi o primeiro neurotransmissor identificado e é responsavel pela

transferéncia de impulsos dos neurdnios colinérgico pra as células nervosas colinoceptivas
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e para células de tecidos inervados (Tucek, 1993). O Sistema Colinérgico possui um papel
importante nos processos de memoria e aprendizado (Ohno, Yamamoto et al., 1993).

A molécula de colina, precursora da Ach é transportada através de um transportador
especifico para dentro da terminagcdo nervosa e através da enzima colina acetiltransferase
(CAT) ocorre a sintese da acetilcolina, logo internalizada em vesiculas através de um
transportador de Ach. Quando a Ach ¢é liberada na fenda sinaptica, uma fracédo se liga aos
receptores colinérgicos e outra fracdo se liga aos receptores pré-sindpticos e a fracao
restante torna-se alvo da enzima acetilcolinesterase (Figura 4), que catalisa a degradacao
em colina e acetato, que é necessario para que um novo ciclo se inicie (Parsons, Prior et
al., 1993).

Essa é a principal via de degradacdo da Ach e o seu antagonismo é alvo de
moléculas utilizadas no tratamento de patologias que por algum motivo diminuem a Ach

disponivel para se ligar aos receptores.

Colina
+

Acetil CoA

Fenda "o —Tidrolise .
sinaptica ® ® OorAchE & = " « Acetato

Receptor
pés-sinaptico

Figura 4: Degradagéo da acetilcolina pela acetilcolinesterase
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Vias colinérgicas

No SNC, a acetilcolina esta principalmente localizada na area tegmentar lateral do
robencéfalo, incluindo os nucleos parabraquial e pedunculopontino, e a matéria cinzenta
periaquedutal. Este complexo de neur6nios colinérgicos da origem a um sistema de fibras
ascendentes que se projeta para o coliculo superior, area pré-tectal anterior e talamo. Outro
contingente importante de neurénios colinérgicos é encontrado no prosencefalo basal,
consituido pela regido septal, banda diagonal de broca e ndcleo basal de Meynert, imerso
em uma regido anterior ao interior do globo palido, esta Gltima regido € bastante afetada na
doenca de Alzheimer. Dessa regido saem fibras que se projetam para o hipocampo,
hipotalamo lateral, complexo amigdaldide e cortex frontal. Esta via do prosencéfalo parece
estar relacionada a acuracia visual, a via do hipocampo esté relacionado com a memoria e a
via da amigdala relacionada com processos afetivos (Graeff e Branddo, 1999).

Estudos mostram a interacdo dos sistema colinérgico e dopaminpergicos. Sugerido
por (Stancampiano, Carta et al., 2004), o etanol pode modular a liberacdo de acetilcolina
ou interagir com receptores colinérgicos. Assim, tem sido demonstrado que as alteracBes
locomotoras, bem como reforco pelo consumo da droga, podem também esta relacionada
ao sistema colinérgico (Larsson e Engel, 2004) O sistema  colinérgico  também
apresenta uma inervacao importante no corpo estriado. Nessa regido o sistema colinérgico
faz uma modulacdo negativa com o sistema dopaminérgico o que é bem descrito com 0s
pacientes que tem doenca de Parkinson. Evidéncias neurofarmacolégicas indicam uma
interacdo entre a neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica nos nucleos da base,
especificamente no corpo estriado (Consolo, Ladinsky et al., 1981; Bertorelli e Consolo,
1990; Sousa, 1997) sendo a acetilcolina controlada pela dopamina predominantemente
através dos receptores D1, o que mostra que a transmissdao dopaminérgica prejudicada
afeta a liberacdo de acetilcolina ja que a ativacéo de receptores D1 estimula a liberacéo de
Ach e a ativagdo do D2 seria inibitorio em relacdo a Ach (Bertorelli, Zambelli et al., 1992).
Sendo confirmado por Consolo (1992), onde ao administrar SHC23390, um agonista
dopaminérgico, localmente no corpo estriado alterou a liberacdo de acetilcolina. A figura 5

ilustra as principais vias colinérgicas.
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Sistema colinérgico
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Talamo

Nucleos do
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Fonte: www.unisinos.br
Figura 5: Vias do sistema colinérgico no Sistema Nervoso Central

Receptores

Os receptores de Ach podem atuar como canais iénicos e sdo classificados como
nicotinicos ou podem ser acoplado a proteina G e recebem a classificacdo de muscarinicos.
Os receptores nicotinicos estdo presentes na jungdo neuromuscular esquelética, no sistema
ganglionar simpético e parassimpatico e presentes também no SNC, onde sdo amplamente
distribuidos e agem de forma a aumentar a permeabilidade neuronal a cations como NA",
K" e Ca"™. Os receptores muscarinicos sio encontrados nos neurénios do SNC, no coragio,
musculo liso e ganglios. S&o divididos em cinco subtipos moleculares e séo organizados de
tal forma que os receptores impares (M1, M3 e M5) acoplam-se a proteina Gy, ativando a
via do trifosfato de inositol, enquanto os receptores pares (M2 e M4) acoplam-se a proteina

Gi, inibindo a adenilil ciclase e reduzindo o AMPc intracelular (Rang, Dale et al., 2007)
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Os receptores muscarinicos exercem funcbes vitais no cerebro e no sistema

auténomo, sendo importante nos processos de memoria e patofisiologia de doengas como a

esquizofrenia e Alzheimer (Drachman e Leavitt, 1974; Karson, Garcia-Rill et al., 1991)

Tabela 3: Localizagao e principais acdes dos receptores colinérgicos

Receptor Localizacdo Acéo
MUSCARINICOS
M1 Ganglios autbnomas ANIP;, DAG
Glandulas: géstricas, salivares etc. Despolarizacao
Cortex cerebral Excitacdo (peps lento)
Wcondutancia ao K*
M2 Corag4o: atrios Vv AMPc
SNC: amplamente distribuido Inibicdo
Wcondutancia ao Ca®*
A condutancia ao K*
M3 Glandulas exocrinas: gastricas, NP3
salivares etc. Estimulacéo
Mudsculo liso: trato gastrintestinal, A[Ca?']
olho, vias aéreas, bexiga
Vasos sanguineos: endotélio SNC
M4 SNC WV AMPC
Inibicdo
M5 SNC: substancia negra AP
Glandulas salivares Excitacdo
iris e musculo ciliar
NICOTINICOS
Musculares Juncdo muscular esquelética: Excitatorio
(al),B1de principalmente pos-sinaptica APermeabilidade de
cations (K" e Na*)
Ganglionares Géanglios autbnomaos: principalmente  Excitatorio
(03)2(p4)3 pos-sinapticos APermeabilidade de
cations (K" e Na*)
SNC Muitas regides do cérebro: pré e pds-  Excitatorio
(04)2(B2)3 sinaptico APermeabilidade de
cations (K" e Na")
SNC Muitas regiGes do cerebro: pré e pés-  Excitatdrio
(a7)s sinaptico APermeabilidade de

cations (Ca®")

Fonte: Adaptado de Rang, et al, 2007.

Principais substancias que afetam o sistema colinérgico

O carbacol ou carbamilcolina é uma droga agonista colinérgica direta que de modo

semelhante a acetilcolina, age em receptores nicotinicos e muscarinicos do tipo M2-simile,

mas ndo é facilmente hidrolisada. O betanecol é um hibrido do carbacol e metacolina que
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apresenta seletividade muscarincia e € utilizado ocasionalmente na clinica no esvaziamento
da bexiga e para aumentar a motilidade do trato gastrintestinal. A pilocarpina é o farmaco
mais eficaz e mais utilizado na pratica clinica, pois possui a capacidade de atravessar a
membrana conjuntival e € muito utilizada no tratamento de glaucoma.(Rang, Dale et al.,
2007).

