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Evidéncias sugerem que o sistema de [neurotrar@misadocanabindide] modula o consumo de [alcoathbdlhos prévios do
laboratério mostraram o desenvolvimento de [toleigdnapida] cruzada entre [etanolp&tetrahidrocannabinol, porém pouco se s

sobre o envolvimento desse sistema de neurotras@misa [tolerancia ao etanol]. Diante disso, ogmiesestudo apresentou corm|

objetivo inicial estudar o envolvimento dos [recgps canabinodides (CB1) cerebrais] nas [tolerancipsda e aguda ao etanoll.

Observou-se que a administragdo sistémica (i.finfracerebroventricular (i.c.v.) do antagonista CBR141716 (SR) bloquearam
desenvolvimento da [tolerancia rapida] a incoor¢génamotora induzida por [etanol], sendo esse efeitertido pelo agonista CB1
WIN55,212-2. Nos experimentos de [tolerancia ayual@dministracéo i.c.v. de SR reduziu as conaedigs plasmaticas de [alcool
efeito revertido por WIN55,212-2, sem no entanteriferir no prejuizo motor. Para tentar compreesdea reducéo das concentragd
plasméticas de [alcool] era devida a uma maiorietigo da droga, foram realizadas avaliagdes carstinlares e dosagem de [etan
na urina. A administracéo i.c.v. de SR nao alterealume urinario, porém reduziu a concentracafetiol] na urina do grupo tratad
com a maior dose (). A administracao i.p. de etanol reduziu a presséerial (PA) de ratos anestesiados, nédo alterarfdeqiiéncia
cardiaca (FC). A administracdo i.c.v. de SRg)2ndo alterou os valores cardiovasculares bas#s € FC), porém aumentoy
significativamente a FC dos animais tratados c@anat Tomados em conjunto, os dados do presentdoestigerem um envolviment
importante dos [receptores CB1 cerebrais] na fiolein] e sensibilidade ao [etanol], bem como n&saglées cardiovasculares e n

concentragfes plasmaticas de [etanol].
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RESUMO
Evidéncias sugerem que o sistema de neurotransmissédocanabindide modula o
consumo de &lcool. Trabalhos prévios do laboratérastraram o desenvolvimento de
tolerancia rapida cruzada entre etanaPeetrahidrocannabinol, porém pouco se sabe sobre
0 envolvimento desse sistema de neurotransmisséaarancia ao etanol. Diante disso, 0
presente estudo apresentou como objetivo inicialdas o envolvimento dos receptores
canabindides (CB1) cerebrais nas tolerancias rapidguda ao etanol. Observou-se que a
administracdo sistémica (i.p.) e intracerebroveular (i.c.v.) do antagonista CB1
SR141716 (SR) bloquearam o desenvolvimento daaidé rapida a incoordenacao
motora induzida por etanol, sendo esse efeito tideepelo agonista CB1 WIN55,212-2.
Nos experimentos de tolerancia aguda, a admig#&trai.c.v. de SR reduziu as
concentracdes plasméticas de alcool, efeito relepor WIN5S5,212-2, sem no entanto
interferir no prejuizo motor. Para tentar compreense a reducdo das concentracoes
plasméticas de é&lcool era devida a uma maior efigdio da droga, foram realizadas
avaliacOes cardiovasculares e dosagem de etamnwinga A administracdo i.c.v. de SR néo
alterou o volume urinario, porém reduziu a con@g@o de etanol na urina do grupo
tratado com a maior dosep@). A administragcéo i.p. de etanol reduziu a presséerial
(PA) de ratos anestesiados, ndo alterando a fre@iéardiaca (FC). A administracdo i.c.v.
de SR (Rg) ndo alterou os valores cardiovasculares baPdise( FC), porém aumentou
significativamente a FC dos animais tratados canat Tomados em conjunto, os dados
do presente estudo sugerem um envolvimento impertdos receptores CB1 cerebrais na
tolerdncia e sensibilidade ao etanol, bem como ati@sacdes cardiovasculares e nas

concentracdes plasmaticas de etanol.
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ABSTRACT

An increasing body of evidence suggests that théo@mnabinoid signaling system
modulates ethanol consumption. Our previous stuthee shown the development of rapid
cross tolerance between ethanol afdtetrahydrocannabinol. However there is a paucity
of data regarding the involvement of the endocamuédb system on ethanol tolerance.
Thus, the aim of this study is to investigate twolvement of CB1 receptors on
development of rapid and acute tolerance to ethanmits. It was observed that systemic
(i.p.) and intracerebroventricular (i.c.v.) injexts of CB1 receptor antagonist SR141716
(SR) blocked rapid tolerance to ethanol, and tHisce was reverted by CB1 receptor
agonist WIN55,212-2 (WIN). On acute experiments tlt.v. injection of SR reduced
blood ethanol concentration (BEC), an effect reacbtby WIN, without affecting animal
motor performance. In order to verify if the redantin BEC caused by SR was correlated
with higher elimination of ethanol, we performedcardiovascular evaluation and the
measurement of urine ethanol concentrations. T administration of SR did not affect
urinary volume, but it reduced ethanol urine com@gion when used at the higher dose
(4p0). The i.p. administration of ethanol reduced digpoessure (BP) in anesthetized rats,
but it did not altered heart rate (HR). The i.@dministration of SR (2g) did not affect
basal cardiovascular values, but increased HRteftraated with ethanol. Taken together,
the present results suggest that the endocanndlsgsiem are involved in development of

ethanol tolerance, as well as in cardiovasculangbéa and ethanol blood concentrations.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dados historicos

O consumo de substéncias psicoativas é praticadohpenem ha milhares de
anos, estando associado a questdes geograficagngéicas e sdcio-culturais. Dentre as
drogas de uso mais antigo destacam-se o alcogbef#tanol) e os derivados @annabis
sativa (canabindides) que, segundo estimativas, datanpaeiemmadamente 10.000 anos
atras.

Acredita-se que a bebida alcodlica teve origem r&aH#storia (Masur, 1984)
provavelmente durante o periodo Neolitico com agegimento da agricultura. A partir de
um processo de fermentacéo natural, o ser humasopa consumir e a atribuir diferentes
significados ao &lcool. Sociedades antigas comtasielgregos, romanos, egipcios e
babilénios registraram de alguma forma o consum@mducao de bebidas alcodlicas.

O solo e o clima na Grécia e em Roma eram espemiémicos para o cultivo da
uva e fabricacdo do vinho. Os gregos e romanosecisnin a fermentacdo do mel e da
cevada, porém o vinho era a bebida mais difundaadois impérios tendo importancia
social, religiosa e terapéutica. Na Grécia Antmaramaturgo Euripedes (484 a.C. - 406
a.C.) mencionou nas “Bacantes” duas divindadesrideepa grandeza para os humanos:
Deméter, a deusa da agricultura que fornece alosestdlidos para nutrir os humanos, e
Dionisio, o Deus do vinho e da festa (Baco parRamanos). Apesar do vinho participar
ativamente das celebracbes sociais e religiosas-gognanas, 0 abuso de alcool e a
embriaguez alcodlica ja eram severamente censupatios dois povos (Vallee, 1994).

Os egipcios deixaram documentadas nos papiros agmsetde fabricagéo,

producdo e comercializacdo da cerveja e do vinhes Eambém acreditavam que as



bebidas fermentadas eliminavam germes e parasdasgndo ser usadas como
medicamentos, especialmente na luta contra pasgsidaenientes das aguas do Nilo.

Na Idade Média, a comercializacdo do vinho e daej&rcresceu, assim como
sua regulamentacdo. A intoxicacdo alcodlica deitewser apenas condenada pela igreja
passando a ser considerada como pecado por dg#isgas.

Durante a Renascenca iniciou-se a fiscalizacdocdbarés e tabernas, sendo
estipulados horarios de funcionamento destes lodas cabarés e tabernas eram
considerados locais onde as pessoas podiam seestanifivremente e o0 uso de alcool
estava presente nos debates politicos que maesdasgncadearam a Revolucdo Francesa.

O fim do século XVIII e o inicio da Revoluc¢ao Inthiesl foram acompanhados de
mudancas demograficas e de comportamentos soeaidisiopa. Foi durante este periodo
gue 0 uso excessivo de bebida passou a ser vistalgons como uma doenca ou
desordem. Na primeira metade do século XIX, estudicestabeleceram diferencas entre
bebidas destiladas e fermentadas, em especiaho.Jieste sentido Pasteur, em 1865, ndo
encontrando germes maléficos no vinho, declarou egta era a mais higiénica das
bebidas. No inicio do século XX, alguns paises,cankranca, estabeleceram a idade de
18 anos, como minima para o consumo de alcool.daeirp de 1920, o Estado Americano
decretou a Lei Seca que teve duracdo aproximada deos. Esta Lei proibia a fabricagéo,
venda, troca, transporte, importacdo, exportacétriliicdo, posse e consumo de bebida
alcodlica e foi considerada por muitos como um stesgara a saude publica e economia
americanas. Em 1952, a primeira edicdo do DSMidgbostic and Statistical Manual of
Mental Disorders) incluiu o alcoolismo como doelcaer tratada (adaptado de: CISA -
Centro de Informagdes sobre Salde e Alcool. Hastéio Alcool. Disponivel em: <

http://www.cisa.org.b¥. Acesso em 10/12/2005).




Por outro lado, &annabisera utilizada para a obtencéo de fibras, 6leogaées,
consumidas como alimento e por suas propriedadesnabenas. A planta parece ser
originaria da China, apesar de outras evidénciaastagem para a Asia Central. O famoso
“Pen Tsao Ching”, farmacopéia escrita em 100 h@seada nas compilacdes de plantas
com propriedades farmacolégicas do imperador ShemgN2737 a.C.), mostra que 0s
chineses ja conheciam ha alguns milénios as pdgmes alucinbgenas daannabis
Nesses periodos, a utilizacdo da planta estaviasetamente ligada ao misticismo e ao
curandeirismo (Grinspoon, 1995).

Ainda atualmente, a maconha possui grande inflaéaobre a cultura hindu.
Segundo tradi¢do popular da india, a planta forgpreaente dos deuses aos homens, capaz
de prové-los de prazer, coragem e atender a ssefodesexuais. A planta teria brotado
pela primeira vez quando gotas do néctar dos déAsadta) se derramaram sobre a Terra.
Nos Himalaias indianos e no Tibet as preparacdessa deCannabisencontram grande
importancia no contexto religioso. Sadhus (homegaglos) dedicam sua vida a deusa
Shiva, ndo possuem qualquer bem e praticam iogaeditagdo, sendo o consumo de
maconha parte de seus rituais (adaptado de: Praghdoool e Drogas (PAD) do Hospital
Israelita Albert Einstein. Site Alcool e Drogas sddistor¢do. Historia da Maconha.

Disponivel em: <www.einsten.br/alcooledrogascesso em 10/12/2005).

Apesar de bastante antigo, o uso e abuso de et@@hnabispermanecem nos
dias atuais, sendo influenciados por aspectos §Bogs e principalmente culturais. Sabe-
se que o etanol é a droga psicoativa mais consunadacidente. Entretanto, seu uso é
praticamente inexistente no Oriente Médio. No Quieleo uso de etanol é licito ao

contrario do uso d€annabis No Oriente Médio ocorre o oposto, o usoG@kmnnabisé



aceito e considerado sagrado, ainda hoje, sendaudm o uso de alcool proibido e
punido.

No Brasil, estatisticas do | Levantamento Domicik@bre o Uso de Drogas
Psicotropicas feito pelo CEBRID em 2001 reforcamnfauéncia cultural no consumo de
drogas. O alcool € a substancia psicotrépica n@iswnida no Brasil, apresentando uma
prevaléncia de 68,7% de uso na vida dos entrewistalh a maconha € a terceira droga
mais usada com prevaléncia de 6,9%.

Em virtude do uso difundido e abrangente, problerakxionados ao alcool sédo
mais relatados que os problemas promovidos pelodas@annabisno Brasil. Dados do
levantamento do CEBRID apontam diversos problenasordentes do uso de alcool:
tempo gasto em atividades relacionadas a drog&j4 #eqiéncia de consumo elevada
acima da pretendida (9,4%), tolerancia mencionasaocnecessidades maiores da droga
para obtencéo de efeitos similares (5,8%), ristsdsos na execucdo de atividades sobre o
efeito da droga (6,2%), problemas pessoais rektotrabalho, familia ou amigos (7,1%)
e ainda insucesso nas tentativas de parar ou dmeimonsumo (14,5%) estao presentes na

vida de muitos brasileiros.

1.2. Farmacocinética do etanol.

Os efeitos centrais do etanol estdo diretamentacioglados aos niveis
plasméticos apdés o consumo da droga. Existem $@sctos basicos que determinam a
farmacocinética do alcool: sua absorcdo, que ocmoreestbmago e principalmente no
intestino delgado, sua distribuicdo pela circulag@nglinea e seu metabolismo e

eliminacgao.



Apoés administracdo por via oral, uma parcela doattaofre metabolismo de
primeira passagem no estdmago por acdo da enzitoal alehidrogenase gastrica, 0
restante chega ao trato intestinal onde € facilenabsorvido pelas paredes do intestino
delgado, de onde é distribuido por todo o corpavas da circulacdo sistémica (Matsumoto
& Fukui, 2002; Caballeria, 2003). Apo6s absorcddélamol sofre metabolismo oxidativo no
figado, sendo transformado em acetaldeido (metaliékico) e posteriormente em acetato
(Lieber, 1997; Salaspuro, 1999).

A figura 1 ilustra, de maneira esquematica, as t€mcdes de oxidacdo
responsaveis pelo metabolismo do etanol a acefaldei a reacdo responsavel pela
degradacdo do acetaldeido a acetato. O metabolig@pético do etanol é catalizado
principalmente pela enzima &lcool dehidrogenase HADapresentando o composto
nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado (NARomo cofator. Existem diversas
isoformas de ADH que variam de classes | a Vlidsess classes |, 1l e IV mais eficazes
no metabolismo do &lcool (Matsumoto & Fukui, 20@2&balleria, 2003). A conversédo do
etanol a acetaldeido pela ADH é uma reacdo de giidgue reduz o cofator NADa
NADH.

O sistema microssémico de oxidagdo do etanol (MEG@Sistitui o segundo
mecanismo capaz de oxidar o alcool. A enzima @taor P450 2E1 (CYP2EL), principal
representante deste sistema, converte etanol aldeidb através da reducdo do cofator
NAD®. Este sistema tem pequena contribuicio no mesmbolido &lcool quando
concentracdes plasmaticas sdo menores que 10 mMmppode ter sua atividade
aumentada em consequéncia do consumo de grandedgdas de alcool, contribuindo
com 50% do total do etanol metabolizado com comagdés plasmaticas de 100 mM

(Matsumotoet al, 1994). ApGs uso cronico de alcool, ocorre um autmea transcricdo da



enzima CYP2E1 favorecendo o metabolismo pelo seteintcrossémico (Badgest al,
1993). A catalase presente nos peroxissomos tarpbédm converter etanol a acetaldeido,
porém apenas experiments vitro” tém demonstrado esse fendmeno, sendo descartada
a importancia dessa via no metabolismo hepéticasivtaoto & Fukui, 2002; Caballeria,
2003). Entretanto, estudos recentes tém mostradopamicipacao importante dessa via no

metabolismo de etanol no cérebro (Tampier & Quitigar2003).

