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RESUMO

Um numero crescente de evidéncias tem apontado para o neuromodulador adenosina como
um importante mediador de varias respostas comportamentais, moleculares e celulares promovidas
pelo etanol, tanto em humanos quanto em roedores. Contudo, relativamente pouco se sabe sobre o
envolvimento deste sistema em comportamentos relacionados a ansiedade apds tratamento agudo
ou ap6s a abstinéncia do etanol, bem como nas respostas neuroadaptativas verificadas apos a
exposi¢do repetida, como o desenvolvimento de tolerancia e refor¢o positivo do etanol,
supostamente implicados na iniciacdo, manutenc¢do e recaida ao consumo de etanol em modelos
animais.

O objetivo do presente trabalho foi investigar o papel dos receptores de adenosina no efeito
tipo-ansiolitico do etanol, bem como avaliar o potencial de agonistas dos receptores de adenosina
Al e A2A em reduzir o comportamento tipo-ansiogénico observado durante a abstinéncia aguda
(ressaca) em camundongos testados no labirinto em cruz elevado. Além disso, o envolvimento dos
receptores de adenosina no desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenagdo motora ao
etanol, assim como na preferéncia condicionada de lugar induzida pelo etanol em camundongos,
também foram investigados neste estudo.

Os resultados do presente estudo demonstram pela primeira vez, que os receptores de
adenosina, principalmente os receptores Al, modulam as repostas tipo-ansioliticas induzidas pela
administracdo aguda de etanol (1,2 g/kg, i.p.), assim como o efeito tipo-ansiogénico (ressaca)
verificado 18 h apds o tratamento sist€émico com uma dose elevada de etanol (4,0 g/kg) em
camundongos testados no labirinto em cruz elevado. Os presentes resultados evidenciam ainda que
o bloqueio dos receptores Al para adenosina, mas ndo dos receptores A2A, modula importantes
neuroadaptacdes funcionais observadas durante a exposi¢do repetida ao etanol, como o

desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenagao motora em camundongos testados no
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rota-rod. Além disso, demonstram que o bloqueio nado-seletivo dos receptores de adenosina,
mediado pela cafeina, ndo altera o reforco positivo induzido pelo etanol em camundongos avaliados
no teste da preferéncia condicionada de lugar.

Em conjunto, estas evidéncias sugerem que a manipulacdo farmacologica do sistema
adenosinérgico possui potencial para atenuar os efeitos do uso do etanol, podendo representar uma
importante ferramenta no tratamento do alcoolismo. Além disso, a complexidade e diversidade dos
componentes envolvidos no desenvolvimento do alcoolismo (sensibilidade inicial, tolerancia,
sensibilizacdo, abstinéncia, desejo e recaida), requerem estudos mais detalhados e amplos para uma

melhor compreensao e caracterizagdo das bases neurobiologicas envolvidas nesta doenca.

xi



Abstract

ABSTRACT

Recent evidence indicates a direct role for the neuromodulator adenosine in mediating many
of the cellular and behavioral responses to ethanol in both humans and rodents. The anxiolytic
property of ethanol and the elevated signs of anxiety observed during withdrawal from chronic as
well as acute ethanol exposure represent important motivational factors for its consumption and the
development of alcohol dependence. Moreover, the tolerance mechanisms and reinforcement, can
determine a person’s short-term or acute response to ethanol, as well as the establishment of the
long-term or chronic craving for alcohol that characterizes dependence.

The aim of the present study was to evaluate the role of adenosine receptors in the
anxiolytic-like effect of ethanol, as well as the potential of adenosine A1 and A2A receptor agonists
in reducing the anxiety-like behavior during acute ethanol withdrawal (ressaca) in mice tested in the
elevated plus-maze. Furthermore, the influence of adenosine receptors in the development of rapid
tolerance to ethanol-induced motor incoordination, and the ability of the caffeine to modify ethanol-
induced conditioned place preference also had been examined in mice.

The results indicated that acute previous administration of “non-anxiogenic” doses of
caffeine (non-selective antagonist, 10.0 mg/kg, i.p.) and DPCPX (adenosine A1l receptor antagonist,
3.0 mg/kg, i.p.), but not ZM241385 (adenosine A2A receptor antagonist, 1.0 mg/kg, i.p.),
significantly reduced the anxiolytic-like effect of ethanol (1.2 g/kg, i.p.), as well as blocked the
rapid tolerance to ethanol-induced motor impairment in mice. Moreover, an anxiolytic-like response
was observed by the co-administration of “non-anxiolytic” doses of the selective adenosine Al
receptor agonist CCPA (0.125 mg/kg) and ethanol (0.6 g/kg). On the other hand, the acute
administration of “non-anxiolytic” doses of adenosine and CCPA, but not the adenosine A2A
receptor agonist DPMA, at the onset of peak withdrawal (18 h), reduced this anxiogenic-like

response. In addition, the effect of CCPA on anxiety-like behavior of ethanol ressaca was reversed

Xii



Abstract

by pretreatment with the selective adenosine Al receptor antagonist DPCPX. On the other hand,
caffeine did not inhibit the acquisition and expression of ethanol-induced conditioned place
preference.