Outro farmaco bastante utilizado na pratica clinica € um antagonista muscarinico e
objeto de estudo nessa dissertacdo, a atropina. Esta substancia é uma alcaloide extraido da
planta Atropa belladona. Sua acdo se da pelo mecanismo de competicdo do receptor,
inibindo a acdo da acetilcolina sobre o 6rgdo efetor por apresentarem uma configuracdo
qguimica semelhante. Esta competicdo ocorre apenas nos receptores muscarinicos e sua
intensidade ndo € semelhante em todos os 6rgdos (Larini, 1997). Desta forma, a atropina
reverte apenas sintomas musacarinicos muitas vezes observado em intoxicaces por

carbamatos e organofosofrados ou intoxicagfes com comprometimento cardiaco.

Relacéo entre Etanol e Sistema Colinérgico

A acetilcolina (Ach), neutrotransmissor relacionado principalmente com a memdria
e comportamento motor (no corpo estriado), também pode ser modulada pela agdo do
etanol. Evidéncias sugerem que efeitos neurofisioldgicos, como por exemplo, 0 processo
de aprendizagem e memoria estdo relacionado ao consumo de etanol. Estudos que avaliam
funcdes cognitivas associam a ingestdo cronica de etanol com a redugdo na concentracéo
cerebral de acetilcolina, tanto em humanos quanto em ratos, causada por degeneracdo do
tecido cerebral (Zaleski, Morato et al., 2004).

Estudos de eletrofisiologia, farmacologia e neurofarmacologia sugerem que o
etanol pode modular a liberacdo de acetilcolina (STANCAMPIANO et al., 2004) ou
interagir com receptores colinérgicos. Assim, tem sido demonstrado que as alteracdes
locomotoras, bem como reforgo pelo consumo da droga, podem também esté relacionada

ao sistema colinérgico (Larsson e Engel, 2004).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A interagdo do alcool com os sistemas dopaminérgico e colinérgico ainda ndo esta
totalmente esclarecida e um dos objetivos desse estudo foi verificar as alteragfes que o
etanol pode induz em regifes do sistema nervoso central, no sentido de indicar possiveis
mecanismos pelo qual o etanol atua nesse sistema, principalmente na neurotransmissao
dopaminérgica e colinérgica. A indicacdo desses mecanismos certamente ajudard na
perspectiva terapéutica para a dependéncia do etanol (comportamento relacionado com o
sistema dopaminérgico), bem como para a diminuicdo dos efeitos relacionados a
aprendizado e memoria (sistema colinérgico). O estudo do abuso de drogas, entre elas o
etanol, é de extrema importante para a nossa sociedade, visto que estamos observando um
aumento acentuado de dependentes em nosso meio, principalmente de criancas e
adolescentes, 0 que acarreta um grande problema social.

Em funcdo da alta frequéncia do uso do alcool e dos inimeros riscos a saude
advindos deste consumo, uma compreensdo da interacdo deste com neurotramissores do

sistema nervoso central se fazem necessaria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais:

Estudar as alteragdes comportamentais e neuroquimicas produzidas em corpo

estriado de camundongos jovens submetidos a tratamento subcrénico com etanol na

presenca e auséncia de drogas bloqueadoras dopaminérgicas e colinérgicas.

3.2 Especificos:

Avaliar o comportamento de animais submetidos a diferentes doses de etanol
sozinho ou associado com antagonista dopaminérgico ou colinérgico em

modelos de comportamento motor e ansiedade;

Estudar as alteragcBes neuroquimicas em corpo estriado de camundongos
tratados subcronicamente com etanol sozinho ou associado com antagonista
dopaminérgico ou colinérgico, através de determinacbes dos niveis de

monoaminas (Norepinefrina, Dopamina e &cido 3, 4-dihidroxifenilacético);

Determinar a atividade Acetilcolinesterasica (AChE) em corpo estriado de
camundongos jovens, ap0s tratamento subcrénico com etanol sozinho ou

associado com antagonista dopaminérgico ou colinérgico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 108 camundongos Swiss, adultos-jovens, 2 - 4 meses, fémeas,
com peso variando entre 25 - 30 g. Os animais foram provenientes do Biotério central da
Universidade Federal do Ceard e do biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina desta mesma Universidade.

Durante todos os experimentos, 0s animais foram mantidos em gaiolas com no
méaximo 10 animais, em condi¢cdes ambientais semelhantes, com ciclos de alternancia
claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo padrdo tipo purina e agua ad libitum. A
manipulagdo dos animais, antes, durante e depois dos experimentos, foi conduzida de
acordo com as regras de manipulagdo de animais de laboratorio, preconizadas pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e foram seguidas as
normas do Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do

Ceara.

4.2 Preparo das substancias

- Etanol: O alcool etilico a 95%, P.A. (Merck, Alemanha) foi utilizado para o preparo de
solucdo a 20% em &gua bidestilada. O etanol foi administrado nos animais nas seguintes
doses: 1 ou 3g/kg, via oral (gavagem).

- Atropina (Sigma): Foi administrada na dose de 0,5 mg/kg, via intraperitoneal).

- Haloperidol: (Haloperidol-ampola de 5 mg/mL- Lab. Cristalia) foi administrado na dose

de 0,5 mg/kg, via intraperitoneal.

4.3 Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com agua destilada (controle), etanol (via oral) ou pré
tratados com haloperidol (bloqueador dopaminérgico) ou atropina (bloqueador
colinérgico), essa aplicacdo foi feita trinta minutos antes da administracdo do etanol ou
agua destilada diariamente durante 7 dias. Para o tratamento por via oral foi utilizada uma
canula intragastrica de polietileno. Trinta minutos apos a ultima administracdo das drogas

por via intraperitoneal e sessenta minutos apds a ultima administracdo por via oral, 0s
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animais foram submetidos aos testes de comportamento e, posteriormente, sacrificados

com dissecacdo do corpo estriado para os testes neuroquimicos.

ontrole v.o TESTES
30 ou 60 min 5 Comportamento
Monoaminas
AchE
CntrE)Ie i.p)
(7 dias)
) TESTES
60 min 5 Comportamento
Monoaminas
AchE
Etanol vo
1 ou 3g/Kg
(7 dias)
TESTES
) Comportamento
X — 30 min Monoaminas
Haloperidol > AchE
ou Atropina (i.p)
0,5 mg/Kg (7 dias)
30 m|nE — Comportar_nento
Monoaminas
-— AchE
Haloperidol ou Etanol vo
Atropina (i.p_.) 1 ou 3g/Kg
0,5 mg/Kg (7 dias) (7 dias)
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4.4 Estudo Comportamental

4.4.1 Teste do campo aberto

O campo aberto (figura 6) para camundongos foi feito de acrilico (paredes
transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15 cm) dividido em nove quadrantes iguais. O campo
aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratoria do animal (Archer, 1973). Os
principais pardmetros observados foram: ndmero de cruzamentos com as quatro patas
(movimentacdo espontanea), nimero de comportamentos de autolimpeza (grooming),
numero de levantamentos (rearing), registrados durante um tempo de 4 minutos, apos 1
minuto de habituacdo. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-
lo, apesar do conflito com o medo provocado pelo ambiente novo.