Ftanol

NAD NADP H.(h
Alcool : )
Dehidrogenase MEOS Catalase
NADH NADPH HAD
Acetal deido
NAD
Aldeido f
Dehidrogenase | )
NADH
Acetato

Figura 1: Modelo esquematico das reacdes enzimaticas repriagpelo metabolismo hepético do etanol e
acetaldeido. Adaptado de Caballeria, 2003.

O acetaldeido, formado apos degradacao iniciatalmok é toxico ao organismo
e sofre rapido metabolismo oxidativo pela forma oconhdrial da enzima aldeido
dehidrogenase (ALDH) com reducdo do cofator NADNADH. Assim como a ADH, a
ALDH também apresenta diversas isoformas. Algursafimas de ADH e ALDH, por

apresentarem metabolizacdo menos eficiente delacoacetadeido, estdo associadas a



suscetibilidade aumentada aos efeitos desagrad&veisenor risco de desenvolver

dependéncia (Matsumoto & Fukui, 2002; Caballer@®3).

1.3. Efeitos do &lcool sobre os principais sistemagganicos.

Apés absorcdo, o etanol é amplamente distribuidavés da circulacéo
sanguinea, exercendo efeitos em praticamente tmtexidos. Algumas das diversas acoes
sistémicas do etanol encontram-se resumidas abaixo.

Grande parcela dos alcoolistas cronicos deseng@ives problemas hepaticos. A
suscetibilidade a hepatite e cirrose é influenciaolafatores como genética, sexo, dieta e
doencas hepaticas co-existentes. A maioria dossdhapéticos € atribuida a produtos
provenientes do metabolismo hepatico do etanol.fijado, a lesdo tecidual pode ser
causada diretamente por bioprodutos do metabol@npor inflamagéo induzida por esses
compostos quimicos. A exposi¢cado do figado a toxosaserianas também pode contribuir
para doencas hepaticas decorrentes do uso croai@tadol. Progressivamente, o dano
hepatico promovido pelo &lcool pode evoluir pafardse tecidual e cirrose hepatica
(Maher, 1997).

No tecido pancreatico o etanol pode promover irdigies (pancreatites) fatais
apos uso crbnico. Essas inflamacbes podem sertaie®md do bloqueio dos ductos
pancreaticos menores ou da destruicdo tecidual quidian por enzimas digestivas. Além
disso, bioprodutos do metabolismo do etanol podamifidar membranas das células
pancreéticas (Aptet al, 1997).

O consumo de etanol pode ser benéfico ou prejlidioiaistema cardiovascular
dependendo da quantidade ingerida e das caraic&sidb consumo. Diversos mecanismos

moleculares e celulares estdo envolvidos nos sféiéméficos do consumo moderado de



etanol. Dentre eles é importante mencionar o awndat concentracdo sangiiinea de
lipoprotreinas de alta densidade (HDL), alterag@@eagregacao plaquetéria e a estimulagéo
da dissolucdo de coagulos sangiineos. Sendo dssingdos sugerindo que o consumo
moderado de etanol pode ser Util na prevencao elecds cardiovasculares como a doenca
arterial coronariana e infarto do miocardio. Embomreonsumo leve a moderado de &lcool
apresente efeito benéfico, consumo crénico podm@ver danos ao sistema cardiovascular
como distdrbios do mdusculo cardiaco, alteracfes rittho cardiaco (arritmias) e
hipertensdo, dentre outros (Zakhari, 1997; Lueasal, 2005). Agudamente, a
administracdo de etanol promove reducdo na presdaédal devido a vasodilatacdo e
diminuicdo da resisténcia vascular periférica (Fydd al, 2001).

Alcodlicos freqlientemente sdo acometidos por deemfacciosas e tém maior
predisposicdo a alguns tipos de cancer, indicandamgonsumo crénico de etanol pode ser
prejudicial ao sistema imunoldgico. O alcool inibe fagocitose e a destruicdo de
microorganismos invasores pelos macrofagos, maeitneutrofilos. O consumo agudo
ou crbnico de etanol altera a produgédo de citoc{meediadores importantes na resposta
imunoldgica), prejudicando a resposta imune coafgantes especificos e a memodria
imunoldgica atraves de linfocitos T e B. Em alcoddi crénicos, essas alteracdes resultam
em suscetibilidade aumentada a infec¢cdes bacteriémaberculose e pneumonia, por
exemplo) e virais como AIDS (Szabo, 1997).

Alteracdes morfolégicas e funcionais podem ocomes células sangiliineas apos
uso excessivo e crénico de etanol. Pode-se obsenmacdo da producdo de células
sanguineas (hematopoese) ou producdo de célulasrgpeas anormais incapazes de
originar células maduras e funcionais. Alcoolistexjiientemente apresentam anemia

resultante da destruicdo prematura dos eritroddostanol também pode interferir com as



células brancas (leucocitos) prejudicando a reagogine conforme mencionado acima. A
funcdo plaquetaria e de outros componentes davsstke coagulacdo também podem ser
afetados pelo uso repetido de élcool (Ballard, 1997

Alteracdes no sistema enddcrino promovidas pelooflgpodem promover amplas
consequéncias no corpo todo. Distarbios hormorraim@vidos pelo etanol podem resultar
em anormalidades cardiovasculares e problemasstens reprodutor tanto em homens
guanto em mulheres. Além disso, podem ocorrer dsedgseas e disturbios na funcéo
imune decorrentes de alteracbes hormonais (Ema&ueteanuele, 1997).

No trato gastrintestinal, o etanol pode afetar rdiae estruturas, prejudicando, por
exemplo, o funcionamento dos musculos que separams@ago do estdmago e
promovendo azia e desconforto. Danos na mucosagsafque aumentam os riscos de
cancer nessa estrutura sdo comuns apos uso cdetanol. No estdmago, o alcool pode
interferir com secrecao de acido gastrico e comivadade das células musculares vizinhas.
Prejuizos na contratilidade dos intestinos delgadomsso podem resultar em diarréia que é
frequiente em alcodlicos. O etanol também poderinilsibsorcdo de nutrientes no intestino
delgado e aumentar o transporte de toxinas atrd@ggparedes intestinais, promovendo
dano hepatico e de outros tecidos (Bode & Bode7)199

Com uso agudo, o etanol apresenta um efeito dioré@m conhecido devido a
inibicdo da secre¢cdo do horménio antidiurético (Rady 1990; Rodriget al, 1998). Apos
uso crénico de etanol, observam-se modificacdesshratura e funcdo renal, prejuizo na
habilidade dos rins em regular o volume e a congdosilos fluidos e eletrolitos corporais,
além de prejuizos no equilibrio acido-base. O &ldaonbém pode prejudicar os

mecanismos hormonais que regulam a funcéo ren@ragbes ligadas aos danos hepaticos



podem aumentar os efeitos prejudiciais do alcosl mas podendo resultar em faléncia

renal (Epstein, 1997).

1.4. Efeitos do etanol no sistema nervoso central.

Como visto acima, o etanol pode afetar diversdasraiss organicos, entretanto, os
efeitos mais marcantes da droga devem-se a acasenmnios. O alcool é um depressor,
com alguns efeitos semelhantes ao de outras suolatadepressoras como hipndtico-
sedativos e anestésicos. Apesar da infinidadeait®®ho cérebro, o etanol apresenta baixa
poténcia, observando-se o inicio dos efeitos apemrasconcentracdes plasmaticas de 5-10
mmol/L relativamente elevadas quando comparadasotdras drogas (Davies, 2002). De
maneira oposta ao efeito depressor, em concensgragiglineas abaixo de 50 mg/dl, o
etanol apresenta efeitos semelhantes ao de dretjasilantes, isso ocorre provavelmente
pela inibicAo de sinapses inibitorias, resultando sensacdes de excitacdo e euforia,
podendo promover agitacdo e agressividade. Comme@to da concentracdo plasmatica
(50 mg/dl — 100mg/dl) observam-se os efeitos depres: disturbios no equilibrio,
concentracao e tempo de resposta aumentado. lasimaticos mais elevados (100 — 150
mg/dl) promovem ataxia, dificuldade na articulagh® palavras e prejuizos na funcgéo
motora e mental, incluindo distirbios na memdériacddga duracdo. Concentragdes mais
altas levam progressivamente a perda dos sentdfs- 300 mg/dl), coma e morte por
parada respiratéria (acima de 500 mg/dl) (Pohoré&cByick, 1988).

Em virtude de sua estrutura molecular simples @adk lipossolubilidade,
durante muitos anos acreditou-se que os efeitostalmol no cérebro fossem devidos a
alteracbes na fluidez da matriz lipidica de memdsaneuronais (Tabakoff & Hoffman,

1983). Embora a influéncia do etanol sobre as manalsr celulares seja comprovada, esta
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acao ocorre apenas em concentragdes muito elegladztanol, ndo sendo observadas com
concentracdes farmacologicamente relevantes (\&tia, 1982; Nieet al, 1989).

Sendo assim, nos ultimos anos muitos pesquisad@dmese dedicado a estudar
acOes do alcool em proteinas celulares. Sabe-s#maite que 0s principais alvos
moleculares do etanol sdo canais iGnicos ativadodigantes ou voltagem-dependentes
(Littleton & Little, 1994; Tabakoff & Hoffman, 1998handleret al, 1998; Harris, 1999),
podendo também ser mensageiros intracelulares @atd] 1995; Pandey, 1998).

Dentre os alvos protéicos do etanol destacam-gseceptores GABA (Aguayoet
al., 2002; Robertet al,, 2003), receptores NMDA (Lovinget al, 1989; Ron, 2004¢ néao
NMDA (Woodward, 2000; Cartat al, 2003) do glutamato, receptores serotonérgicos
(Lovinger & White, 1991; Lovingeet al, 2000), glicinérgicos (Mihicet al, 1997) e
nicotinicos centrais (Hodges al, 1991; Cardoset al, 1999), bem como canais de calcio
ativados por voltagem (Wanet al, 1994; Widmeret al, 1998) e canais de potassio
retificadores acoplados a proteinas G (Kobayeisal, 1999; Lewohkt al, 1999).

Os efeitos depressores do etanol sdo devidos meineénte a acdes nos dois
maiores receptores ionotropicos presentes no @réBABA, e NMDA). O etanol
aumenta a condutancia dos canais GAB#® ion cloreto promovendo um aumento de
correntes inibitorias e potencializando a neurotrassdo GABAérgica (Allan & Harris,
1986; Suzdalet al, 1986; Weiner & Valenzuela, 2006), efeito revestjgklo antagonista
benzodiazepinico Ro15-4513 sugerindo um sitio e dp etanol nesse sitio modulatorio
(Suzdaket al, 1986; Harris, 1990). Os receptores NMDA séo béagios pelo alcool,
ocorrendo diminuicdo do influxo de cations por esseptor e reducdo da excitabilidade
neuronal (Michaelis & Michaelis, 1994; Woodward 009 Kumari & Ticku, 2000). Além

disso, canais de calcio ativados por voltagem $&gqubados pela administracdo aguda de
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etanol contribuindo ainda mais para diminuicdo xeitabilidade neuronal, uma vez que
esses canais estdo envolvidos na fusédo e libedgaeesiculas de neurotransmissores
(Wanget al, 1994; Widmeeet al, 1998).

Assim como outras drogas de abuso, o uso cronicalcEol pode levar a
dependéncia, caracterizada pela compulsdo pelodasdroga e perda no controle da
ingestdo da mesma (Nestkgral, 2004). Diversas neuroadaptacdes podem ser prdasvi
pela ingestdo crénica de etanol, principalmente rsistemas GABAérgico e
glutamatérgico. Caso 0 consumo seja interrompidesae neuroadaptacdes sao
desbalanceadas e pode ser estabelecido um qu&diom @donhecido como sindrome de
abstinéncia, caracterizada por efeitos contrarios romovidos pela droga e devida
principalmente a potenciacdo da neurotransmissa@targhtérgica. Em alcodlicos, a
abstinéncia ao etanol € caracterizada por trema@syulsbes e alucinacdes, e pelo
comportamento compulsivo de busca pela droga (fif@$, ocorrendo geralmente de 6 a
48 h apos a ingestdo do ultimo drinque (Hoffman &bdkoff, 1994). Esses sintomas
podem ser fisiologicos e psicolégicos e podem waigse de diferentes substratos neurais
(Koob et al, 1992; Myrick & Anton, 1998; Saitz, 1998; Zaleski al, 2004). Delirium
Tremensé uma sindrome mais séria que inclui confusdoupdz, alucinacdes e severas
instabilidades autonémicas, podendo ocorrer cexad&96 h apds o ultimo drinque
(Trevisanet al, 1998; DeBellist al, 2005).

Diversos estudos tém sido feitos com objetivo deeeolver drogas eficazes no
tratamento do alcoolismo. O dissulfiram é uma dagas mais antigas e atua inibindo a
atividade da enzima aldeido dehidrogenase, aundmtas concentracdes de acetaldeido

circulantes apds a ingestdo de bebidas alcoolizagiovendo assim uma série de efeitos

12



desagradaveis como nauseas, vomitos, dores deacabegbor facial. Trata-se de um
condicionamento aversivo que tem eficacia questiariilasur & Del Porto, 1982).

Outro composto que tem sido utilizado na clinice @camprosato que atua
principalmente na reducéo de sintomas de abstm@&t@ves de interagdes com receptores
glutamatérgicos (Boothby & Doering, 2005; De Witeal, 2005; Scotet al, 2005). Dois
compostos que reduzem o refor¢o positivo e a seaaga@zerosa promovida pelo consumo
de &lcool tém sido propostos como tratamentos (daisdependéncia ao etanol. A
naltrexona, antagonista opidide em uso clinico eles@P0, atua diminuindo a sensacéo
prazerosa relacionada ao consumo de etanol, dindauitambém os episédios de
“recaidas”, provavelmente por inibir vias opioidésy que modulam o sistema de
recompensa cerebral (Volpiceti al, 1997; Spanagel & Zieglgansberger, 1997; Modesto-
Lowe & Fritz, 2005). Outro composto € o antagoncstaabindide SR141716, que modula
vias opioidérgicas, GABAérgicas e dopaminérgicas i mesolimbica, parecendo
também ser Util na reducdo do consumo de etanoiz@eret al, 2004; Manzanarest

al., 2005).