Figura 6: Equipamento para teste do camp aberto

4.4.2 Teste do Rota Rod

Para o teste do rota rod, os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma
barra de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm do piso, em uma rotacdo de 12 rpm (Figura
7). Os animais selecionados receberam o tratamento e foram colocados no equipamento
por 1 min. Foi registrado o nimero de quedas, com trés reconduc@es, no maximo (Dunham
e Miya, 1957). Este teste permite avaliar se o0s tratamentos promovem incoordenacao

motora nos animais por sedagdo e/ou relaxamento muscular.

40



Figura 7: Equipamentos para o teste de Rota rod

4.4.3 Teste da placa perfurada (Hole-board)

O hole board (figura 8) consiste numa caixa quadrada de acrilico preto (50 x
50 cm) 10 cm de altura, 16 orificios de 2 cm de diametro, equidistantes uns dos outros e
das bordas. Foi registrado durante 5 minutos 0 numero de vezes que 0S animais
espreitaram os orificios, usando-se como condi¢do minima de espreitamento a colocagéo
da cabeca nos orificios até o nivel das orelhas dos animais para avaliacdo de possivel acéo
ansiolitica/ansiogénica do etanol. Um aumento no nimero e no tempo despendido
espreitando os orificios implica numa maior atividade exploratoria ou uma acao ansiolitica,
assim como uma reducdo neste parametro, quando comparados aos valores do grupo

controle, é compativel com uma acdo ansiogéncia (File e Pellow, 1985).

Figura 8: Placa perfurada
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4.4.4 Teste do Labirinto em cruz elevado (Plus maze)

O labirinto em cruz elevado (LCE) ¢é baseado no modelo proposto, em ratos,
por Pellow (Pellow, Chopin et al., 1985) e validado por Lister (Lister, 1987) para
camundongos, e consiste de dois bragos abertos opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados
(30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados
estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A plataforma (figura 9), as
paredes laterais dos bragos fechados e o chdo foram confeccionados em acrilico. O
aparelho fica elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Uma hora (v.0.) ou meia
hora (i.p.) ap6s os tratamentos ou o veiculo administrado, os camundongos foram
colocados no centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bracos fechados e o seu
comportamento observado por 5 minutos.

As medidas comportamentais registradas no LCE foram: nimero de entradas e o
tempo despendido nos bragos abertos e nos fechados. Neste modelo, os roedores evitam 0s
bracos abertos do labirinto, restringindo a maioria de suas atividades aos bracos fechados.
Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e
tempo) revela um efeito ansiolitico (Pellow, Chopin et al., 1985; Pellow e File, 1986), e 0
inverso € verdade para compostos ansiogénicos. O nimero de entradas nos bragos fechados
avalia a atividade motora dos animais (Rodgers, Johnson et al., 1996; Rodgers e Dalvi,
1997).

Figura 9: Labirinto em cruz elevada

4.5 Estudos Neuroquimicos

4.5.1 Determinagéo de monoaminas
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Os animais foram decaptados ap0s o0s testes comportamentais com uma guilhotina
e, em seguida, o corpo estriado foi retirado e imediatamente sobre papel aluminio numa
placa de petri com gelo. O corpo estriado foi isolado das estruturas e utilizado para
preparar homogenatos a 10 %. O tecido cerebral foi sonicado em &cido perclorico (HCIO,)
por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada. Uma aliquota
de 20 ul do sobrenadante foi injetada no equipamento de HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) (Figura 11) com deteccdo eletroquimica, para a anélise quimica. Para a
analise das monoaminas foi utilizada uma coluna CLC-ODS(M) com comprimento de 25
cm, calibre 4,6 mm e didametro da particula de 3 um, da Shimadzu-Japdo. A fase movel
utilizada foi composta por tampdo acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo &cido
octanosulfénico sddico, 0,69 M (SOS), como reagente formador do par iénico, acetonitrila
4 % vlv e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NE, DA e DOPAC foram eletronicamente detectados
usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da Shimadzu, Japdo) pela
oxidacdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85 V relativo a um eletrodo de
referéncia de Ag-AgCl. Os padrbes foram preparados em uma concentracdo final de 4 ng
de NE, DA e DOPAC (Sigma, MO, EUA). A partir da altura ou area dos picos desses
padrdes, as amostras foram calculas no programa Microsoft Excel em um computar PC e

os resultados expressos em ng/g de tecido.

Figura 11: Aparelho de HPLC

Determinacéo da atividade da Enzima Acetilcolinesterase

A atividade acetilcolinesterasica foi determinada segundo Ellman e colaboradores

(Ellman, Courtney et al., 1961), tendo como principio a medida da velocidade de producao
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de tiocolina & proporcao que a acetiltiocolina (ATC) utilizada como substrato € hidrolisada.
Isto € acompanhado pela reacdo continua do grupo tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-
nitrobenzoato para produzir o anion amarelo do acido 5-tio-2-nitro-benzdico, cuja
coloracdo é medida em 412nm, através de um espectrofotbmetro Beckman DU, acoplado a
um sistema de modernizacdo da Gilford, USA, o que permite leituras automaticas em

sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

Acetilcolina >
DTNB

oy

Figura 12: llustracdo da reacdo de identificacdo da acetilcolinesterase

<

O método de Bradford foi utilizado na determinacdo de proteinas totais, este
método utiliza o corante de “Coomassie brilliant blue” BG-250. Ele é baseado na interacéo
entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anidnica, que absorve fortemente em 595nm (Zaia, Zaia et al., 1998), os resultados
foram observados no leitor de ELISA. A atividade enzimatica € medida através da leitura
da variacdo da absorbéancia por minuto, durante 3 minutos. A atividade especifica foi
expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de proteina por minuto

(nmoles/mg de proteina/min).

ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego California EUA. Os resultados
que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por Anélise de Variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey (post hoc). Em todas as analises estatisticas, 0s
valores foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM) com o nimero de

44



animais entre parénteses e foi considerado o nivel critico para rejeicdo da hipétese de

nulidade menor que 0,05 (p<0,05).

45



5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO COMPORTAMENTAL

5.1.1 Teste do campo aberto

A atividade locomotora espontdnea (ALE), rearing (levantamento das patas
dianteiras) e grooming (comportamento de autolimpeza) foram os parametros analisados e
os resultados foram expressos como nimero de travessias, de rearing e grooming. Como
demonstrado na figura 13, quando comparado ao controle [32,08 + 0,83 (13)], o etanol
(ET) em doses baixas (1g/kg, vo) [38,29 + 1,81 (8)] apresentou um efeito estimulante
sobre a atividade exploratéria dos animais, uma vez que mostrou um aumento no ndmero
de cruzamentos no teste de campo aberto [F(4,38)=121,5;p<0,05]. Por outro lado, doses
mais altas de etanol [3g/Kg, vo: 6,22 + 0,78 (9)], mostrou efeito depressor visualizado pela
acentuada reducdo no numero de cruzamentos. Resultado semelhante foi observado pela
administracdo de haloperidol (HALO 0,5mg/kg, ip) [7,400 = 1,9 (7)] na realizagcdo do
mesmo teste [F(4,38)=121,5;p<0,001]. A associacdo de haloperidol 0,5mg/kg + etanol
1g/kg (HALO + ET1) diminui a ALE [1,80 + 0,58 (6)], revertendo assim o efeito do etanol
(ET1) sozinho[F(2,16)=187,5;p<0,001]. J& na associacdo do haloperidol com o etanol na
maior dose (ET3) [0,40 + 0,24 (6)] foi observado uma potencializacéo da acdo de diminuir
a ALE quando comparado com as drogas sozinhas[F(2,18)=14,68;p<0,001]. Embora a
atropina sozinha [33,80 + 2,458 (6)] ndo tenha produzido nenhum efeito nesse parametro,
quando comparado ao grupo controle [32,08 £ 0,83 (13)], a associagdo de atropina com
etanol [ATROP + ET1: 39,67 + 1,76 (6)] mostrou que atropina ndo modificou o efeito
estimulante do etanol na menor dose, j& a associagdo na maior dose [ATROP + ET3: 3,600
+ 0,8124 (6)] diminuiu significantemente a ALE quando comparados a ATROP, ET1 ou
ET3 [F(2,14)=96,68;p<0,001].

Considerando o comportamento de rearing (Figura 14) o etanol somente apresentou
um efeito de diminui¢do do nimero de levantamentos [0,0 + 0,0 (9)] na maior dose (ET3),
quando comparado ao grupo controle [16 + 0,67 (13)]. A administracdo de atropina [11,6 +
0,93 (6)] ou haloperidol [0,0 + 0,0 (6)] sozinhos também diminuiram o nimero de rearing
quando comparado ao grupo controle [F(4,36)=115,0;p<0,0001]. Os grupos associados
[HALO + ET1: 1 £ 0,4472 (6) ou ET3: 0,0 £ 0,0 (6); ATROP + ET1: 2,8 +0,8 (6) ou ET:
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0,0 + 0,0 (6)] apresentaram uma importante diminuicdo no numero de rearing
[F(2,16)=63,94;p<0,0001]. Esse efeito foi maior nas associacdes com Etanol 3mg/kg
(HALO+ET3 ou ATROP +ET3), sugerindo assim um efeito potencializador do etanol na
dose na maior dose.

Na avaliacdo da ocorréncia de comportamento de autolimpeza (grooming) na figura
14, quando comparado ao controle [1,93 £ 0,24 (13)], animais tratado com ET1 [3,6 + 0,4
(6)] apresentaram um aumento do numero desse comportamento [F(2,16)=16,96;p<0,01],
contrastando com animais tratados isoladamente com ET3 [0,44 +0,17 (9)] ou HALO [0,6
+ 0,24 (6)], que mostraram uma reducdo desses eventos [F(2,16)=16,96;p<0,001] e
[F(2,16)=16,96;p<0,05], respectivamente. O grupo (HALO+ET1) [1,400 +0,2449 (6)]
assim como de (ATROP + ET1) [1,600 +0,2449 (6)] resultou em menos eventos de
grooming em comparacdo ao grupo que recebeu a administracdo apenas de ET1
F(2,16)=15,86;p<0,001]; [F(2,16)=15,86;p<0,01], respectivamente, mostrando que 0 0S

bloqueio do sistemas dopaminérgico e colinérgico contribuiram para essa acéo.
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Figura 13 — NUmero de cruzamentos realizados por diferentes grupos de animais sob o tratamento
subcrénico de etanol isolado ou associado ao haloperidol ou atropina atividade locomotora de
camundongos. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO) (0,5mg/kg), atropina (ATROP) (0,5mg/kg),
ou veiculo (controle) foram administrados. No protocolo de associacdo, os animais foram pré-tratados com
haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30 minutos apds com etanol (1 ou 3g/kg). Sessenta minutos
ap6s administracdo de etanol, os animais foram testados no aparato do campo aberto. Os resultados foram
expressos considerando p<0.05 e 1C 95% (ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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Figura 14 - Efeito do tratamento subcronico de etanol isolado ou associado ao haloperidol ou atropina
(rearing) de camundongos. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO) (0,5mg/kg), atropina (ATROP)
(0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram administrados. No protocolo de associagdo, os animais foram pré-
tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30 minutos ap6s com etanol (1 ou 3g/kg).
Sessenta minutos apos administracdo de etanol, os animais foram testados no aparato do campo aberto. Os
resultados foram expressos considerando p<0.05 e IC 95% (ANOVA seguida por Tukey como teste post
hoc).
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Figura 15 - Efeito do tratamento subcronico de etanol isolado ou associado ao haloperidol ou atropina
(grooming) de camundongos. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO) (0,5mg/kg), atropina (ATROP)
(0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram administrados. No protocolo de associagdo, os animais foram pré-
tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30 minutos ap6s com etanol (1 ou 3g/kg).
Sessenta minutos apds administracdo de etanol, os animais foram testados no aparato do campo aberto. Os
resultados foram expressos considerando p<0.05 e IC 95% (ANOVA seguida por Tukey como teste post
hoc).
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5.1.2 Teste do Rota Rod

O parametro avaliado neste teste foi 0 numero de quedas do animal no aparelho,
considerando que na terceira queda o animal ndo era mais colocado na plataforma
giratoria.

Como mostrado na figura 16, os animais tratados com etanol sozinho (1g/kg ou
3g/kg) [1,1 £ 0,11 (6)]; [3 £ 0,0 (9)] apresentaram aumento no nimero de quedas (NQ)
[F(4,48)= 60,06;p<0,0001] quando comparado ao controle [0,3571 + 0,1329 (14)],
mostrando que independente da dose o etanol altera esse comportamento e que na dose
maior (ET3) esse parametro se mostra mais acentuado, ou seja 0 nimero de quedas foi
significantemente maior que na dose menor (ET1), quando comparados a essa mesma
dose. Quanto as alteracfes provocadas pelas as associacbes (HALO + ET1 ou ATROP +
ET1) foram inversas. A associacdo com haloperidol 0,5mg/kg [1,571+ 0,2020 (6)]
aumentou o NQ, indicando um efeito potencializador do mesmo, e, a associagdo com
atropina 0,5mg/kg [0,3333 £0,2020 (6)], diminuiu esse parametro, indicando uma possivel
reversdo do efeito do etanol. Das associagdes com haloperidol 0,5mg/kg, a Unica que
apresentou alteracdo significante foi quando associado a maior dose de etanol (3g/kg)
[3,000 + 0,0 (6)] em comparacdo com a associacdo com a menor dose (1g/kg) [1,571+
0,2020 (6)], mostrando que o etanol ocupa um papel importante nessa reducdo da
incapacidade de se manter na plataforma.