1.5. Canabindides e sistema endocanabindide.

Os compostos derivados deannabisapresentam diversos efeitos centrais e
periféricos. Dentre os principais efeitos perifésiadlestacam-se hipotenséo, taquicardia e
imunossupressdo. Os efeitos centrais incluem sgesade euforia, relaxamento e
alteracfes sensoriais visuais e auditivas bem astimulacdo do apetite, em doses baixas.
Ja4 em doses elevadas, ocorre prejuizo motor etoagrefeito hipotérmico e analgésico,
ndo ocorrendo, entretanto, depressao cardio-réSpadpara revisdo ver Adams & Matrtin,

1996; Ameri, 1999; Iversen, 2003; Freuwetdal, 2003).
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Com o isolamento e caracterizacdo do principal @stappsicoativo d&€annabis
(A%-THC) por Gaoni e Mechoulam, em 1964, diversos pissgores sugeriram uma agao
inespecifica desta substancia sobre membranasiesuieuronais por alterar a fluidez das
mesmas (Laurent & Roy, 1975; Roth & Willians, 19Bduggemann & Melchior, 1983),
de maneira similar ao que era sugerido para compai# solubilidade elevada como o
etanol (mencionado anteriormente) e anestésicassgé&ntretanto, em 1988, Devaateal.
detectaram sitios de ligacdo parA®eTHC no cérebro (receptores CB1) e, dois anos mais
tarde, esses receptores foram clonados por Mattuala(1990). Posteriormente, também
foram identificados receptores periféricos (recegoCB2) presentes em células do
sistema imune (Munret al, 1993). Apés a descoberta de CB1 e CB2, passawassumir
que os efeitos da®~THC poderiam ser mediados por receptores espesifit partir de
entdo diversos estudos se voltaram para identificssiveis ligantes endégenos para esses
receptores, fato que aconteceu em 1992 com o digardndamida (Devarm al, 1992) e
alguns anos mais tarde com o 2-araquidonilglicétAG) (Mechoulamet al, 1995) que
atualmente s&o os dois ligantes endocanabindideseasiadados e bem caracterizados (Di
Marzoet al, 1998; Piomelli, 2003).

As etapas bioquimicas envolvidas na biossintesendadamida e 2-AG foram
caracterizadas, pouco apos a identificacdo dessapastos (Di Marzeet al, 1994; Di
Marzoet al, 1996; Bisogneet al, 1997; Stellaet al, 1997) e sabe-se hoje que 0s mesmos
séo dois derivados de fosfolipideos de membramgnados pela degradagdo dos mesmos
por fosfolipases especificas as quais sdo ativiasipe calcio. A sintese de anandamida
ocorre apos clivagem da fosfatidiletalonamina, lisstda pela enzima N-aciltransferase, ao
precursor N-araquidonil-fosfatidilenalomina que @didar armazenado na membrana e ser

convertido a anandamida por uma fosfolipase D déivgor C&" (Di Marzoet al, 1994;
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Piomelli, 2003). Ja o ligante 2-AG parece ter duas biossintéticas importantes: uma que
degrada fosfatidilinositol a 1,2-diacilglicerol ([BA (etapa catalisada pela fosfolipase C,
PLC) seguida da formacdo de 2-AG originado a paiirDAG pela catalise por uma
diacilglicerol-lipase (DGL). A segunda via bioqu@aique pode originar 2-AG também
ocorre em duas etapas, uma que é catalisada pétdifase Al originando 2-araquidonil-
lisofosfolipidio (Lyso-PL) a partir de fosfatidilisitol e a outra que origina 2-AG a partir
de Lyso-PI por acao da Lyso-PLC (Di Marical, 1996; Bisognet al, 1997; Stellaet al,
1997; Piomelli, 2003).

Os endocanabinoides, ao contrario da maioria dasotransmissores, ndo sao
armazenados em vesiculas, porém seu processotegesinliberacdo imediata também é
promovido por concentracbes aumentadas do ionocdistes derivados lipidicos séo
liberados de acordo “com a demanda’, difundindogsessivamente apds serem
sintetizados. A duracdo da acdo da anandamida?eAd® € muito curta em virtude de um
processo de captacdo e degradagcdo bastante eficopre utiliza transportadores
microssémicos e enzimas especificas. E interessagneionar que o metabolismo ocorre
no meio intracelular, e assim a transmissdo endébiadide pode ser intensificada por
drogas que bloqueiam o transportador microssémiomleido na captacdo neuronal
desses ligantes (Di Mara al, 1998; Piolmelli, 2003).

Apés sintese e liberacdo, os endocanabindidesmatigaeptores CB1 cerebrais
através dos quais exercem seus efeitos inibitddssteceptores CB1 pertencem a familia
de receptores acoplados a proteina G inibitorige){Gapresentando 7 dominios
transmembrana e sitio de ligacdo extracelular (pdigante) e intracelular (para a proteina
G acoplada). O sistema de neurotransmissdo endonéite apresenta funcao

neuromodulatoria inibitéria atuando como mensagestodgrado (ver figura 2). Apos a
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sintese pelos neurbnios pos-sinapticos, os endoicéides se difundem passivamente
podendo agir em receptores pré-sinapticos e blocmesntrada de Gh. Esse evento
celular pode ocorrer através da interacdo diretsutbeinidade$y da proteina G ou via
indireta pela abertura de canais dé & conseqiiente hiperpolarizagdo, resultando na
inibicdo da fuséo e liberacdo de vesiculas de traunsmissores (para revisdo consultar Di
Marzo et al, 1998; Schlicker & Kathmann, 2001; Wilson & Nico#002; Kreitzer &
Regehr, 2002; Piomelli, 2003). Além desses, divermatros alvos moleculares tém sido
sugeridos para os endocanabindides: a anandamdia gioar em receptores vanildides
TRPV1, bloquear diretamente canais de célcio, damitras acdes (Di Marai al, 2002).
Alguns pesquisadores sugerem ainda, a existénciandsubtipo de receptor ainda néao
caracterizado (“CB3") para explicar agdes medigutasagonistas canabindides que ainda
permanecem em camundongos nocautes para o re€&pigrbem como para explicar
acdes que ndo sdo mediadas por drogas com ac8sgatsaem CB1 (Piomelli, 2003;

Freundet al, 2003).

Os receptores CB1 centrais encontram-se amplam@itéduidos pelo encéfalo
(figura 3), sendo os receptores metabotropicos rabimdantes. Sua localizacdo esta
condizente com os efeitos psicotropicos observagds administracdo de agonistas CB1,
sendo presentes em maior densidade em estrutlaa®nadas ao controle motor (estriado
e cortex cerebelar), no hipocampo (area envolviga peocessos de aprendizagem e
memoria) e ao longo do cortex cerebral explicanddivarsidade de efeitos sensoriais.
Além disso, a auséncia de receptores CB1 no tremcefalico justifica a auséncia de
depresséo cardiovascular e respiratéria mesmo agidiistracdo de elevadas doses de

agonistas CB1 (Howled#t al, 1990; Breivogel & Childers, 1998; Freuatal, 2003).
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Figura 2: Sinalizacdo retrograda dos endocanabindides. Nmeesa estd representada a sintese de
endocanabinodides, promovida pela entrada de cattisoma do neurbnio pds-sinaptico. Apds a sintese,
endocanabindides se difundem e podem atuar emtoeesfCB1 promovendo bloqueio da entrada de célcio

nas terminagdes axonais pré-sinapticas. Adaptaditson & Nicoll, 2002.
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Br Stem

DISTRIBUICAO DO RECEPTOR CANABINOIDE CB1

Figura 3: Distribuicdo de receptores canabindides CB1 nelrérde rato. Regides com tons mais fortes de
cinza representam maiores densidades de receg@@®svistas no coOrtex cerebral e cerebelar (Cer), no
hipocampo (Hipp), caudado putdamem (CPu), globodp&(iGP), nicleo entopenducular (EP) e na parte
reticulada da substancia nigra (SNr). Praticameaétese observam receptores CB1 no tronco enae{ddic
Stem). Adaptado de Herkenhan. Laboratory of Cellatal Molecular Regulation, IRP. National Institofe

Mental Health. Disponivel em:<http://intramural.mimih.gov/lcmr/sfn/cannabis.html Acesso em
20/06/2005.

Em relacéo ao envolvimento do sistema endocanat@m@ regulacédo de funcbes
motoras, diversos trabalhos tém mostrado interagisse sistema com o0s sistemas
glutamatérgico, GABAérgico e dopaminérgico, e nuaiitestudos tém sugerido um
envolvimento dos canabindides endégenos em disKisicomotores como Parkinson e
Coréia de Huntington, sendo considerados alvosdemigicos potenciais no tratamento
dessas doencas (para revisao ver: Rodriguez dedarisal, 1998; Giuffridaet al, 1999;
Safiudo-Pefiat al, 1999; Giuffrida & Piomelli, 2000; Juliaet al, 2003; van der Stelt &

Di Marzo, 2003).
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1.6. Modulagéo dos efeitos do etanol pelo sistemadecanabindide.

Alcool e canabindides compartiiham grande partesdes efeitos. Etanol e
canabindides promovem sensacdo de euforia e redastarem baixas doses, promovendo
prejuizos motores e cognitivos como também hipateam doses mais elevadas (Hollister
& Gillespie, 1970; Heishmaet al,, 1997). Apesar dos relatos antigos dos efeitogssizs,
pouco se compreendia sobre possiveis mecanismagate que poderiam explica-los,
acreditava-se que as duas drogas agiam de manespetifica alterando a fluidez de
membrana neuronais (Laurent & Roy, 1975; Roth &li#ik, 1979; Bruggemann &
Melchior, 1983; Tabakoff & Hoffman, 1983).

A compreensdo desse processo foi iniciada, talver @caso, quando
pesquisadores relataram, em trabalhos independentes administracao crénica de etanol
aumentava concentragdes de ésteres de acidos @paadstos provenientes da degradacao
de lipidios de membrana) em diversos tecidos in@uso cérebro (Laposata & Lange,
1986; Hunguncet al, 1988). Anos mais tarde, apos a identificacdoadmcanabindides,
Basavarajappa e Hungur{@999) demonstraram que aqueles metabdlitos lipédaom
producdo aumentada pelo etanol eram utilizados graducdo de anandamida em células
granulares de cerebelo. Posteriormente, foi demadtstque o etanol pode inibir a
degradacdo desse endocanabindide através do lodaetransportador microssémico
(Basavarajappeet al, 2003). Outros estudos mostraram quantidades daden do
endocanabinoide 2-araquidonilglicerol (2-AG), apésposicdo cronica ao etanol
(Basavarajappat al, 2000). Com relag&o aos efeitos do alcool erpteces CB1, sabe-
se que o consumo ou tratamento crénico diminuipaessao desses receptores em diversas

areas cerebrais (Basavarajapgtaal, 1998; Ortiz et al, 2004), além de prejudicar a
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transducéo do sinal por diminuir a afinidade desseptor a sua proteina G (Basavarajappa
& Hugund, 1999).

Diversos estudos comportamentais sugerem que ensisttndocanabinoide
modula os efeitos do etanol no sistema de recorapegrebral, sendo que o bloqueio do
receptor CB1 reduz o consumo (Arnatal, 1997; Colombet al, 1998; Freedlandt al,
2001; Gessat al, 2005) e a preferéncia (Hunguetal, 2003; Ponceleatt al, 2003; Wang
et al, 2003) ao alcool, além de inibir a liberacdo d@ainina no nuclemccumbens
promovida pela administracao de etanol e relaci@madn a sensacao de prazer promovida
pela droga (Hungunét al, 2003). Diversos estudos tém mostrado ainda, edif&rs na
expressao de receptores CB1 cerebrais entre linkapee diferem no consumo (Orgt
al., 2004; Manzanarest al, 2005) e na sensibilidade (Hungund & Basavarajapp@o0)
aos efeitos do etanol. Além disso, o consumo deobke o reforco promovido pela droga
sdo menores em camundongos nocautes para o re€pior(Hungundet al, 2003).
Diante dessas evidéncias, diversos estudos témidnigele o sistema de neurotransmissao
endocanabindide modula alguns efeitos do etanolesab sistema nervoso central
(Hungund & Basavarajappa, 2000; Basavarajappa &gHod, 2002; Basavarajappa &

Hungund, 2005; Manzanaresal, 2005).

1.7. O fendbmeno da tolerancia

A toleréancia a drogas € um fendmeno caracterizadoguucdo nos efeitos apos
administracdo repetida, sendo necessario o auntenose para promover oS mesmos
efeitos iniciais. E um fendmeno adaptativo pelo|guahomeostase do organismo é
relativamente mantida na presenca da droga. Pad@removida por alteragcbes que

facilitam a metabolizacdo e eliminacdo da drogalerdocia disposicional ou
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farmacocinética) e por adaptacbes neuronais (taer&funcional ou neuroadaptativa)

(Snellet al, 1996; Kalant, 1996; Nestler, 2004). Alguns awdarestram evidéncias que a

tolerdncia comportamental é influenciada por fatoependentes de aprendizado
associativo (condicionamento pavloviano) e apreattizsob efeito da droga (prética
intoxicada) (Larson & Siegel, 1998: Lé & Kalant,929. Outro tipo de neuroadaptacéo
ocorrida ap6s uso crbénico de etanol é a sensibd&sambém referida anteriormente como
tolerancia reversa, na qual ocorre aumento dotoefestimulantes do etanol ao contrario
da tolerancia, em que se observa diminuicdo dosoefelepressores (Lister, 1987,

Wolffgrammet al, 1990; Quadrost al, 2005).

A tolerancia a diversos efeitos do alcool, comiatahipotermia, rubor facial e
sonoléncia se desenvolve rapidamente, mesmo apasunina dose, tornando-se mais
evidente com o consumo crénico, sendo que algulidduos chegam a suportar uma dose
tdo alta quanto 400 mg/dl sem apresentar sintomassgjros de sedacdo. De maneira
similar a outras drogas, entretanto, a tolerané@ se desenvolve de modo uniforme aos
diversos efeitos. Nao ha tolerancia aos efeitodicaespiratorios (elevando o risco de
morte por superdosagem) e dados demonstrando rtoieraos efeitos reforcadores séo
controversos (Kalant, 1996; Berridge, 2003; Faddao$setti, 1998).

Segundo o curso temporal em que se desenvolvégraroia ao alcool pode ser
classificada em aguda, rapida ou cronica. Tolesdaguda refere-se a diminui¢cdo do efeito
apos uma unica exposicao (Kalamntal, 1971; Radlow, 1994). Tolerancia rapida pode ser
observada em uma segunda exposicéo, 8 a 24 has® dprmino dos efeitos da primeira
(Crabbe, 1979; Khannet al.,1992; 1996). J4 a tolerancia crénica pode ser vadarao

longo de dias ou semanas de exposicao (Kalant, 1&#&ton, 1980).
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A tolerancia aguda foi descrita pela primeira vez £919 por Mellanby em
estudos clinicos. Este pesquisador observou queefeisos depressores do etanol
diminuiram ao longo do tempo, mesmo mantendo osisiséricos de etanol através de
infusdo intravenosa (Kalargt al, 1971). Diversos estudos tém se voltado parartenta
compreender e elucidar possiveis mecanismos edeslvieste tipo de tolerancia (Khanna
et al, 1990; 1991; Tampiest al, 2000). Atualmente, tolerancia aguda € definida@om
processo neuroadaptativo observado apds admirdistiatica de etanol, no qual observa-
se diminuicdo dos efeitos promovidos pela droganmesom concentracdes de etanol
circulantes maiores ou equivalentes as observaogseriodo inicial da analise. Assim,
diversos autores tém sugerido que a tolerancia aagmolve processos inatos de
adaptacdo aos efeitos do etanol (principalmenteedspres), podendo contribuir para o
desenvolvimento de dependéncia ao etanol (Khatrel, 1990; 1991; Tampieet al,
2000; Tampier & Quintanilla, 2002).