A associacdo com atropina 0,5 mg/ kg que mostrou alteragéo significante foi com o
etanol na maior dose (ATROP + ET3) [1,625 + 0,4605 (6)]. Quando comparado a
administracdo do etanol sozinho (3g/kg) [3,000 + 0,0 (9)], a atropina parece reverter o
efeito do etanol evidenciado pela diminuicdo do numero de quedas da plataforma
[F(2,24)= 9,527;p<0,01] e um amento do NQ quando comparado apenas a atropina
0,5mg/kg [0,1250 + 0,1250 (6)], enfatizando a contribui¢do do etanol na dose de 3g/kg

para 0 aumento desse parametro.
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Figura 16 - Efeito do tratamento subcrénico de etanol isolado ou associado ao haloperidol ou atropina
na atividade locomotora através teste do rota rod de camundongos. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol
(HALO) (0,5mg/kg), atropina (ATROP) (0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram administrados. No
protocolo de associacdo, os animais foram pré-tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30
minutos apos com etanol (1 ou 3g/kg). Sessenta minutos apds administracdo de etanol, os animais foram
testados no aparato do campo aberto. Os resultados foram expressos considerando p<0.05 e IC 95%

(ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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5.1.3 Teste da Placa Perfurada (Hole Board)

Quando avaliado o parametro deste teste, apenas os animais tratados com ET3[1,22
+ 0,2 (9)] ou HALO [6,2 + 0,66 (6)] apresentaram reducdo numeros de mergulhos quando
comparados ao do grupo controle [23,43 + 0,99 (13)] [F(4,37)= 90,91;p<0,001]. Como
mostra a figura 17. Os grupos tratados com a combinacdo (HALO + ET1) [2,0 + 0,55 (6);
(p<0,001], ou ET3 [1,2 + 0,22 (9)];p <0,001) apresentaram uma reducdo no numero de
mergulhos quando comparados os animais tratados com ET1 [22,00 + 1,581 (6)]
isoladamente [F(2,16)= 82,67;p<0,001], indicando um possivel efeito potencializador do
etanol dessas associacOes, em contrapartida a associagdo ATROP + ET1 [29,6 + 1,77 (6);
p<0,01] provocou um aumento desse parametro, paracendo potencializar o efeito do etanol.

Uma potencializacdo do efeito de etanol na maior dose ocorreu ao ser administrado
associado com o haloperiol (HALO + ET3) [0,0 £ 0,0 (6)] em comparacdao com ET3 ou
HALO sozinho, considerando o fato de que o animal ndo introduziu a cabeca no orificio
uma Unica vez. O tratamentos associado com atropina (ATROP + ET1 ou ET3)
apresentaram uma reducao no namero de mergulhos quando comparado ao grupo tratado
apenas com atropina isolada [F(2,16)=1,81;p<0,001]. O ET3 parece potencializar a
reducdo do numero de mergulhos gerada pelo haloperidol ou atropina com a relacdo dose

dependente.
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Figura 17 - Avaliacdo da atividade ansiolitica do tratamento subcrénico de etanol isolado ou associado
ao haloperidol ou atropina no teste da placa perfurada. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO)
(0,5mg/kg), atropina (ATROP) (0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram administrados. No protocolo de
associacdo, os animais foram pré-tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30 minutos
ap6s com etanol (1 ou 3g/kg). Sessenta minutos apds administragdo de etanol, os animais foram testados no
aparato do campo aberto. Os resultados foram expressos considerando p<0.05 e IC 95% (ANOVA seguida

por Tukey como teste post hoc).
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5.1.4 Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

Neste teste foi avaliado o nimero de entrada em cada brago (aberto e fechado) e o
tempo de permanéncia nos respectivos bragos.

Como demonstrado na figura 18a (tempo de permanéncia no braco fechado) e 18b
(ndmero de entradas no braco fechado), quando comparado ao controle [TPBF:175,6 +
3,222 (14); NEBF: 7,30 + 0,21 (14)], os animais tratado com ET1 [100,8 + 12,68 (6)]
provocaram reducdo no tempo de permanéncia no braco fechado (TPBF), ao contréario dos
animais que receberam ET3 [228,3 +13,29(9)], no qual observou-se aumento no TPBF
[F(4,37)=39,30;p<0,001] e reducdo do numeros de entradas no Braco fechado (NEBF)
[0,89 + 0,11 (9)]. Efeito semelhante foi observado quando administrado haloperidol
sozinho [TPBF: 274,6 + 4,84 (6); NEBF:1,40+ 0,24 (6)]. Na associacdo de haloperidol
(HALO + ET1 ou ET3) observou-se uma reducdo significativa do NEBF quando
comparados com etanol ou haloperidol sozinho [F(2,16)=26,3;p<0,001], [F(2,16)=
12,3;p<0,05] para a primeira associacdo e apenas comparado ao etanol sozinho [F(2,18)=
28,95;p<0,001] para segunda. Comparados apenas a haloperidol sozinho [274,6 + 4,8 (6)],
a associacdo HALO + ET1 [99 + 3,5 (6)] teve o TPBF aumentado, contrastando com a
associacdo HALO + ET3 [0,0 £ 0,0 (6)] que teve esse parametro diminuido, possivelmente
devido a imobilidade do animal.

Quando comparada ao controle, a administracdo de atropina 0,5mg/kg, ip nédo
provocou alteracdo significante nos paramentos analisados, no entando, quando associada
ao etanol 1g/kg, vo (ATROP + ET1) apresentou reducdo no NEBF [1,400 +0,5099 (6)]
quando comparado ao tratado com etanol isolado (ET1) [7,200+ 1,068 (6)] ou ATROP
[7,600 + 0,8124 (6)] e aumento no TPBF [193,4 + 2,993(6)] apenas para  quando
comparado com ET1 [100,8 +12,68 (6)]. Comportamento semelhante foi observado nos
animais tratados com ATROP + ET3 quando comparado ao grupo tratado com atropina
isolada [F(2,16)=7,792;p<0,001]; [F(2,16)= 44,65;p<0,001].

Os resultados do teste de plus maze no brago aberto mostram que em comparagéo
ao controle [TPBA: 38,07 £ 2,183 (14); NEBA: 9,4 + 0,509 (14)]
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Figura 18a - Avaliacdo do tempo de permanéncia no brano teste de pluz maze do tratamento
subcroénico de etanol isolado ou associado ao haloperidol ou atropina no teste de plus maze. Etanol (ET)
(1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO) (0,5mg/kg), atropina (ATROP) (0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram
administrados. No protocolo de associacdo, os animais foram pré-tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou
atropina 0,5mg/kg e 30 minutos apds com etanol (1 ou 3g/kg). Sessenta minutos ap6s administracdo de
etanol, os animais foram testados no aparato do campo aberto. Os resultados foram expressos considerando
p<0.05 e IC 95% (ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).
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Figura 18b - Avaliacdo da atividade ansiolitica do tratamento subcrénico de etanol isolado ou
associado ao haloperidol ou atropina no teste de plus maze. Etanol (ET) (1 ou 3g/kg), haloperidol (HALO)
(0,5mg/kg), atropina (ATROP) (0,5mg/kg), ou veiculo (controle) foram administrados. No protocolo de
associagao, 0s animais foram pré-tratados com haloperidol 0,5mg/kg, ou atropina 0,5mg/kg e 30 minutos
apo6s com etanol (1 ou 3g/kg). Sessenta minutos apds administracdo de etanol, os animais foram testados no
aparato do campo aberto. Os resultados foram expressos considerando p<0.05 e IC 95% (ANOVA seguida

por Tukey como teste post hoc).
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5.2 ESTUDO NEUROQUIMICO

5.2.1 Concentrag6es de monoaminas em corpo estriado de camundongos tratados com
etanol sozinho ou associado com bloqueadores colinérgico e domapinérgico através de
HPLC

A Tabela 4 mostra os resultados ap6s administracdes de etanol (1g/kg ou 3g/kg,
v.0.) ou em associacdo com haloperidol (HALO 0,5mg/kg, i.p) ou atropina (ATROP
0,5mg/kg, i.p.), sobre os niveis de monoaminas e seus metabodlitos (NE, DA e DOPAC)
em ng/g de tecido em corpo estriado de camundongos.

Foi observado que a concentracdo de NE ndo apresentou alteracao significativa em
nenhum grupo quando comparado ao controle, porém apresentou-se aumentada
[F(2,16)=12,42; p<0,0001] nos grupos com a administragdo de etanol na maior dose
associado com haloperidol 0,5mg/kg ou atropina 0,5mg/kg quando comparado ao grupo
tratado apenas com etanol.

Nas analises da concentracdo de dopamina, foi observada que apenas a
administracdo isolada de haloperidol 0,5mg/kg ou atropina 0,5mg/kg provocaram uma
reducdo significativa nos niveis dessa amina quando comparados ao grupo controle
[F(4,24)=62,21;p<0,0001]. Quando houve a administracdo associada (HALO ou ATROP +
ET1), observou-se uma reducéo significativa dos niveis de dopamina quando comparado
ao grupo tratado apenas com ET1 [F(2,15)= 112,2;p<0,0001], no entanto, quando
comparado com a administracdo de haloperidol 0,5mg/kg ou atropina 0,5mg/kg isoladas,
as associagdo com haloperidol 0,5mg/kg apresentam apenas uma tendéncia no aumento
desses niveis, enquanto a associacdo ATROP + ET1 apresenta um aumento significativo
desses niveis [F(2,16)=33,43;p<0,001]. O mesmo foi observado com as associacoes
(HALO ou ATROP + ET3) quando comparados a administragdo isolada de etanol 3g/kg
[F(2,15)= 372,0;p<0,0001], mostrando um possivel efeito potencializador do etanol e uma
tendéncia discreta de reversdo dos niveis quando atropina isolada.

Como esperado, quando comparados ao controle, os niveis de DOPAC se
mostraram aumentados nos grupos tratados isoladamente com haloperidol 0,5mg/kg,
porém esse comportamento tambeém foi observado na administragdo de atropina 0,5mg/kg
[F(4,25)=7,96;p<0,0005]. Na associacdo (HALO + ET3), os niveis de DOPAC
aumentaram significativamente quando comparada aos grupos tratados com ET3, HALO
ou (HALO + ET1) [F(3,21)= 16,82;p<0,001].
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O grupo com associacdo da atropina 0,5mg/kg com etanol em dose alta (3g/kg)

apresentou diferenca significativa apenas quando comparado a associacdo em doses baixas
de etanol [F(2,14)=5,181;p<0,05].

Tabela 4: - Efeitos do etanol sozinho ou associado com haloperidol ou atropina nos

niveis de monoaminas no corpo estriado de camundongos

NE(n) DA(n) DOPAC(n)
CONTROLE 44,08 + 7,14 (6) 3228 + 656,6 (6) 942,2 + 80,6 (5)
ET1 46,34 + 10,42 (6) 4406+ 507,8 (6) 1138 + 116,3 (6)
ET 3 31,42 +2,99 (6) 3674 + 233 (6) 1017 + 125 (6)
ATROP 0,5 53,24 + 1,37 (5) 107,7+23,36 (6)® 1362 + 96,65 (6)
HALO 0,5 65,10+ 4,30 (6) 282,6 + 84 (6)° 1714 + 144 (6)*

HALOOS5+ET1
HALOO05+ET3
ATROP 05+ ET1
ATROP05+ET3

49,17+ 8,17 (5)
54,03+ 3,0 (6) °
51,15+ 6,9 (5)

59,94 + 6,0 (6) °

533,2 +175,9 (6)°
1425 + 28,5 (6) °
703,1 + 85,5 (6)™ ¢
146,3 + 32,8 (6) °

1654 + 329,9 (6)
3751 + 437,4 (6) °
1453 + 1619 (6)
1052 + 100 (5)"

NE - Norepinefrina; DA - Dopamina; DOPAC - &cido 3, 4-dihidroxifenilacético . Os dados sdo apresentados

como a média * E.P.

M ab,cdhi efg

p<0.05 comparados com grupo controle, etanol, atropina isolada e suas

associacOes, haloperidol isolado e sua associagdes, respectivamente (ANOVA seguida por Tukey como teste

post hoc).
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5.2.2 Atividade da enzima acetilcolinesterase em corpo estriado de camundongos
tratados com etanol sozinho ou associado com bloqueadores colinérgico e
dopaminérgico através de espectrofotdmetro.

A figura 20 (A, B) mostra os efeitos da administracdo subcrénica de etanol,
atropina 0,5mg/kg ou haloperidol 0,5mg/kg (sozinhos ou em associacgédo) sob a atividade da
enzima acetilcolinesterase no corpo estriado de camundongos.

Quando comparados ao controle (A), houve uma reducdo importante da atividade
de AchE quando administrados todas as drogas isoladas [F(2,27)=15,36;p<0,0001].

Os resultados expostos na figura 20 (B), indicam que a associacdo (ATROP + ET3)
[(57,24 £ 5,9 (6)] reduziu a atividade de AchE quando comparada administracdo de ET3
[161,2 £ 36,7 (9)] ou (ATROP + ET1) [85,1 £ 8,4(6)] [F(2,15)=13,18;p<0,0001]. Esta
Gltima associagdo provocou aumentado da atividade de AchE em relacdo a administracdo
isolada de atropina 0,5mg/kg [39,05 = 3,1(6)], enquanto a associagdo (HALO + ET3)
[78,77 + 8,6(6)] mostrou reducdo apenas quando comparada a ET3 [161,2 = 36,7(6)]
[F(2,15)= 6,197;p<0,002].
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Figura 20: Efeitos do etanol sozinho ou associado com atropina ou haloperidol na atividade de
acetilcolinesterase no corpo estriado de camundongos. (A) Grupos isolados. Os dados sdo apresentados
como a média + E.P.M. #*¢%¢ p<0.05 comparados com grupo controle, etanol1,etanol3, atropina, haloperidol,
respectivamente. (B) Grupos associados. Os dados sio apresentados como a média + E.P.M. 2bcander
p<0.05 comparados com grupo etanoll, etanol3, atropina isolada e suas associa¢@es, haloperidol isolado e

sua associaces, respectivamente (ANOVA seguida por Tukey como teste post hoc).

61



6. DISCUSSAO

Este estudo investigou os efeitos da associa¢ao subcronica de etanol e bloqueadores
do sistema colinérgico (atropina) e dopaminérgico (haloperidol) em modelos
comportamentais de atividade locomotora, exploratéria e ansiedade, assim como dosagem
das concentracdes de monoaminas e seus metabolitos no corpo estriado de camundongos e
0 comportamento da atividade da acetilcolinesterase frente a essas administracdes. Estes
testes sdo modelos classicos para triagem de atividades sobre o sistema nervoso central,
incluindo o etanol em animais e fornece informaces tais como desempenho psicomotor,

locomocdo, atividade ansiolitica, miorrelaxante.

Efeitos na atividade locomotora e coordenagdo motora

Os testes utilizados para esta avaliagdo foram o campo aberto e rota rod,
considerando que no campo aberto o aumento do numero de travessias, rearing e grooming
significa uma efeito estimulante dobre a ALE e que no teste de rota rod, o aumento do
nimero de quedas do animal da plataforma giratéria evidéncia a diminuicdo da
coordenacgdo motora.