J& a tolerancia rapida foi um modelo experimentap@sto pela primeira vez em
1979 por Crabbe para estudar a tolerAncia ao et&omodelo consiste de duas
administracdes de etanol, verificando-se reduc&cefeitos depressores do etanol ja numa
segunda administracdo de etanol realizada de & aff¥%s a primeira (Khanmd al, 1996).
Apesar de ser proposta em 1979, foi a partir dadkade 1990 que diversos estudos
comecaram a estudar possiveis mecanismos envolvidse tipo de tolerancia (Khareta
al., 1991; 1992; 1993; 1996). Atualmente, ja foi dem@wki que diversas caracteristicas
da tolerancia rapida se assemelham bastante aartoler crbnica. Dentre essas
caracteristicas comuns, € importante ressaltar sendelvimento de tolerancia réapida
cruzada entre alcool e barbitlricos de baixa slhfisinie, similarmente ao que ocorre de

forma cronica (Khannat al, 1991; 1992). Além disso, diversos estudos vewéim que
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fatores comportamentais como influéncia da pratichre o efeito da droga (pratica
intoxicada), bem como processos de aprendizadonednee sdo importantes nesses dois
tipos de tolerancia, sendo que antagonistas detmres NMDA bloquearam tanto a

ocorréncia de tolerancia rapida quanto de créribardto & Khanna, 1996). Por isso, o

paradigma da tolerancia rapida tem sido considecad®m um indice da tolerancia crénica
(Khannaet al, 1991b; Khannat al, 1992).

Diversos sistemas de neurotransmissao e recegiodssn modular a tolerancia
ao etanol. Estudos evidenciaram envolvimento deptec NMDA (Khanna & Kalant,
1991; Morato & Khanna, 1996; Khanngt al, 2002), de receptores GABAérgicos
(Taberner, 1989; Toket al, 1996; Homanicset al, 1998; Chandleret al, 1998),
serotonérgicos (L&t al, 1981; Felleret al, 1993; Khannaet al, 1994, Khanneet al,
2002), opioides (Quintanilla & Tampier, 2000; Varais et al, 2005) e recentemente, 0s
sistemas dopaminérgico e adenosinérgico (Batisth, 2005). No entanto, ndo se conhece
o papel do sistema endocanabinéide no desenvoltengentolerancia ao etanol.

Muitos trabalhos tém mostrado que o sistema endbiadide pode modular o
reforco promovido pelo etanol e reduzir o consunesta droga (Arnonet al, 1997;
Colomboet al, 1998; Gessat al, 2005). Sabendo-se que drogas eficazes na rediocao
consumo interferem na tolerancia ao alcool (Quilita& tampier, 2000), considerando que
ocorre tolerancia cruzada entre etanal®&'HC (Newmanet al, 1972; Macavoy & Marks,
1975; Sprague & Craigmill, 1976; Marks & MacAvoyg80) e ainda, sabendo que o sistema
endocanabindide modula fungdes motoras (RodrigaeBotisecat al, 1998; Giuffridaet
al.,1999; Juliaret al, 2003; van der Stelt & Di Marzo, 2003), o presegtido propde como
hipotese que o bloqueio de receptores canabin@Béspode interferir na tolerancia rapida e

aguda a incoordenacdo motora produzida pelo etanol.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:
O objetivo geral do presente estudo foi verificagnvolvimento dos receptores
canabindides CB1 cerebrais nas tolerancias rapidguea ao efeito de incoordenacédo

motora promovido pelo etanol em ratos.

2.2. Objetivos especificos iniciais:

Os objetivos especificos iniciais deste trabaltlarfo

a) Estudar os efeitos da administracdo central se€€msica do antagonista
canabindide CB1 (SR141716) na tolerancia rapidet@wol em ratos;

b) Verificar se o efeito do antagonista canabindiddolerancia rapida ao etanol
poderia ser revertido pela administracdo do agacatabindide (WIN55,212-2);

c) Verificar o efeito do bloqueio central dos retoees CB1 pelo SR141716 na
tolerancia aguda ao etanol em ratos e se esse pbeleria ser revertido pela administracéo

do agonista canabinéide WIN55,212-2.

2.3. Objetivos especificos secundarios:
Diante de alguns resultados observados na prinsgiri@ de experimentos, a
segunda etapa do presente estudo apresentou cgetigazbespecificos adicionais:
a) Avaliar os niveis alcoolicos urinarios ap0s adstiacéo i.c.v. de SR141716;
b) Verificar o efeito da administracdo i.c.v. de 18R716 nas alteracOes

cardiovasculares promovidas pelo etanol em ratestasiados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais:

Foram utilizados ratos Wistar machos fornecidoso pBlotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina, com pegueaidacdes de idade (3.0 £ 0,5
meses) e peso (330 + 50 g). Os animais foram nawn#d gaiolas de polietileno branco
(42 cm x 24 cm x 17 cm), em numero de 6 por caiea livre acesso a agua e racao
granulada. A temperatura (23 + 2° C) e a luminadgiclo de luz 12 /12 h) foram
rigorosamente controladas. Com o intuito de minamizariagcdes circadianas, todos 0s
experimentos comportamentais foram realizados nog®de 11 as 18 h. O manuseio dos
animais obedeceu as recomendacdes da SociedaddeiBrasle Neurociéncias e
Comportamento, sendo o protocolo experimental stidme aprovado pelo Comité de
Etica para Uso de Animais da Universidade FedeealSednta Catarina (protocolo n°

259/CEUA/UFSC, Proc. 23080.001030/2001-85).

3.2. Drogas e reagentes:

Etanol foi obtido da Merck (Hawthorne, NY, EUA). TR(hidroximetil) amino
metano, Tween 80 P.S. (Polissorbato 80), hidratolai@l e azul de Evans foram obtidos
da Vetec Quimica Fina Ltda. (Rio de Janeiro). Fddeido solucdo (HCHO) e acido
perclorico (HCIQ, PA 69-72%) foram obtidos da F. Maia Ind. E Contdal Solucéo
fisiologica de cloreto de sodio (NaCl 0.9%) foi idbt do Lab. Tayuma Ltda. Resina
acrilica e liquido acrilico autopolimerisaveis iorabtidos da Dental VIPI Ltda, Ind. e
Com. de Prod. Odont. Heparina sodica foi obtidaCdigtalia Prod, Quim. Farm. Ltda.

Cloridrato de lidocaina a 3% com norepinefrina Q@i obtido da Probem Prod. Farm.
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Ltda. Dopaser (Xilazina, 200 mg/ 10 ml) e Dopal&etdmina, 1000 mg/10 ml foram
obtidos da VetBrands do Brasil (Sespo Industrismmé€rcio Ltda., Jacarei, SP). SR141716
(Rimonabant) foi gentilmente cedido pela Sanofi#tie WIN-(+)-55,212-2, ADH
(Alcohol Dehydrogenase, 15000UBNAD (B-nicotinamide adenine dinucleotide) e salina
tamponada (Phosphate buffered saline tablets, Q,)ItMam obtidos da Sigma Chemical
Co. (Saint Louis, MO, EUA).

As drogas administradas por via intracerebroveauniic foram diluidas com
Tween 1% em salina tamponada e administradas (mmlume de 1 pL) com o auxilio de
um injetor de aco inox com 11 mm de comprimentg3endm de espessura acoplado a um
tubo de polietileno (P100) e microseringas (Hamil©@o., 10 pL, Reno, NV, EUA)
conectadas a uma bomba de infusdo (modelo BI-286@@ht, Ribeirdo Preto, SP). Todas
as microinjecdes foram realizadas numa taxa dsdofgonstante de 2 pL/min e esperou-se
30 s apos a injegdo para retirada do injetor comdiaa de assegurar dispersdo da solucao
no cérebro. Em todos os experimentos o etanol flaidd em solucdo salina numa

concentracao de 14% p/v e administrado por viapetritoneal.

3.3. Cirurgia estereotaxica:

Os animais foram anestesiados com uma mistura tenke (75 mg/Kg) e
xilazina (15 mg/Kg) administrada num volume de mBKg via intraperitoneal (i.p.),
doses adaptadas de Jtoal, 2003. Apds perda total dos reflexos, fez-se@tisimia na
cabeca seguida de imobilizacdo dos animais em wrelap estereotaxico (Stoelting,
Wood Dale, IL, EUA), a calota craniana foi expogta meio de uma incisdo na pele, de
aproximadamente 1,5 cm de diametro. O peridstecefondo e a calota craniana secada

com HO, a 10%. Com o auxilio de uma broca ortodontica&jrfdram feitos dois furos na
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calota craniana para fixacdo de parafusos. Em d&gum terceiro furo foi feito para
implantacdo de uma céanula guia no ventriculo latdiraito, sendo o posicionamento da
mesma calculado por meio de estimativas em relagdmregma (ponto de encontro entre
as suturas sagital e lambddide utilizado como eefgal anatdmico). As coordenadas
utilizadas (AP -0.8 mm, ML -1.5 mm e DV -3.5 mmydram como referéncia parametros
do Atlas de Paxinos & Watson (1997) e foram ajustab peso do animal.

Céanulas de aco inoxidavel de 10 mm de comprimenfp7emm de didmetro
externo, previamente confeccionadas a partir destule aco (Acerinox Ind. e Com. de
Aco Inox S/A., Sdo Paulo — SP), foram introduzidasventriculo cerebral direito. Apds
implantacdo, a canula e os parafusos foram fixaawscranio com resina acrilica
autopolimerisavel. Mandris de 0,3 mm de diametmarfo introduzidos nas canulas para
evitar a obstrucdo das mesmas durante o periodealperacdo dos animais. Apos o
procedimento cirargico, os animais foram mantidod@cal aquecido até a recuperacao da
anestesia, posteriormente alojados em gaiolas iispeccom agua e raca libitume
acompanhados diariamente até a realizacdo dosireepéos uma semana apos a cirurgia

estereotaxica.

3.4. Teste do plano inclinado:

Nos experimentos comportamentais, o prejuizo matomovido pelo etanol foi
avaliado no teste do plano inclinado (Arvefaal, 1958), modificado por Quintanilla &
Tampier (2000). O aparato consiste em uma platafaretangular mével recoberta por
uma grade metélica que é inclinada manualmenteal®@ num intervalo aproximado de
5 segundos. No momento do teste, o animal foi edlocsobre a grade tendo o focinho

voltado para a parte de cima. Uma parede de actibmsparente evita a saida do animal
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da plataforma, permitindo ao observador verificéngulo de queda do animal (figura 4).
Posteriormente, este angulo foi transformado nuiiténde prejuizo motor percentual de

acordo com a equacao matematica:

Prejuizo motor (%) = Basal —xa100
Basal &
Onde: a = angulo de queda do animal no momentedie;t
a = angulo de queda de um animal anestesiado (apack&imente 36°);

Basal = angulo de queda antes de quatcatamento (normalmente 90°)

Figura 4: Teste do plano inclinado. O aparato consiste emgnade metélica inclinada manualmente de O a
90° em relagdo ao plano horizontal em aproximadeeres. O dngulo de queda foi verificado e conderti
em um indice de prejuizo motor percentual. No exemmstrado, observa-se o desempenho de um animal
antes de qualquer tratamento, permanecendo agargdale metdlica mesmo na inclinagdo méaxima de 90°
correspondente a uma auséncia de prejuizo mogju{po motor (%) = 0).
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3.5. Dosagem alcodlica:

O meétodo utilizado para dosagem de etanol foi nuatib e adaptado de outros
trabalhos (Kristofferseat al,, 2005; Kristoffersen & Smith-Kielland, 2005).

Imediatamente apds a coleta, amostras de 50 plamtpus ou de urina foram
colocadas em tubos plasticos contendo 1 ml de oing& de acido perclorico a 3% para
precipitacdo de proteinas. Em seguida, os tuboamfowvedados com parafilme e
armazenados a temperatura de 4° C até o momentibsdagem. No dia da dosagem
alcodlica, as amostras foram centrifugadas a 50BM Riurante 5 minutos em uma
centrifuga com rotor deeppendorf’(Z 320, HERMLE, Labortechnik GmbH, Alemanha).
Apés a centrifugacdo das amostras, uma solucdcermmtl mg de enzima alcool
dehidrogenase (15000 Ul, Sigma, EUA) e 100 mf-deotinamida adenina dinucleotideo
oxidado B-NAD", Sigma, EUA) foi preparada em 100 ml de tamp&oST®b M pH= 8,8.
Para estimativa das concentracfes de etanol pessead amostras, a cada dia de dosagem,
foi realizada uma curva padrdo com 8 concentraglges'solucdo-padrdo” contendo
concentracdes conhecidas de etanol (39,5 - 553)nalgiddas em agua destilada.

Apés a centrifugacdo das amostras e preparo dag;des-padrao”, um volume
de 50 pL (similar ao das mostras) de agua destfla@aco) ou de cada solucdo padrao foi
colocado em tubos plasticos com acido perclorieoa R dosagem, 40 pL de cada solucéo
(branco, solucdes padrdes, ou sobrenadante deanaaira centrifugada) foram colocados
em tubos contendo 1 ml da solugdo que continhanenfADH) e cofator f-NAD™) e
agitados em seguida. Depois de 15 minutos, foizeedd a leitura no espectrofotbmetro
(Spectrophotometer U-2001, Hitachi) no comprimest#o340 nm (UV) comecando pelos

brancos em duplicada onde foi “zerada” a leituna piescartar absorbancias inespecificas.
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Depois disso, foi medida a densidade Optica de saldgéo, comecando pelos padrdes (em
duplicata) seguidos das amostras a serem dosadas.

Ao final de cada dosagem os valores de densidatieadgos padrdes foram
analisados juntamente com suas concentracdes ddatee foram feitas analises de
regressdo linear simples no programa In&t8t01 para Windows (Graph Pad Software,
San Diego, CA, EUA) com o objetivo de verificar ee dados apresentavam uma
inclinacdo de 45° tipica de uma regresséo lineamaise de pontos também foi realizada,
sendo que curvas com valores fie 8,98 foram desconsideradas e as amostras novament
dosadas. O método utilizado na dosagem consistermersao de alcool a acetaldeido pela
enzima alcool dehidrogenase, na presenca da foxidada do cofator que é reduzida na
reacao enzimatica.

Concentracdes crescentes de etanol estdo diremmehdcionadas com
densidades Opticas maiores devido ao aumento daafoeduzida do cofator. Ocorre uma
estabilizacdo da reacao cerca de 10 minutos apdsi@ da mesma conforme demonstrado
por alguns estudos (Kristofferset al, 2005). Sendo assim, a leitura das amostras foi
realizada no espectrofotdmetro 15 minutos apésciida reacdo. A validacdo do método
ja foi demonstrada mesmo para deteccdo de concéesranuito baixas de etanol, sendo
utilizado como rotina em anélises toxicolégicasamostras de sangue e/ou urina de seres
humanos (Kristoffersen & Smith-Kielland, 2005). Ngura 5, encontra-se demonstrada a

representacao gréafica de uma “curva-padrao” tipica.
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Figura 5: Exemplo de uma curva padréo tipica de dosageadlaa (= 0.9977). No eixo das ordenadas

representada a densidade 6ptica e no eixo dasséiscepresentada a concentragdo de etanol em mg/dl

3.6. Registros de presséo arterial (PA) e frequéreccardiaca (FC):

Para os registros de pressao arterial (PA) e frem@é&ardiaca (FC), os animais
foram anestesiados com uma mistura de ketamina ifig/8g) e xilazina (20 mg/Kg)
injetada por via intramuscular (i.m.). A associag@ssas drogas foi capaz de promover
uma anestesia profunda, sem nenhuma depressdoveaalilar ou respiratoria aparente.
Doses de reforco (30 e 7 mg/Kg, i.m., respectivdmale ketamina e xilazina) foram
administradas a cada 60 minutos com o objetivo @&en o estagio profundo de anestesia.