Observou-se que o etanol em doses baixas (1g/kg) apresentou efeito estimulante
com aumento da atividade locomotora, indicado pelo aumento no nimero de cruzamentos,
rearing e gromming no teste do campo aberto, porém notou-se um prejuizo na coordenacgao
motora com o0 aumento do numero de quedas no teste do rota rod. Ja o etanol em doses
altas (3g/kg) o efeito apresentado foi oposto, apresentando reducéo em todos os pardmetros
analisados tanto no teste de avaliacdo da atividade locomotora e coordenagdo motora, neste
altimo ndo conseguindo se manter suspenso na plataforma giratéria pelo tempo
determinado.

O efeito bifasico do etanol é conhecido e foi descrito por Pohorecky em 19977
(Pohorecky, 1977) e confirmado em outros estudos. Em doses baixas, ele induz um
transitorio efeito excitatorio, porém em doses altas ou utilizado cronicamente, exibe um
efeito depressor do SNC (Boerngen-Lacerda e Souza-Formigoni, 2000; Mcintosh e Chick,
2004; Soares, Patrocinio et al., 2009). Esse efeito antagbnico e dose-dependente podem
estar relacionado com a grande variedade de neurotransmissores que o etanol pode
interferir, incluindo GABA, glutamato, norepinefrina, dopamina, serotonina e acetilcolina
(Hunt e Majchrowicz, 1983; Sharko e Hodge, 2008; Theile, Morikawa et al., 2008;
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Vasconcelos, Sales et al., 2008). A administragdo isolada do bloqueador dopaminérgico
teve comportamento semelhante ao do etanol na maior dose no teste do campo aberto e
uma tendéncia no aumento do numero de quedas na avaliacdo da coordenacdo motora.
Embora o uso isolado de etanol tenha apresentado perfis de ALE distintos em diferentes
doses de etanol, o bloqueio dopaminérgico por haloperidol resultou em reducdo da ALE
independente da concentracdo de etanol, mostrando a correlacdo da via dopaminérgica sob
a acdo do etanol na ALE.

A atividade de locomocdo, rearing, gromming parecem estar relacionadas com a
hiperatividade dopaminérgica e a ligacdo principalmente com o receptor D2. Estudos
apontam que o aumento da atividade dopaminérgica induz um maior comportamento
desses parametros (Dreher e Jackson, 1989; Rowlett, Mattingly et al., 1995).

Outro estudo que mostra os efeitos do haloperidol sobre a atividade locomotora
mostra a influencia da dose administrada de haloperidol e a sua correlagdo com o
fendmeno de imobilidade conhecido catalepsia. A catalepsia nos grupos tratados com 0,2 e
0,4 mg/kg de haloperidol foi observada em 30 e 70% dos animais, respectivamente. A dose
de 0,1 mg/kg de haloperidol ndo induziu catalepsia, sugerindo que somente em doses mais
elevadas é que esta substancia é capaz de causar grande inibicdo da locomocdo (Huang,
Shyu et al., 2010).

Num experimento dirigido por (Arias, Mlewski et al., 2010) que utilizou ratos
jovens que receberam 2,5 e 3g de etanol/kg foi relatado um aumento na concentracdo de
dopamina no tecido estriatal bem como da atividade locomotora, quando associado
blogueadores dopaminérgicos D1 ou D2 o efeito na locomog&o foi também revertido.

Observou-se que na administracdo isolada de atropina, a atividade locomotora néo
se alterou de forma significante, porém guando associada ao etanol na menor dose (1g/kg)
0 efeito estimulante do etanol sobre a ALE aumentou, embora ndo tenha sido
estatisticamente significante, no entanto, estudo realizado camundongos fémeas por
(Scibelli e Phillips, 2009) obteve 0 mesmo achado ao utilizar escopolamina e etanol com
resultado estatisticamente significante. Em nosso estudo, os achado demonstram a
tendéncia de que elevadas de etanol (3g/kg), a reducdo da locomocéao foi mais acentuada

assim como a diminuigéo da coordenagdo motora.

Efeitos na atividade de ansiedade
Os testes utilizados para esta avaliagdo foram placa perfurada (hole board) e

labirinto em cruz elevado (LCE) (plus maze), considerando que no teste da placa perfurada
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0 aumento no nimero de vezes que o animal introduz a cabega no orificio esta relacionado
com efeito ansiolitico e no teste do labirinto, o estado de ansiedade estar relacionado com a
preferéncia pelos bragos fechados.

Em nosso estudo observou-se que o etanol na menor dose e atropina ndo modificou
0 comportamento de ansiedade dos animais, no entanto, os animais tratados com etanol
3g/kg, isoladamente com haloperidol 0,5mg/kg ou com sua associacdo com etanol (1g/kg
ou 3g/kg), apresentaram comportamento ansiogénico devido a significante reducdo do
namero de mergulhos (head dippings), o que vai de encontro com mecanismo de acdo do
etanol nos receptor gabaeérgico, realizando efeito semelhante ao dos benzodiazepinicos, e
pelo mecanismo de acdo do haloperidol por bloguear um neutransmissor excitatério,
utilizado na clinica como antipsicotico e também mostrado no estudo de (Sena, Nunes et
al., 2011) que neste teste, os animais que consumiram etanol, aumentaram no nimero de
head dippings. O resultado encontrado no nosso estudo provavelmente ocorreu devido a
reducdo na atividade locomotora dos animais, considerando que na associacdo do
haloperidol com a maior dose de etanol foi observada nenhum head dip.

Observou-se que o etanol na menor dose apresentou comportamento inverso a

administracdo do etanol na maior dose ou haloperidol sozinho no teste do LCE. O primeiro
apresentando comportamento ansiolitico, por reduzir o tempo de permanéncia no brago
fechado e o dois dltimos, comportamento ansiogénico por aumentar esse parametro. Ja
qguando associamos o bloqueador dopaminérgico ao etanol na menor dose, efeito
ansiolitico se sobrep6s ao ansiogénico mostrado na administracdo sozinha do etanol,
contrapondo o achado no teste anterior (placa perfurada). Outro estudo que mostra o efeito
do alcool como ansiolitico, concordando com nosso achado, é o realizado por (Sena, Nunes
et al., 2011), onde mostra que o consumo (livre escolha) cronico, durante seis semanas, de
etanol e destilados da cana de acucar, no teste do LCE, provocou o aumento do tempo de
permanéncia nos bragos abertos, evidenciando um efeito ansiolitico.
J& associacdo com a maior dose, 0 animal se manteve imdvel, o que indica a interferéncia
do comprometimento motor. Estudo mostrou que drogas que alteram a atividade
locomotora podem levar a resultados falso positivos/negativos no LCE (Onaivi, Maguire
etal., 1992).

Em um recente estudo (Kholodar, Amikishieva et al., 2011) que utilizou a
administracdo da dopamina intra-nasal para realizacdo de estudo de comportamento de
ansiedade em linhagem especifica de camundongos, mostrou que a dopamina apresenta

atividade ansiolitica e aumento da atividade motora, 0 que concorda com nosso estudo,
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considerando que a dopamina foi bloqueada pelo haloperidol com consequente
comprometimento da ALE.

As associacbes com o bloqueador colinérgico no aparato hole board mostrou
comportamentos inversos. Considerando na associa¢cdo com a menor dose, observou-se um
aumento de head dippings,no entanto, quando associado a maior dose, esse parametro foi
drasticamente reduzido, mostrando a soberania do efeito do etanol nesta associagéo.

O bloqueio do sistema colinérgico, aqui representado pela atropina, no teste do
LCE se comportou de forma inversa quando associado as diferentes doses de etanol. Na
menor dose, o efeito ansiolitico do etanol foi revertido pela atropina, provocando um
comportamento de ansiedade, ou seja, maior permanéncia no braco fechado. Ja na
associacdo com a maior dose de etanol, o efeito foi semelhante ao do etanol sozinho
(ansiogénico) e elevado em relagdo a atropina sozinha. O efeito ansiogénico da atropina foi
descrito também por (Zarrindast, Homayoun et al., 2000) em estudo que avaliou e
envolvimento dos sistemas adrenérgico, colinérgico muscarinico e nicotinico na qual a
resposta ap0s sete minutos da injecdo de nicotina, alterou os paramentos do teste de plus
maze indicando um efeito ansiogénico, 0 mesmo comportamento foi observado na
administracdo do antagonista de receptor muscarinico, atropina (2,5 ou 5 mg/kg) que
guando aplicado previamente em conjunto com a nicotina nao alterou a resposta da mesma,
mas provocou um efeito ansiogénico quando administra sozinha.

Como no teste realizado de atividade locomotora a atropina ndo causou alteracao
negativa, o que indica que ndo houve prejuizo motor, neste teste seu resultado ndo foi
influenciado por esse comportamento, no entanto, notadamente afetado na administragéo

do etanol (3g/kg) e isto pode ser um fator de confusao neste teste.

Efeitos sobre as monoaminas e acetilcolinesterase

Trinta minutos ou uma hora apo6s a administragdo das substancias testadas neste
estudo, retiramos 0 corpo estriado dos animais e as pecas foram submetidas aos testes no
HPLC para deteccdo de NE, DA e DOPAC e espectrofotdbmetro para deteccdo de da
atividade da acetilcolinesterase.

Em nosso estudo, embora néo estatisticamente significante, em dose baixa o etanol
pareceu aumentar os nivel de NE, DA e seu principal metabdlito DOPAC no corpo
estriado de camundongos, contrapondo-se a um estudo anterior (Vasconcelos, Cavalcante

et al., 2004) feito com ratos machos na dose de 2 ou 4g/kg, vo, onde ambas as doses
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resultaram na diminuicdo dos niveis de DA e DOPAC. Outro estudo que avaliou a
administracdo subcrénica de etanol 2g/kg, ip, mostrou resultado semelhante, com a
diminuigdo de todas as monoaminas, porém com aumento de DOPAC. (Kaneyuki,
Morimasa et al., 1991).

Nossos achados mostram uma tendéncia na diminui¢do da concentragdo de NE na
administracdo de etanol (3g/kg), ja que ndo houve significancia estatistica. Este achado
pode ser refor¢ado pelos achados de Vasconcelos (2004) no qual apresenta essa reducdo de
forma significante. Um segundo estudo realizado por Huang (1993) que utilizou ratos
espontaneamente hipertensos foi administrado 2,4g/kg, vo, de etanol durante quatro
semanas e 0s resultados indicaram que nos niveis de dopamina no corpo estriado
aumentaram em dobro. Esse diferenca pode ter se dado pela administracdo cro”nica neste
altimo estudo.

Quando administrados bloqueadores colinérgico e dopaminérgico sozinhos, notou-
se uma acentuada diminui¢do dos niveis de DA e aumento dos niveis de DOPAC, o que
concorda com estudo realizado por Hyde (1992) que analisou as alteragfes no metabolismo
da dopamina bilateralmente no corpo estriado, tubérculo olfatorio e cértex frontal de ratos,
o qual identificou niveis significativamente menores de dopamina no corpo estriado e
aumento de DOPAC na mesma area.

Outro achado do nosso estudo mostra que ao associar o haloperidol ao etanol em
pequenas doses, o efeito de reducdo da DA e aumento de DOPAC encontrado na
administragdo sozinha de haloperidol foi mantido, mostrando o potente feito do haloperidol
nessa anélise, porém com uma tendéncia para o aumento desses niveis, fato ndo observado
quando associado a maior dose de etanol. Efeito semelhante foi observado para as
associacfes com atropina sobre os niveis de DA. Estudo realizado por (Fekete, Herman et
al., 1979) que determinou os niveis NE, DA e DOPAC nos corpo estriado, sistema limbico
e hipotdlamo encontrou um aumento de DOPAC provocado pela administragdo de
haloperidol.

Uma maior dificuldade em correlacionar os estudos se da pela escassez de estudos
que avaliam os niveis de monoaminas e a administracdo do bloqueador dopaminérgico
haloperidol.

A regido do corpo estriado esta ligada a diversos eventos no SNC, tais como
motivacionais, associativos ou sensorio motor. Esses efeitos sdo regulados por diferentes
neurotransmissores, dentre eles a acetilcolina e a dopamina, que sdo encontrados em altas

densidade no corpo estriado (Descarries, Gisiger et al., 1997; Threlfell e Cragg, 2011).
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Quando avaliamos o sistema colinérgico, através da atividade da enzima
acetilcolinesterase no corpo estriado de camundongos, foi observado que o etanol em todas
as doses, a atropina ou haloperidol isolados ou associados ao etanol, provocaram a reducao
de mais de 60% dos niveis de desta enzima, sendo mais evidente quando administrado
atropina isolada. Esses resultados indicam o aumento de Ach induzido pelo etanol,
haloperidol e atropina. Corroborando com estudo de (Mahadik e Mukherjee, 1995), que ao
bloquear o sistema dopaminérgico administrando haloperidol durante oito dias, 0s niveis
de AchE foram aumentados, provavelmente gerado pela inibicdo do efeito inibitério da
dopamina sobre a acetilcolina, ou seja, causado o aumento desse neurotransmissor. O
estudo de SOUSA, (1997) mostrou que ao bloguear o sistema colinérgico com atropina
durante sete dias, os niveis de AchE foram reduzidos, igualmente encontrado em nosso
estudo.

Outro estudo que avaliou a modulacdo de Ach no estriado pela dopamina,
utilizando microdidlise em ratos tratados como anfetamina (agonista indireto dos
receptores dopaminérgicos) encontrou que baixas doses do agonista ndo afetaram as
concentragcdo de Ach, no entanto em doses mais elevadas (10mg/kg, ip) diminuiu
significativamente a concentragdo de Ach do corpo estriado (Deboer e Abercrombie,
1996).

Outra correlacdo importante é que na avaliacdo das concentragfes de monoaminas
deste estudo, as administracdes que apresentaram reducdo significativa da concentracéo de
DA, apresentaram também a AchE reduzida, evidenciando ainda mais a interacdo desses

dois sistemas.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostra a interagdo entre o etanol e os sistemas colinérgico e
dopaminérgico, onde substancias que afetam um dos sistemas podem, também, afetar o
outro. Ficou evidente que o etanol possui a capacidade de interagir com diversos
neurotransmissores do sistema nervoso central e também é capaz de interferir nos sistemas
que sdo modulados entre si. Ao bloquear o sistema dopaminérgico houve uma
potencializacdo do efeito do etanol e a reducdo dos niveis de dopamina parecem resultar
também na reducdo da atividade da acetilcolinesterase. Esse interagdo: etanol, dopamina e
acetilcolina parece contribuir para os sintomas observados decorrente do consumo do
etanol como alteracdo da atividade locomotora possam estar relacionados a essa
modulacdo. Apds essa demonstracdo, fica a perspectiva da busca de substancias que ao
interagir com esses sistemas (colinérgico e dopaminérgico) possam se tornar possiveis

alvos no desenvolvimento de medicamento que coadjuvem no tratamento do alcoolismo.
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