Apés a perda total dos reflexos, os animais foramsigionados em decubito
dorsal sobre uma mesa cirdrgica aquecida (temparamtre 35 e 36° C), recebendo
administracdo intraperitoneal (i.p.) do anticoagtdaheparina sédica (30 Ul, diluida em
salina tamponada), com o objetivo de prevenir m&@éo de coagulos e obstrucdo das
canulas. Para facilitar a respiracdo espontaneaedétizada a traqueotomia em todos 0s
animais. Em seguida, a artéria carétida esquerdéodalizada e separada, de maneira
rapida e cuidadosa, do nervo vago e dos tecidgacarties. O fluxo sanguineo da carétida

foi interrompido na extremidade distal atravésidadura com fio de sutura e o fluxo da
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extremidade proximal foi temporariamente suprimjgtlr compressdo com uma pinca
curva. Na regido medial da por¢éo “clampeada” déticka, foi realizado um pequeno corte
que serviu como via de insercdo para um catetepddietieno (Angiocatfi, n° 19)
devidamente heparinizado e amarrado firmementatéaaa Posteriormente, o cateter de
polietileno foi conectado a um transdutor de pres&®plado ao equipamento de analise de
PA e FC Digi-Med (modelo 190, NY, EUA). Os valogss pressao arterial média (PAM),
sistélica e diastdlica (em mmHg) e de frequéncialiega (em batimentos por minuto,
bpm) foram registrados a cada 10 segundos em unputador (sistema operacional
Windows 98M, Microsoft Corporation, EUA) por um software deeigracdo Digi-med
(Modelo 200).

Os resultados foram expressos como variacfes gadurearterial mediaAPA,
em mmHg) e da frequéncia cardiageg=C, em bpm) em intervalos de 10 minutos,
calculados em relagcéo aos valores basais estaes @ administracdo de qualquer droga.
Ao término dos experimentos, todos os animais forsacrificados com injecéo

intracardiaca de altas doses de xilocaina.

3.7. Procedimentos experimentais:

3.7.1. Experimento 1. efeito da administracdo sstd do antagonista canabindide
SR141716 na tolerancia rapida ao etanol.

Inicialmente foi realizado um experimento parafiear se nossos dados relativos
a tolerancia rapida estavam compativeis com oulemos obtidos no laboratorio. No
primeiro dia de experimento (dia 1), apdés habitaagd pesagem dos animais, o

desempenho basal dos mesmos foi verificado no pladmado. Em seguida foram
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divididos em dois grupos que receberam etanold&@) ou salina i.p. Apés 30, 60 e 90
minutos cada animal foi testado no plano inclindd®animais retornaram as gaiolas e 24h
apos, foram avaliados antes e 30, 60 e 90 minpias r@ceberem etanol 2,7 g/Kg.
Experimentos seguintes foram realizados para avakdeito do SR141716 sobre
a tolerancia rapida. No primeiro dia de experimddta 1), apds habituacao e pesagem dos
animais, o desempenho basal dos mesmos foi velifica plano inclinado. Em seguida, os
animais foram divididos em 4 grupos que recebergetdo intraperitoneal (i.p., 1 ml/Kg)
de veiculo (Tween 80 1% em solucdo fisiologica) antagonista canabindide CB1
(SR141716, doses 0,5; 1,0 ou 2.0 mg/Kg). ApoOs Thutas, cada grupo foi subdividido em
dois (totalizando 8 grupos, N = 10 — 13 cada) equelreu, também por via i.p., salina (S)
ou etanol (E, 2,7 g/Kg). O prejuizo motor promovipela administracdo sistémica de
etanol foi avaliado 30, 60 e 90 minutos ap0s sumirddtracdo. Depois de 24 h (dia 2),
apos conferida a medida basal, todos os animabeezm apenas etanol (2,7 g/Kg, i.p.) e
foram novamente testados no plano inclinado nosnogsntervalos avaliados no primeiro
dia (30, 60 e 90 min). As doses de etanol foraracgamhadas de experimentos prévios do
laboratorio (Wazlawik & Morato, 2002; 2003) e asseé® do antagonista CB1 foram

selecionadas da literatura (Rinaldi-Carmehal, 1994; Gomeet al, 2002).

3.7.2. Experimento 2: efeito da administracdo in&@ebroventricular (i.c.v.) do
antagonista canabinoide SR141716 na toleranciadaio etanol.

Uma semana apds a recuperacdo da cirurgia esteoagtéds animais foram
habituados e pesados na sala experimental, tendgonsandris cuidadosamente retirados
com o auxilio de um pequeno alicate. Para minimiztarferéncias do estresse devido a

manipulacdo, esperou-se mais 5 minutos até a aeabzdo teste no plano inclinado para
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verificacdo da medida basal. Em seguida os anifoeasn divididos em dois grupos que
receberam por via i.p. salina (S) ou etanol (2Rgy/ Decorridos 5 minutos da injecdo
sistémica, cada um dos grupos foi subdividido eftotalizando 8 grupos, N = 8 — 15
cada), recebendo injecdo intracerebroventricularveieulo (Tween 80 1%, em salina
tamponada, PBS) ou antagonista CB1 (SR141716 ressdie 0,5; 1,0 ou 2,0 pug). As
avaliacdes no plano inclinado ocorreram 30, 60 enBlutos apds a injecao sistémica. No
segundo dia de experimento (dia 2), apos verifieadeedida basal, todos os animais foram
tratados com etanol (2,7 g/Kg, i.p.) e novamensgatis no plano inclinado nos mesmos

intervalos do primeiro dia.

3.7.3. Experimento 3: efeito da administracdo dorasta canabindide WIN55,212-2 apds
a administragcédo do antagonista SR141716 na tolagérépida ao etanol.

Apés a realizacdo da rotina experimental descataa e verificacdo da medida
basal no plano inclinado, os animais foram dividigm 2 grupos que receberam injecao
sistémica de salina ou etanol (2,7 g/Kg, i.p.). §gguida cada grupo foi subdividido em 4
(totalizando 8 grupos, N = 8 — 12 cada) e recehms thje¢cbes intracerebroventriculares:
12 - (5 min apos a injecao sistémica): veiculo @wB0 1% em PBS)u antagonista CB1
(SR141716, 1 pg) e 22 - (imediatamente apos aiantereiculo (Tween 80 1% em PBS)
ou agonista CB1 (WIN55,212-2, 1 pg). O desempenh@lano inclinado foi avaliado
conforme nos experimentos anteriores (30, 60 ei@tapods a injecdo de etanol). No dia 2,
apenas etanol (2,7 g/Kg, i.p.) foi administradoodos 0s animais e os testes no plano

inclinado foram repetidos.
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3.7.4. Experimento 4: efeito da administracdo derdntes doses de etanol na tolerancia
aguda.

De maneira similar aos experimentos prévios dedotga rapida do laboratorio
(Wazlawik & Morato, 2002; 2003), os primeiros esisdde tolerancia aguda foram
realizados para selecionar doses de etanol quenfioadequadas para estudar o fendbmeno
no modelo do plano inclinado. Para isso, os anirfiosigam divididos em 3 grupos (N = 8
cada) e receberam por via intraperitoneal (i.) 2,7 ou 3,0 g/Kg de etanol. Apos as
injecoes foram testados por cinco ocasides a c&danihutos no plano inclinado e,
imediatamente a cada teste, foram coletadas amodtrasangue a partir da cauda dos
animais com o auxilio de uma lamina de bisturiglaees heparinizados de 50 pL (pipetas
pré-calibradas, 50 puL, Modulohm A/S, Dinamarca).vawres obtidos no plano inclinado
foram convertidos para prejuizo motor percentual @cima) e as amostras de sangue

foram armazenadas para posterior dosagem alca@gado método descrito acima.

3.7.5. Experimento 5: efeito da administracdo in&webroventricular (i.c.v.) do
antagonista CB1 na tolerancia aguda ao etanol.

Para verificar um possivel envolvimento dos reagstoCBl cerebrais na
tolerancia aguda ao etanol, foram utilizados 4 gsugxperimentais (N = 7 — 11 cada) que
receberam injecdo sistémica de 3,0 g/Kg de etamgkeedes intracerebroventriculares (5
minutos apos a injecdo sistémica) de veiculo (Tv8&0% em PBS) ou antagonista CB1
(SR141716 nas doses de 0,5; 2,0 ou 4,0 ug, i@s/}estes no plano inclinado, bem como
a coleta de amostras de sangue para posteriorafosggoolica foram realizados a cada 15

minutos se estendendo até 75 minutos apds a athagdis de etanol.
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3.7.6. Experimento 6: efeito da administracdo doragta CB1 apds a administracdo do
antagonista na tolerancia aguda ao etanol.

Com o objetivo de verificar se o0 efeito do antagtanicanabinoide sobre os
experimentos de tolerancia aguda poderiam serti@ogrpelo agonista, foram realizados
experimentos com 4 grupos experimentais (N = 7 €adh). Todos os animais receberam
injecao sistémica de 3,0 g/Kg de etanol e foramadi@s apdés 5 minutos (via i.cv.) com:
veiculo (Tween 80 1% em PBS), veiculo + SR141718dR veiculo + WIN55,212-2 ( 1
Mg), ou SR141716 (2 pg) + WINS5,212-2 (1 pg). Cagiecao i.c.v foi administrada num
volume de 1pL. Os testes no plano inclinado e aslde sangue foram realizados a cada 15

minutos conforme os outros experimentos de toléxéaguda.

3.7.7. Experimento 7: efeito da administracdo calndio antagonista CB1 na concentracao
de etanol na urina.

Para verificar um possivel efeito da administracéotral do antagonista CB1
sobre a eliminacdo de etanol na urina. Ratos fatadidos em 3 grupos (N = 5 — 10
cada), que receberam injecao sistémica de etajibb(Bg). Apos 5 minutos das injecdes
i.p., foram administrados intracerebroventriculamteeveiculo (Tween 80 1% em PBS), ou
SR141716 (2 ou 4 pg). ApGs as injecdes i.c.v.,mmas foram colocados em gaiolas
metabdlicas durante 75 minutos (mesmo intervalteohgo dos experimentos de tolerancia
aguda), sendo amostras de urina coletadas em faloosn ao final do periodo. Apos a
coleta, os volumes urinarios foram estimados perelcas entre os tubos, pesados antes e
depois do experimento. A densidade da urina fosickemada como 1 mg/ml, logo, cada
grama de peso foi estimada como 1 ml de urina. Aa®sde 50 puL de urina foram

colocadas em tubos contendo &cido perclorico pastepor dosagem alcodlica.
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3.7.8. Experimento 8: efeito da administracdo cantio antagonista CB1 nas alteragfes
cardiovasculares promovidas pelo etanol.

Com o intuito de verificar se a administracdo adn(icc.v.) do antagonista CB1
SR141716 poderia interferir nas alteracdes cardmuares promovidas pelo etanol, foram
realizados experimentos de registros de press@dahiPA) e freqiiéncia cardiaca (FC) em
ratos anestesiados (N = 3 — 7 por grupo), confod®scrito acima. Para isso, apés
estabilizacdo do registro, foram realizadas injecéistémicas de etanol ou salina e 5
minutos apods as injecdes sistémicas, injecdes de.weiculo (Tween 80 1% em PBS) ou
SR141716 (2 pg) foram administradas num volume depll As alteractes
cardiovasculares foram acompanhadas ao longo dmi®@os apds a primeira injecao,
tendo sido considerados os valores em intervalo$Odeinutos e calculadas diferencas

(APA e AFC) em relacéo aos valores basais de cada animal.

3.8. Perfuséo e histologia:

Apés a realizacdo dos experimentos que fizeramdasmicroinjecdes cerebrais,
os animais foram profundamente anestesiados comatbidde cloral e perfundidos
transcardiacamente com solucéo fisiologica (Nag€¥),seguida de formaldeido a 4% para
fixacdo dos tecidos. Ao término da perfuséo, 5 plcdrante azul de Evans (0,1%) foram
injetados pelas canulas guias, os cérebros foramvidos e pos-fixados em formaldeido
4% por 24 h. Posteriormente a pos-fixacdo, comxdiawde uma lamina de bisturi, foram
feitos cortes coronais nos locais de implante dasiles para verificar o posicionamento
correto das mesmas. Os acertos foram visualizadosp auxilio de qualquer equipamento
de aumento, como um preenchimento completo do icafdrlateral direito pelo corante

administrado. Nos experimentos de presséo arteriaterto das canulas foi verificado no
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tecido fresco apds eutanasia dos animais e adraigést do corante. Eventuais erros no

posicionamento das cénulas implicaram em descoaside dos resultados obtidos.

3.9. Analise grafica e estatistica:

Os resultados de todos os experimentos foram esggesomo média * erro
padrdo da média (EPM). A confeccao dos graficoefta utilizando-se o programa Graph
Pad Pristfi 4.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA). Aliges estatisticas foram
feitas no programa Statistftpara Windows 6.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

Nos experimentos realizados para demonstrar adtalier rdpida foi utilizada
andlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidam tratamento (salina ou etanol)
como variavel independente, prejuizo motor comaaval dependente e o niumero de
exposi¢cdes ao modelo nos dois dias foi considecadw fator de repeticdo. Nos demais
experimentos de tolerancia rapida foi utilizadaMOVA para medidas repetidas, com 0
tratamento como variavel independente, o prejuimdommaximo em cada dia como
variavel dependente e a exposicdo ao modelo nog éi& considerada como fator de
repeticao.

Nos experimentos de tolerancia aguda foi usada AN@a&ra medidas repetidas
para comparac¢des temporais no prejuizo motor eonaeatracdo de etanol no sangue,
sendo o tratamento considerado como variavel indbpege e o tempo como fator de
repeticdo. Para comparagbes entre grupos, utiieodNOVA de uma via, tendo o
tratamento como variavel independente e a areaaschrva total (de concentracoes

alcodlicas sangiineas ou prejuizo motor) como valridependente.
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Nos experimentos de dosagem de etanol na urinatifiada ANOVA de uma
via, tendo o tratamento como variavel independent®lume urindrio ou concentracao
alcodlica na urina como variaveis dependentes.

Os experimentos que observaram o0s parametros casdidares (PA e FC)
foram analisados estatisticamente por ANOVA de oexlirepetidas, tendo o tratamento
como variavel independente e tempo como fator detigiio. Em todos os experimentos

utilizou-se o teste dgost hod_SD de Fisher.
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4. RESULTADOS:

4.1. Efeito da administracdo sistémica de SR1417hé tolerancia rapida ao etanol.

Os primeiros experimentos foram realizados paratnamoso fenbmeno da
tolerancia rapida na auséncia de qualquer outtantiento. Conforme mostrado na figura
abaixo, observou-se que apenas 0s animais tratamnsetanol apresentaram prejuizo
motor no primeiro dia, ocorrendo uma diminuicdm8igativa deste prejuizo ao longo do
tempo nas exposicdes seguintes. No segundo diaa@mministracdo de etanol a todos os
animais, observou-se que 0s animais tratados canolepela primeira vez apresentaram
prejuizo elevado diferindo significativamente damy que recebeu etanol também no dia

anterior. Isto sugere gque 0s animais ficaram totesaa segunda exposicao ao etanol.

Dia 1 Dia 2
1001 1001 —— Salina
< < —&— Etanol
g 75 * g 75
IS g
] o
= 501 S 504
8 L 8
S | =] -
T 25 ) 25
& # # # &
04 & ye 4 0= *
v L) L) v L) L)
30 60 90 30 60 90
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 6: Fendmeno da tolerancia rapida. O tratamento conok(a,7 g/Kg) promoveu um elevado prejuizo
motor nos animais em relacéo ao grupo tratado @imas No segundo dia, os animais tratados conoktan
pela segunda vez apresentaram um prejuizo sigihifioaente menor que o grupo tratado com salina no
primeiro dia. (*) p < 0,05 em comparacdo com o piftm momento do teste (30 min), (#) p < 0,05 em

comparacgao ao outro grupo. ANOVA seguida de teSte.L Dados expressos como média = EPM.
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Nos experimentos seguintes foi considerado apempasjwizo motor maximo (30
minutos apos tratamento) em cada dia como medis@adamental valida para anélise de
tolerancia rapida de acordo com outros estudoslawratorio (Wazlawik & Morato, 2002;
2003; Varaschiret al, 2005). Na figura 7, observa-se que no primeiaodé experimento
apenas os animais tratados com etanol apresenpeieguiizo motor [fr, g0y = 541, 58; p <
0,01], sendo que o tratamento com antagonista @B, apresentou efeito sobre o
desempenho motor nas doses administradgseff= 1,47; p = 0,23]. No entanto, este
antagonista (doses de 1 e 2 mg/Kg) interferiu coprejuizo promovido pelo etanol nos
animais tratados com etanol pela segunda vez rngediginte na auséncia de quaisquer preé-
tratamento [fz, 90)= 3,76; p = 0,01]. Esses resultados sugerem ddieR1et1716 bloqueia a
tolerancia rdpida ao efeito de incoordenacdo moposmnovido pelo etanol de modo

dependente de dose.

4.2. Efeito da administracdo intracerebroventricula (i.c.v.) de SR141716 na
tolerancia rapida ao etanol.

A figura 8 ilustra o efeito da administracdo i.cdo antagonista CB1 sobre a
tolerancia rapida ao etanol. Observou-se que noegmo dia de experimento apenas 0S
animais tratados com etanol apresentaram prejuéornii, ss) = 212,28; p < 0,01] e o
tratamento com antagonista CB1 n&o afetou o desdmp®motor nas doses administradas
[F@s, 84 = 0,96; p = 0,42]. Entretanto, esta droga promoe&ito no prejuizo motor
promovido pelo etanol [k g4)= 2,80; p = 0,04] no segundo dia. No dia 2 quandos os
animais receberam apenas injecdo i.p. de etansknatu-se reducdo significativa no
prejuizo motor nos animais tratados com etanolieulee (i.c.v) no primeiro dia (tolerancia

rapida), ndo ocorrendo esse fendbmeno nos anins#&lts com etanol e SR141716 (0,5,
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1,0 ou 2,0 pug) sugerindo um bloqueio da toleramé@da ao etanol promovido pela

administracédo i.c.v. do antagonista CB1. Nas desgwegadas o blogueio foi semelhante.

% " § § \ N
% 25+ \ \ \
?9%"? o= = §i§ S § §

S E S E S E S E
Etanol

Figura 7: Efeito da administracéo sistémica de SR141716 lesdtwia rapida. No dia 1, o tratamento com
2,7 g/Kg de etanol (E) promoveu um elevado prejufmdor nos animais em relagdo ao grupo tratado com
salina (S). No segundo dia, os animais pré-tratadas veiculo ou com a menor dose de antagonista (0,
mg/Kg), apresentaram prejuizo reduzido quando destacom etanol pela segunda vez, evidenciando a
tolerancia rapida. Porém o pré-tratamento com agamtista CB1 nas maiores doses (1 e 2 mg/Kg) btague

o desenvolvimento de tolerancia sendo evidenciadto glevado prejuizo motor no segundo dia, mesnso no
animais tratados com etanol pela segunda vezp €).05 em comparagéo ao respectivo controle. ANOV

com fator tempo (dia 1 e dia 2) como medida repeséguida de teste LSD. Dados expressos coma@médi
EPM.
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Figura 8: Efeito da administracdo i.c.v. de SR141716 na &olgn rapidaNo dia 1, o tratamento com 2,7
g/Kg de etanol (E) promoveu um elevado prejuizoomonbs animais em relagcao ao grupo tratado comasali
(S). No segundo dia, os animais pré-tratados caicule apresentaram prejuizo reduzido quando tratado
com etanol pela segunda vez, evidenciando a talieréépida. O pré-tratamento com o antagonista &l

3 doses administradas (0,5 nug, 1 ug e 2 ug) blagoedesenvolvimento de tolerancia sendo evidenciado
elevado prejuizo motor no segundo dia, mesmo niwsai tratados com etanol pela segunda vez. (*) p <
0.05 em comparagéo ao respectivo controle. ANOVra paedidas repetidas com fator tempo (dia 1 e dia 2

como medida repetida, seguida de teste de LSD.Daxjmressos como média + EPM.

4.3.Efeito da administracdo do agonista canabindide (W 55,212-2) sobre o efeito do
antagonista CB1 na tolerancia rapida ao etanol.

Observa-se na figura 9 que no dia 1, apenas osamnitratados com etanol
apresentaram prejuizo motor, sendo o que grupadtyatom etanol e veiculo no primeiro
dia apresentou prejuizo motor diminuido no dia Zatamento com 1 pg de SR141716 no
dia 1 blogueou o desenvolvimento de toleranciajdeseu efeito revertido por uma dose
de agonista (1 ug) que nao apresentou eftcsesobre a tolerancia. A ANOVA sugere

qgue o agonista canabindide WIN55,212-2 reverteteivoedo antagonista SR141716 pela
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auséncia de interagéo entre os trés tratamepte4{F 0,15; p = 0,70], com doses que néo

interferem com o efeito do etanol sobre o prejumimtor [R1, 77y= 0,28; p = 0,60].

1 Veiculo + Veiculo EZE SR 1 pg + Veiculo E Veiculo + WIN 1 pg SR 1 pg + WIN 1pg

Dia 1 Dia 2
100+

75+
50+

25+

%///////////////////////Z///%

Prejuizo Motor Maximo (%)

O-"_-I-_' ==
S E S E S E S E

Etanol

Figura 9: Efeito da administragéo i.c.v. de SR141716 e WIRS3;2 na tolerancia rapidso dia 1, apenas o
tratamento com 2,7 g/Kg de etanol (E) promoveuufzejmotor. No segundo dia, os animais tratados com
veiculo (i.c.v.) apresentaram prejuizo reduzidongoaratados com etanol pela segunda vez, evidawia
tolerancia rapida. O tratamento com o antagoni®8a (1 ug) bloqueou o desenvolvimento de tolerancia
sendo evidenciado elevado prejuizo motor no segdied@® administracao imediata de uma dose de atgoni
canabindide WIN55,212 (1 ug) que néo teve efpép sereverteu o bloqueio promovido pelo SR. (*) p <

0.05 em comparacao ao respectivo controle. ANO¥®guRla de teste LSD.

4.4. Tolerancia aguda para diferentes doses de etdn

Nos primeiros experimentos de tolerancia agudas apadministracao sistémica
de cada uma das 3 doses de etanol, verificaraniees ge concentracdo plasmética de
alcool nos 15 minutos iniciais apos a injecdo perdoneal da droga, observando
concentracdes sanglineas constantes ao longo dosndfos de experimentos (figura
10A). Em paralelo, analises de prejuizo motor petze no plano inclinado mostraram que

0 prejuizo motor promovido pelo alcool € maximoproneiro momento do teste aos 15
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minutos, diminuindo significativamente ao longo @mpo com repetidas exposi¢cdes ao

modelo (figura 10B). Andlises de area sobre a ciffigmra 10, C e D) revelam que

concentracdes plasmaticag[k)= 64,33, p < 0,01, ANOVA de 1 via] e prejuizo nmoao

longo do tempo [k 21y = 42,96, p < 0,01, ANOVA de 1 via] foram diretarteen

relacionados a dose administrada.
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Figura 10: Efeito da administracdo de diferentes doses deoletam tolerancia agudad) Concentragfes
plasmaticas de etanol ao longo do tempo apéds astmgigfio i.p. de uma das 3 doses (2,5; 2,7o0u 3.§) gBX
Analisetemporal do prejuizo motor promovido pela admiaisdio de cada dose de administr&ia.D, areas
sob as curvas da concentracdo alcodlica sanglipeguézo motor, respectivamente. Dados expresso® c
média + EPM. (*) = p < 0,05 em relagdo aos demaipas. ANOVA de 1 via, seguida de teste LSD.
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4.5. Efeito da administracdo i.c.v. de SR141716 malerancia aguda ao etanol.

Na figura 11 encontra-se ilustrado o efeito da adtriacio
intracerebroventricular do antagonista canabin@&441716. A ANOVA da éarea sob a
curva [Rs, 33y = 0,01, p = 0,96] sugere que a microinjecao i.do.antagonista CB1 néo
interferiu com o prejuizo motor promovido pelo etiaao longo do experimento (figura
11D). De maneira inesperada, porém, esse tratarpeonooveu uma reducao significativa
nas concentragdes sangliineas de etagpk{f= 4,25, p = 0,01] apds microinje¢des das

duas maiores doses (2 e 4 ug) (figura 11, A e C).

4.6. Influéncia do agonista canabinodide (WIN 55,212) na redugéo das concentracdes
sanguineas de etanol causada pelo SR141716.

Na figura 12, observa-se que a microinjecdo de IdQ@gonista canabinoide
WINS55,212-2per sendo interferiu com o prejuizo motor{hg = 0,23, p = 0,63] nem com
as concentragdes plasmaticas de etanohp= 0,68, p = 0,41] analisando-se as areas sob
as curvas pela ANOVA de 1 via. No entanto, o aganiSB1 interagiu de maneira
significativa com o tratamento do antagonista masentracdes plasmaticasi[kq)= 5,67,

p = 0,02] sugerindo uma inversdo do efeito do amtesga sem interferir com o prejuizo

motor [R1, 29y= 0,15, p = 0,71].
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Figura 11: Efeito da administracdo i.c.v. de SR141716 na &olga aguda ao etand\) Concentragdes
plasméaticas de etanol ao longo do tempo apés astnsigdio i.p. de 3,0 g/K®) Analisetemporal do prejuizo
motor promovido pela administracdo de etartdle D, areas sob as curvas da concentragdo alcodlica
sangiiinea e prejuizo motor, respectivamente. Dexjmgssos como média + EPM. (*) = p < 0,05 em &alag

ao grupo controle. ANOVA de 1 via, seguida de t&SB.
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4.7. Efeitos da administracdo de SR141716 na contegao de etanol na urina.

A figura 13 ilustra o efeito da administracdo cehto antagonista CB1 na
eliminacdo de etanol pela urina. A ANOVA de 1 vienebnstrou que o tratamento i.c.v
com SR141716 n&o interferiu com a estimativa damel urinario [k, 20)= 0,33, p = 0,72]
(figura 13A), porém interferiu significativamentasiconcentracdes de etanol eliminadas
na urina [k, 200 = 4,68, p = 0,02], sendo observada uma redu¢é® coacentracoes de
etanol com a administracdo i.c.v. da maior dosemagonista CB1(figura 13B). Este
experimento sugere que as concentracdes de etasahgue e na urina, apds o tratamento

i.c.v. com o antagonista CB1 (ou veiculo), sdo propnais.
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Figura 13: Efeito da administrac¢éo intracerebroventricularmdtagonista CB1 na concentracdo de etanol na
urina coletada durante 75 minutos apés a injecéetaleol. Observa-se que a administragdo do antstgoni
CB1 nao interferiu com o volume urinariGd), porém reduziu significativamente, na maior dose
administrada, as concentracdes de etanol na (BneDados expressos como média + EPM. (*) p < 0,05,
ANOVA de 1 via seguida de teste LSD.
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4.8. Efeitos da administracdo i.c.v. de SR141716 s\alteragbes cardiovasculares
promovidas pelo Etanol.

Ainda considerando o efeito da administracdo agl@leER141716 (i.c.v.) em
reduzir as concentracdes de etanol no sangue,ximué&xperimento foi realizado para
verificar se alteracbes na pressao arterial ouatpiéncia cardiaca promovidas pela droga
poderiam, explicar uma maior metabolizacdo. Em arsiranestesiados e com registros de
pressédo arterial e freqiéncia cardiaca estavéi®|@VA para medidas repetidas revelou
gue a administracao sistémica de etanol (3 g/Kduzie significativamente a pressao
arterial [R1, 15y = 70,12, p < 0,01], sem promover altera¢cdes nalfecia cardiaca. O
tratamento com SR1417 p@r sendo interferiu na PA [t 15)= 2,50, p = 0,13] nem na FC
[Fa, 15 = 1,68, p = 0,21]. No entanto, a administragdovide SR141716 elevou
significativamente a FC no grupo tratado com et§fg@|.s)= 4,81, p = 0,04] sem alterar a
PA [F1, 15 = 1,71, p = 0,21]. Observa-se na figura 14 quatamento com etanol na dose
de 3 g/Kg promove elevada queda de presséo arsenalalterar a frequiéncia cardiaca de
ratos anestesiados, observa-se também que o aistag@Bl ndo promoveu qualquer
alteracdo nem na PA nem na FC, porém apoés tratancemt o etanol promoveu uma
elevacao significativa de frequéncia cardiaca aemingda de alteracdes de pressao arterial
gue apesar de nao diferir do grupo tratado conokwmweiculo também néo diferiu dos

grupos tratados com salina, evidenciada pelo L&iie
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Figura 14: Efeito da administracdo intracerebroventricular dmotagonista CB1 nas alteracfes
cardiovasculares promovidas pela administracd@mist de etanol(A) Alteragfes na pressao arterial
expressas como diferencas de pressdo em relaca@laoss basais (PA, em mmHg). (*) p < 0,05 (grupo
tratado com etanol + veiculo em relacdo aos grupados com salina)B) Alteracdes na frequéncia
cardiaca expressas como diferencgas de freqiiénaiel@gdo aos valores basal$-C, em bpm). (*) p < 0,05,
em relacdo a medida inicial dentro do mesmo gruipados expressos como média + EPM. Analises

estatisticas com ANOVA para medidas repetidas,idaglo teste LSD.
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5.DISCUSSAO

Diversos estudos tém verificado efeito do antagar@B1 SR141716 na reducao
de propriedades reforgcadoras do etanol, diminuinodoonsumo (Arnoneet al, 1997,
Colomboet al, 1998; Hunguncet al, 2003) e a preferéncia ao alcool (Hungwtdal,
2003; Ponceleet al, 2003; Wanget al, 2003), entretanto, este € o primeiro estudo
mostrando os efeitos do antagonista CB1 no desamento de tolerancia ao etanol em
ratos. Esses resultados divergem parcialmentesidtados prévios em que o antagonista
CB1 néo afetou o desenvolvimento de toleranciaded@m camundongos testados no
modelo do‘rotarod” sobre o desenvolvimento de tolerancia rapida (iDe 8t al 2001).

No entanto os diferentes resultados obtidos podem egplicados pelas diferencas
metodoldgicas entre os dois estudos, tais comociespéodelo utilizado e doses
empregadas do antagonista canabinoide.

Confirmando dados anteriores do laboratorio (Waikla& Morato, 2002; 2003,
Varaschinet al, 2005), os resultados deste estudo mostraram gja@imais tratados por
via sistémica com 2,7 g/Kg de etanol apresentaram puejuizo motor elevado em
comparagdo com 0s animais tratados com salina.pEsitezo diminuiu significativamente
ao longo do tempo, sendo maior na primeira exposagéteste (30 minutos apos a inje¢céo
de etanol). Observou-se também, no segundo dia,rache;édo significativa do prejuizo
motor nos animais que receberam etanol na mesn& (@98 g/Kg) pela segunda vez,
evidenciando o desenvolvimento de tolerancia rgpéfieito ndo observado nos animais
controles. Como as diferencas mais significativageeos dois grupos ocorreram no
primeiro momento do teste (30 minutos), no qualreguizo motor foi mais evidente, o

prejuizo motor nesse intervalo em cada dia foi osa@ino medida comportamental valida
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para estudar a toleréncia rapida. Este tipo depi®cao estd condizente com outros
trabalhos que utilizaram o prejuizo motor maxima wois dias do teste para avaliar a
tolerdncia rapida ao efeito de incoordenacdo mofm@movida pela administracdo
sistémica de etanol (Khanea al, 1996; Wazlawik & Morato, 2002; 2003, Varasclein
al., 2005).

Com respeito aos efeitos do bloqueio do receptot 68 tolerancia rapida este
estudo mostrou que a administracao sistémica gmganista CB1 SR141716 bloqueou, de
maneira dependente da dose, o desenvolvimentdeatértoia rapida. Além da localizacao
predominante no SNC, sabe-se que existem recep@Bds periféricos que poderiam
justificar alguns dos efeitos sistémicos desseganiata (Gomeet al, 2002). No entanto,

o bloqueio da tolerancia rapida obtido com a adstim¢do i.c.v. do antagonista
canabinodide SR141716 reforca o envolvimento depteces canabinoides centrais nesse
fenbmeno. Além disso, 0 agonista canabinéide WIRIEE2 microinjetado em dose que
ndo apresenta efeitgeer se por via i.c.v., subsequentemente ao SR141716edimpo
bloqueio da tolerancia rapida pelo antagonista lwanale CB1. Assim, o bloqueio da
tolerdncia rapida pelo antagonista canabindide cparser especifico e ndo uma
consequéncia da influéncia de endocanabinéidesummscalvos moleculares (Di Mareb

al., 2002), como o receptor “CB3”, sugerido por algyesquisadores como possivel
subtipo de receptor canabindide (Piomelli, 200&uRdet al, 2003). J& que existe uma
predominancia de receptores CB1 no sistema nengssdral, o uso do agonista
WIN5S5,212-2 pela via i.c.v. reforgcou o envolvimerde receptores CB1 no bloqueio da
tolerancia rapida promovido pelo SR141716. Em aupnjiesses dados sugerem que o
sistema endocanabindide participa no desenvolviondattolerancia rapida ao etanol por

mecanismos envolvendo os receptores CB1 centrais.
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Tem sido sugerido que o desenvolvimento de tolearapida é um fendmeno
dependente do aprendizado (Bitran & Kalant, 19%arfaet al, 1996), uma vez que e
exposicdo do animal ao teste depois (mas ndo adée#pjecdo sistémica de etanol é
necessaria para o desenvolvimento da tolerancidardiihannaet al, 1996). Além disso,
drogas que prejudicam processos de aprendizada eotagonistas do receptor NMDA
(Khannaet al, 1994; Morato & Khanna, 1996), e inibidores da sintesedbxielo nitrico
(Wazlawik & Morato, 2002; 2003), bloquearam a amdis de tolerancia, sugerindo o
envolvimento de fatores ligados ao aprendizado graeessos de plasticidade sinaptica em
seu desenvolvimento. No entanto, os resultados rdeepte estudo nédo parecem ser
decorrentes de um prejuizo no aprendizado causld@ptagonista canabindide nas doses
empregadas ja que ha evidéncias sugerindo uma facditadora do aprendizado e
memoria pelo bloqueio CB1 (Wolff & Leander, 200&kahashet al, 2005).

Apesar de diversos efeitos similares entre etanaamabindides tais como
hipotermia, incoordenacdo motora, analgesia e jgegude memoaria (Hollister & Gillespie,
1970; Heishmaret al, 1997) serem conhecidos h& bastante tempo, fa aptescoberta
(Devaneet al, 1988) e clonagem (Matsudd al, 1990) dos receptores canabindides, a
identificacdo de ligantes endogenos (Devanal, 1992) e a caracterizacdo de suas vias
biossintéticas (Di Marzet al, 1994; Di Marzoet al, 1996; Bisogneet al, 1997; Stellaet
al., 1997) que diversos estudos verificaram possiaetes do etanol nesse sistema de
neurotransmissao, sugerindo-se que alguns efetta@aol poderiam ser mediados por
receptores canabindides centrais (Hungund & Baagpmpa, 2000; Basavarajappa &
Hungund, 2002; Basavarajappa & Hungund, 2005). @multados comportamentais
apresentados no presente estudo estdo condizemtediversos trabalhos que mostraram

desenvolvimento de tolerancia crénica cruzada estmaol eA’-THC (Newmanet al,
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1972; Macavoy & Marks, 1975; Sprague & Craigmil§786; Siemens & Doyle, 1979;
Marks & MacAvoy, 1989) e com um trabalho recente glupo que estendeu o
desenvolvimento de tolerancia cruzada entre &leadl-THC também para a tolerancia
rapida a incoordenacdo motora causada pelo alb@oS{lvaet al, 2001). Considerando
que ocorre tolerancia cruzada entre o endocanalgirfiandamida e &'-THC (Pertweest

al., 1993; Fride, 1995), e que o etanol leva ao aumeet anandamida nas sinapses
(Basavarajappa & Hungund, 1999), pode-se sugedrajdesenvolvimento de tolerancia
cruzada entre etanol £-THC seja em parte devido & potenciacdo da neasstimsdo
endocanabinoide promovida pelo alcool (Hungund &&arajappa, 2000; Basavarajappa
& Hungund, 2002; Basavarajappa & Hungund, 2005).

Conforme mencionado na introducdo deste trabalsoesiruturas cerebrais
envolvidas no sistema motor (substancia nigra pangpacta e pars reticulada, caudado-
putdmem, globo palido, cortex motor, cortex cer@felontém alta densidade de receptores
canabinoides CB1 (Howle#t al, 1990; Breivogel & Childers, 1998). Diversos esisid
tém sugerido uma regulacdo do sistema motor peltensa canabindide enddgeno
modulando tanto sinapses excitatorias glutamatsgguanto inibitérias GABAérgicas
(Rodrigues de Fonseed al, 1998; Giuffridaet al,1999; Giufridaet al, 2000; Juliaret al,
2003; van der Stelt & Di Marzo, 2003). Tanto o elasomo 0s canabindides prejudicam o
desempenho motor, e, como ja mencionado, a admaigést cronica de alcool promove
uma potenciacdo da neurotransmissdo endocanahinBateisso, alguns autores tém
sugerido que adaptacfes no sistema de neurotradEmendocanabindide podem ser
importantes para o desenvolvimento de tolerancialemol (Hungund & Basavarajappa,

2000; Basavarajappa & Hungund, 2002; Basavaraj@péungund, 2005). Portanto, é

55



concebivel supor que o bloqueio da tolerancia eapichcoordenacdo motora causada pelo
etanol seja decorrente de uma acédo do SR1417li6teama motor.

Do ponto de vista molecular ha evidéncias de qteeadncia ao etanol envolve
diversos processos neuroadaptativos em diverstsmsis de neurotransmisséo. Essas
neuroadaptacdes podem ser rapidas ou lentas, endohdesde eventos de fosforilacdo de
subunidades de receptores até diminuicdo de edorats determinados subtipos dessas
subunidades (Loh & Ball, 2000; Ron, 2004). Denesistemas de neurotransmissao mais
envolvidos nas neuradaptacbes promovidas pela &dragéo de etanol, destacam-se o
glutamatérgico, principalmante através do receptdMDA, e o GABAérgico,
principalmente com o receptor GARAChandleret al, 1998).

Sabe-se que altera¢cdes moleculares rapidas (lasfies) ou lentas (alteracdes de
expressdes de subunidades) nos receptores NMDAABAG sdo as mais envolvidas com
o desenvolvimento de tolerancia e sensibilidadesésitos depressores do etanol, uma vez
gue esses sdo os dois principais sistemas de raswissdo envolvidos nos efeitos
depressores do etanol. Alteracbes rapidas comoorflesbes podem promover
sensibilidade diminuida ao longo de uma Unica @gposao etanol, ocorrendo diminuicao
dos efeitos inibitorios do alcool sobre os recegfoNMDA, ou ainda sensibilidade
aumentada dos receptores GAB#&p0s uma unica administracdo (Groéiral, 1998; Loh
& Ball, 2000; Krystalet al, 2003; Ron, 2004).

Adicionalmente, uma vez que o sistema de neuroti@sdo endocanabindide
regula a liberacdo de diversos neurotransmissoi@geepode interferir com cascatas de
transducdo intracelular, poderia direta ou indimetate interferir em eventos moleculares
importantes no desenvolvimento de tolerancia rapllar exemplo, os antagonistas

endocanabinodides inibem a liberacdo de dopaminaloteo accumbens (Hungumed al,
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2003; Perreetal, 2005). Sabe-se que a dopamina, ao atuar em oeeggtopaminérgicos,

promove aumento da expressdo da proteina DARPR-8Ral reduz a sensibilidade de
receptores NMDA aos efeitos depressores do etduaitiye et al, 2002). Como o sistema

endocabindide pode modular neurbnios dopaminérgia&m dos glutamatérgicos e
GABAérgicos, em estruturas relacionadas ao contnodéor, € possivel que o uso de
antagonistas CB1 interfira em processos neuroatiaggaenvolvidos no desenvolvimento
de tolerancia ao etanol através do sistema dopagiioé

Outro possibilidade interessante para explicar déaespeculativo a participacao
do receptor CB1 na tolerancia rapida ao etanofatmde diversos subtipos de receptores
(6 opidide, CB1, D2 da dopamina) acoplados a prot@éifaapresentarem a propriedade de
estimular (através do dimefg da proteina G dissociada) as isoformas de ademieise
subtipos Il e IV, promovendo inicialmente aumen&s doncentracdes de AMPc que pode
ativar proteinas cinases, e, apdés 5 horas, aumangapressao de diversos genes, pela
ativacdo de fatores de transcricdo, especialmeRtEBJ(Yaoet al 2003). Deste modo, €
possivel que a ativagdo de receptores CB1 modutanismos de transducdo de outros
receptores, através da ativacdo de proteinas simaseltante da ativacdo de isoformas da
adenilato ciclase via dimerfy da proteina G dissociada, ou através da alterdgdo
expressao de subunidades de receptores envohadesnsibilidade aos efeitos depressores
do etanol.

Como ja relatado previamente, a tolerancia rapétia $ido proposta como um
modelo para predizer aspectos relevantes da tolar&nonica ao etanol (Khanre al,
1991; 1992; 1996). Assim, com base em nosso estudm evidéncias da literatura é
possivel sugerir um papel do sistema endocanal@rsidos receptores CB1 centrais no

desenvolvimento da tolerancia cronica ao etanol.
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Um segundo enfoque do presente estudo foi avaliefeito do bloqueio CB1
central na tolerdncia aguda ao etanol. Observoguee paralelamente ao retorno a
coordenagcdo motora normal dos animais ao longo #osmin de experimento, a
concentracdo alcodlica sangliinea permaneceu elecadacterizando o fenébmeno de
tolerancia aguda (Kalamt al, 1971; LeBlancet al, 1975; Khannat al, 2002; Radlow,
1994). Esta reducédo do prejuizo motor com concgigsacirculantes de alcool inalteradas
ao longo do tempo foi observada com as trés dasesatiol administradas sugerindo que a
tolerancia aguda parece ser um fendémeno tempo-depene “treino-dependente”, porém
nao dose-dependente, conforme j4 havia sido swgexid trabalhos anteriores (Lé &
Kalant, 1992; Radlow, 1994; Khanagal, 2002).

A administragdo i.c.v. do antagonista SR141716 inderferiu com o prejuizo
motor promovido pelo etanol em comparacdo com @aumontrole, porém as maiores
doses causaram reducdo estatisticamente signdiczag concentracdes plasmaticas de
etanol. Assim, esses resultados sugerem que odindo receptor CB1 n&o interfere na
tolerdncia aguda ao etanol. No entanto, algumasreti€as em relacdo a estudos da
literatura serdo discutidas a seguir.

Ha evidéncias de que diferentes classes de drdgaseiam a tolerancia aguda ao
etanol pelo fato de prejudicarem a recuperacdo nmados animais sem, no entanto,
afetarem as concentracdes alcodlicas sanglineastdQilla & Tampier, 2000; Khannet
al, 2002). Mesmo nos estudos concluindo que uma dragafetou (Khannet al, 1992),
ou que estimulou a tolerdncia aguda (Kharetaal, 2002) ndo houve diferencas
significantes nos niveis sanguineos de etanol e#rgrupos experimentais e controle.
Embora o sangue periférico tenha sido usado paléaaa alcoolemia no presente estudo,

varios trabalhos mostraram que ndo héa diferendas es niveis de alcool no sangue e no
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cérebro medidos ao mesmo tempo apos a administrgcéte etanol (Gostomzyk et al.,
1969; LeBlanc et al, 1975; Tabakoff et al., 198§)exialmente em intervalos maiores que
10 min (Sunaharat al, 1978). Além disso, no presente estudo obsengqiseo prejuizo
motor varia de acordo com a concentra¢do sangdméicool (ver figura 10). Assim, uma
vez que na presenca do bloqueio CB1 a alcoolertagabaixa, mas a performance motora
dos animais estava inalterada, € possivel sugegiegtes se encontravam mais sensiveis ao
efeito depressor do etanol. Esse resultado essistemte com trabalhos que verificaram
maior sensibilidade para os efeitos hipotérmicosprnotores e hipno-sedativos do etanol
em camundongos nocautes para o receptor CB1 emacagdw com os selvagens (Naasila
et al, 2004).

Diversos trabalhos tém mostrado que a sensibilideme efeitos depressores do
alcool esta inversamente relacionada ao consumwoigtéa al, 1995; Hodgeet al, 1999;
Olive et al, 2000; Bowers & Wehner, 2001), sendo que linhageasos sensiveis aos
efeitos depressores do etanol tendem a consunsratwaol (Kurtzet al, 1996; Tampieet
al., 2000). Nesse contexto, poderia ser especuladageeucdo do consumo de etanol
promovida pela administracdo do antagonista CBdtagéh em outros estudos (Arnaste
al., 1997; Colombet al, 1998; Gallate & McGregor, 1999; Gonzakdzl, 2004) também
poderia decorrer da maior sensibilidade ao efemgpressor do é&lcool causada pelo
antagonista, e ndo apenas a reducao das propreedddecadoras do etanol sugerido pelos
autores (Colombet al, 1998; Hungunett al, 2003). Além disso, € possivel sugerir que as
alteracbes observadas apés a injecdo i.c.v. dgamssia CB1 no modelo da tolerancia
aguda relatadas aqui tenham ocorrido de modo santelmo primeiro dia de teste no
modelo de tolerancia rapida, o que explicaria emepa bloqueio deste ultimo tipo de

tolerancia pelo antagonista CB1.
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A reducdo da alcoolemia pelo bloqueio CB1 via i.e¢td de acordo com
resultados empregando uma dose alta (10 mg/KgRdd 16 por via i.p. em ratos Wistar
tratados com etanol. No entanto, discorda de estade quais essa droga nao alterou os
niveis alcodlicos sanguineos em “ethanol-prefersRgats” (Colombet al, 1998), bem
como discorda de estudos com camundongos nocartesgeeptor CB1, nos quais houve
maior alcoolemia apds a administracdo de uma diseda de alcool (5 g/Kg) em
comparacdo com os selvagens (Lallemand & De Wa9€5). Entretanto, as diferencas
existentes entre os resultados da literatura e estedestudo podem ser devidas aos
diferentes protocolos experimentais, doses, espédiahagens empregados. Reforcando a
participacao de receptores CB1 na reducdo da aeltelpelo SR141716, a administracao
i.c.v. do agonista canabindide WIN55,212-2 subsetgueente ao antagonista impediu esse
efeito, sem interferir na performance motora ddmais. E pouco provavel que os efeitos
aqui descritos sejam decorrentes de uma acao dgamista em receptores CB1 periféricos
porque as doses empregadas (0,5 ¥ ndo sdo efetivas quando administradas
sistemicamente (Rinaldi-Carmora al, 1994). Em conjunto com os trabalhos citados
acima, nossos resultados sugerem uma participagaartante de receptores CB1 centrais
na regulacdo das concentragfes plasmaticas dd.dEst® é o primeiro estudo a observar
alteracdes na alcoolemia apds microinjecdes cerdmantagonista CB1.

A reducdo da alcoolemia pela administracdo cemntealSR141716 poderia ser
resultante do efeito desse antagonista em difevegtipas farmacocinéticas do etanol.
Como a absorcéo do etanol ocorre apdés os minutidgignda administracdo i.p.dessa droga
(Czaja & Kalant, 1961) e as administracdes i.corS&R141716 foram feitas 5 min apos as

administracdes i.p. sugerimos que o efeito do amiata na etapa de absorcédo deva ser de
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menor importancia. Por isso neste trabalho verfise se a administragdo i.c.v. do
antagonista CB1 poderia aumentar a eliminacdo aeokfpela urina. Devido a razdes
metodoldgicas, apenas uma coleta urinaria foi féiteante 75 min (tempo igual ao do
experimento de tolerancia aguda) apds a injecaetaleol. O efeito diurético do etanol
(Ragland, 1990; Rodriget al, 1998) promovido pela inibicdo da secrecéo deprassina
através do bloqueio de canais de calcio nas tegé@sanervosas da neurohipéfise (Wang
et al, 1991) ocorre apenas em doses moderadas (Pohpl&i8%) sendo que doses mais
elevadas podem apresentar o efeito oposto, justdic em parte a dificuldade na coleta de
amostras de urina nesse estudo. As concentragdeslak de etanol obtidas na urina foram
consistentes com as concentracdes tedricas devigegueno volume urinario (em torno
de 1 ml) comparado com o volume sanguineo totatg§oge 70 ml) de um rato adulto, que
resulta num percentual urinario abaixo de 5% dal ¢ alcool absorvido. Outros autores
obtiveram concentracdes urinarias de etanol menaas concentracdes sanglineas
equivalentes as apresentadas aqui (Badgex, 2005), porém isso pode ser explicado
porque usaram animais fémeas da linhagem Spragwepae a dosagem de etanol feita
na urina de 24 horas.

A administracdo central do antagonista CB1 naoferi@ no volume urinério, mas
como na alcoolemia, promoveu concentracdes delato@aores na urina. Embora existam
evidéncias de que a anandamida diminua a taxa ldlacdio glomerular renal pela
diminuicdo da pressdo sanguinea de vasos locaisaaepelo receptor CB1 (Kous al.,
2004), nenhum estudo demonstrou, até o momento regudacao da filtracdo glomerular
por receptores canabindides cerebrais. Nossostadsslcontrariam a hipétese de que a
menor alcoolemia apresentada pelos animais tratados SR141716 seria devida a

eliminagcdo aumentada de etanol na urina. Conckiiagenas que as concentracdes de

61



alcool na urina, nos grupos tratados ou ndo coagantsta CB1, correlacionam-se com 0s
niveis sanguineos de alcool.

A interferéncia direta do bloqueio CB1 central netabolismo hepético do etanol
ndo foi avaliada no presente estudo. No entantaefdizado um experimento adicional
para verficar se a reducdo da alcoolemia promagvéda injecdo i.c.v. do antagonista CB1
poderia ser decorrente de alteracOes cardiovassutpre pudessem sugerir aumento no
débito cardiaco, o qual explicasse uma maior eligén e/ou metabolizacdo de alcool, na
presenca do SR141716. Em animais anestesiados,egisiros de pressao arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC) estaveis, a administracao de SR141716 ou do veiculo ndo
alterou os valores basais de PA e FC ao longo demiB0tos de experimento. O etanol
causou uma reducdo significativa na PA dos anitnaiados i.c.v. com veiculo (controles),
a qual ndo foi compensada com uma elevacéo reflex&C. Estes resultados estado
condizentes com outros estudos mostrando que anatiacdo de etanol intravenosa ou
diretamente no ndcleo do trato solitario (NTS) éndbresposta reflexa, possivelmente por
um bloqueio de receptores NMDA do NTS (el-Mas & ABahman, 1992; el-Mas &
Abel-Rahman, 1993). Com a administracdo de etamaolPA média é reduzida
provavelmente devido a vasodilatacdo dos vasoesigé&ncia (Puddest al, 2001), porém
a FC permanece inalterada possivelmente devidibigdo da resposta barorreflexa pelo
etanol.

De modo diferente ao ocorrido com o grupo contral@administracdo i.c.v. de
SR141716 cinco minutos apos a injecdo de alcodarawma queda de PA seguida do
aumento significativo da FC. Alguns trabalhos ténpstrado que o0 sistema
endocanabinoide e o receptor CB1 podem estar ddeslwna resposta barorreflexa atraves

da ativacdo de receptores presentes em estrutaresreco encefalico, principalmente o
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NTS. H& evidéncias de que a administracdo de SR®4t0 NTS aumenta a duracdo do
barorreflexo (Rademacheat al, 2003) e, ao contrario, a microinjecdo de anandami
diminui a resposta barorreflexa (Seagetr@l, 2004; 2005). Diante de nossos resultados e
das evidéncias da literatura € possivel sugerirogsistema canabindide e o receptor CB1
centrais modulem, pelo menos em parte, os efewostahol no sistema cardiovascular.
Este é o primeiro estudo sugerindo um envolvimelotsistema endocanabindide central
nos efeitos do etanol sobre o sistema cardiovasqudasivelmente por acdes envolvendo
receptores CB1 do NTS (Rademacékal., 2003; Seagaret al, 2004; 2005).

Esta abordagem, no entanto, ndo permitiu sugegunalaumento no débito
cardiaco que explicasse uma maior eliminacdo eftabulizacdo de alcool, na presenca
do SR141716. Entretanto alguns aspectos deste imgmeo merecem ser discutidos.
Inicialmente é importante ressaltar que para a daedos parametros cardiovasculares 0s
animais encontravam-se anestesiados. Durante edinoento experimental da tolerancia
aguda, no entanto, os animais ao serem manipufgalesa medida comportamental e a
puncédo da cauda, poderiam ter alteracdes maidisamas, tanto na PA quanto na FC, em
decorréncia de um estresse moderado. Sabendo tageieardia em resposta ao estresse
também é inibida pelo etanol por um mecanismo &aslgupor receptores NMDA do NTS
(Vargaet al, 1996) e que os endocanabindides podem modulesteons cardiovascular
através de receptores CB1 dessa estrutura ce(Bladeémacheet al, 2003; Seagardt al,
2004; 2005), e possivel que nos animais acordadoslt@racdes cardiovasculares
promovidas pela injecdo i.c.v. do antagonista Cixkém mais pronunciadas. Porém, por
inviabilidade técnica os parametros cardiovascslardo foram testados nos animais

submetidos no plano inclinado.
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Ha evidéncias de que o sistema endocanabinodideutenpapel importante na
regulacdo de comportamentos defensivos relacionadastuacdes estressantes (para
revisdo; Valverde, 2005; Witkiet al., 2005; Wotjak, 2005; Viverost al, 2005). Além
disso, sabe-se que aumentos da pressao arteralogigenacao tecidual hepatica estao
relacionados a aumentos da metabolizacdo de etd@aofimeno conhecido como
hipermetabolismo hepatico. Desta forma seria pebkséspecular se as alteracdes
cardiovasculares promovidas pela administracdoraledb antagonista CB1 poderiam
facilitar e/ou acelerar a degradacao do etanol fdgémlo por aumentar o fluxo sangiiineo e
a oxigenacdo tecidual. O hipermetabolismo hepatee@tanol € um fendmeno adaptativo
gue ocorre geralmente apds exposi¢cdes cronicagcaol §Mendelson & Mello, 1966;
Videla & Israel, 1970), mas também pode ocorredagiente apds tratamento com doses
elevadas dessa droga (Yuki & Thurman, 1980; Thuretaal, 1982). Entre os fatores
envolvidos no hipermetabolismo hepético o princépalaumento da utilizacdo de oxigénio
pelos hepatocitos. Sabe-se que niveis plasmaticosrdados de epinefrina, norepinefrina,
corticosterona e glucagon correlacionam-se de mangbsitiva com o aumento do
metabolismo (Yuki & Thurman, 1980; Yulet al, 1980). O aumento da oxigenacao
hepéatica e respiracdo mitocondrial elevam as cdraggies da forma oxidada da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADcofator importante e limitante da degradacéo
enzimatica do alcool pela élcool-dehidrogenase (ADYEmM disso, o fluxo aumentado de
oxigénio pode favorecer a metabolizacdo do alcoolgutras vias como a do sistema de
oxidagcdo microssémico P-450, bem como a via ddassdThurman & Mckenna, 1975;
Thurmanet al, 1976; Thurman & Scholz, 1977).

Dessa forma, se a hipétese de que na situacdoireepéal da avaliacdo da

tolerdncia aguda os animais encontravam-se maisseatos, e face aos trabalhos da
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literatura sobre o hipermetabolismo hepatico, spdssivel especular se a elevagdo da
frequiéncia cardiaca por administracéo i.c.v. de43R16 apods o etanol poderia favorecer o
metabolismo do etanol por aumentar a oxigenacaaticep

Ainda com relacdo ao estresse, ja foi demonstrag® eyentos estressantes
repetidos ou intensos podem alterar as concensgt@smaticas de etanol, provavelmente
por reduzir a absorcdo da droga (Wallgren & Tiii963). No presente estudo houve
maiores variacbes nas concentracdes plasmaticasrvablas no periodo inicial (15
minutos) nos grupos tratados apenas com etanoinejgalmente, nos experimentos com
administracfes centrais. Mas como ja mencionaddeito da injecdo i.c.v. de SR 141716
na absorcéo nao foi avaliado.

Para concluir, € importante ressaltar que o etpablser uma molécula simples
gue apresenta varios alvos moleculares no sistesr@oso central, pode afetar
praticamente todos os sistemas de neurotransnesgémmover uma grande quantidade de
efeitos mediados centralmente. No presente estuglificamos a manipulacdo de apenas
um desses sistemas, o endocanabindide, porémtarderte pode-se estar interferindo na
regulacdo de outros, principalmente pelo fato deewdocanabindides atuarem como
neuromoduladores inibitorios da liberacdo de paatiente todos oS neurotransmissores,
sendo conhecidos como mensageiros retrogrados @nidét al, 1998; Wilson & Nicoll,
2002; Piomelli, 2003).

Ha evidéncias de que diversos sistemas de neusoirssBo podem atuar em
conjunto modulando efeitos do etanol e assim, i@ sugeridos tratamentos combinados
de drogas que atuam em diferentes sistemas nadediacconsumo de alcool (Myers &
Lankford, 1996; Rezvaret al, 2000; Heyseet al, 2003;Stromberg, 2004; Gallatt al,

2004), como o uso de baixas doses dos antagomiptdgle naltrexona e canabindide
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SR141716 (Gallatet al, 2004; Manzanarest al, 2005). Sabe-se que existem diversas
interacdes nesses dois sistemas nos efeitos mamlesué comportamentais promovidos
pelo &lcool (para revisdo ver Manzanae¢sal, 2005). Em estudos do nosso laboratério
verificou-se que o antagonista opidide naltrexdogueia o desenvolvimento da tolerancia
rapida a incoordenacao motora promovida por et@fataschiret al, 2005), estendendo o
efeito de bloqueio da tolerancia aguda observad®@pmtanillaet al. (2000). No presente
trabalho verificamos que administracédo central nt@agonista CB1 bloqueou a tolerancia
rapida, ndo interferiu no desenvolvimento da teoleid aguda, mas parece ter aumentado a
sensibilidade a incoordenacao motora induzida f@oroe apds uma Unica exposicao.

Em conjunto, os resultados desse estudo mostrammalexidade de efeitos do
etanol no sistema nervoso central, em particulaistema endocanabindide, sugerindo que
0 mesmo participa em processos adaptativos centtsn como interfere nas

concentracdes plasmaticas de etanol e nos efaitd®easculares mediados centralmente.
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6. CONCLUSOES

* As administragBes sistémica e intracerebroventiicdb antagonista canabindide
CB1 SR141716 bloguearam a tolerancia rapida a rdeo@acdo motora induzida
por etanol, sugerindo um efeito centralmente mexdigdse efeito foi revertido pelo
agonista canabindéide, sugerindo uma acdo medidds reeeptores CB1 cerebrais.

* O bloqueio central do receptor CB1 reduziu as cainagdes plasmaticas de alcool
apos administracdo aguda, sem afetar a coordemagéwa, sugerindo que nao
afetou o desenvolvimento de tolerancia aguda awktBsse efeito na alcoolemia
foi revertido pelo agonista WIN55,212-2, sugerindam efeito mediado pelos
receptores CB1 cerebrais.

* O bloqueio central dos receptores CB1 pelo antatgpr$R141716 ndo alterou o
volume urinério de ratos tratados com etanol, radsziu a concentracao de etanol
na urina em relagcéo ao grupo controle.

* A administracao sistémica de etanol reduziu a Aceagerial em ratos anestesiados
sem alterar a freqUéncia cardiaca. O bloqueio @Bfral por SR141716 numa dose
gue nado alterou os valores cardiovasculares badas e FC), aumentou
significativamente a freqiéncia cardiaca em ratosstesiados e tratados com
etanol, sugerindo uma possivel participacdo dospteres CB1 nas alteracdes
cardiovasculares promovidas pelo alcool.

* Tomados em conjunto, os dados do presente trabsilfggrem um envolvimento
importante dos receptores CB1 cerebrais na tolerénsensibilidade ao etanol,

bem como na frequéncia cardiaca e nas concentrplg@esaticas de etanol.
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