These results reinforce the involvement of adenosine in anxiety and suggest that the
activation of adenosine Al receptors, but not adenosine A2A receptors, mediate the anxiolytic-like
effect and the rapid tolerance to ethanol-induced motor impairment in mice. Moreover, they
indicate the potential of adenosine Al receptor agonists to reduce the anxiogenic effects during
ethanol withdrawal. Taken together, these data suggest that pharmacological manipulation of

adenosine signalling represents a potentially useful tool for the prevention and treatment of

alcoholism.
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1. INTRODUCAO

As bebidas alcoolicas tém sido utilizadas desde o inicio da histéria humana, sendo os
primeiros registros datados de 6000 a.C., no antigo Egito e Babilonia (Vaillante, 1999). Estudos
antropologicos mostram que inumeros relatos da mitologia grega referem-se ao alcool etilico ou
etanol como uma substancia divina. Na Idade Média, ao ser introduzido o processo de destilagao
pelos arabes, os alquimistas passaram a acreditar que o etanol era o tdo procurado elixir da vida,
sendo utilizado como remédio para praticamente todas as doencas, conforme indicado pelo termo
galico whiskey (usquebaugh, que significa “agua da vida”) (O’brien, 1996).

Atualmente, reconhece-se que o valor terapéutico do etanol ¢ extremamente limitado, e que
o consumo cronico deste em quantidades excessivas representa um grave problema clinico e social.
O consumo de etanol, tabaco e outras drogas de abuso estdo presentes em quase todos os paises do
mundo, sendo que mais da metade da populagdo das Américas e da Europa ja experimentou etanol
alguma vez na vida (OMS, 2004).

No Brasil, estima-se que uma em cada dez pessoas tenha problemas decorrentes do consumo
indevido de etanol, sendo este responsavel por aproximadamente 80-85% das internagdes em
hospitais e clinicas psiquiatricas (CEBRID, 2002). Além disso, o consumo de etanol estd
relacionado com 50% dos casos de morte em acidentes automobilisticos, 50% dos homicidios e
25% dos suicidios (Leite, 2001). Por estas e outras razdes, o consumo abusivo de etanol ¢
reconhecido pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como uma doenga, devendo, por este

motivo, ser desvinculado de qualquer conotagdo moral ou de valores referentes ao individuo.
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1.1. Efeitos comportamentais do etanol

O etanol promove uma variedade de efeitos fisioldgicos e comportamentais que aparecem
em duas etapas distintas (uma estimulante e outra depressora) (Chandler et al., 1998). Nos
primeiros momentos apds a ingestdo de etanol, podem aparecer os efeitos estimulantes, como
euforia, desembarago, que frequentemente sao acompanhados da reducao de estados de ansiedade e
estresse. Esta estimulagdo aparente resulta, em grande parte, da reducdo dos mecanismos do
controle inibitério do encéfalo (O’brien, 1996).

A medida que o nivel plasmatico de etanol se eleva, comegam a surgir os efeitos
depressores, como o comprometimento da coordenacao motora e fala, confusao mental e sedacao,
além de prejudicar a concentracdo e a memoria. Em concentragdes extremamente elevadas
(alcoolemia de 300 a 500 mg/dL), o efeito depressor fica exacerbado, ocorrendo ndusea e vomito,
seguidos de anestesia profunda, depressdo respiratéria, perda dos reflexos e hipotermia, podendo
até provocar coma e morte (Fadda e Rossetti, 1998; Nutt, 1999). Esta ampla variedade de efeitos
parece ser devido a complexa interacdo do etanol com os diversos sistemas excitatorios e inibitorios
encefalicos (Nutt, 1999).

Cronicamente, o etanol leva a um processo conhecido como deméncia alcoodlica, resultando
em prejuizo neurologico, com comprometimento tanto das fungdes intelectuais (percepcao,
memoria, emogao), quanto motoras (por degeneracdo cerebelar). Entre varias outras alteragdes o
sistema hepatico ¢ extremamente afetado pelo etanol, podendo causar cirrose e hepatite com o seu
consumo cronico (Pritchard e Nagy, 2005). No sistema hematologico pode ocorrer elevagdo do
volume corpuscular médio das células vermelhas (eritrocitos ou hemaceas) devido a deficiéncia de
acido folico, resultando, eventualmente, em anemia megaloblastica, além de plaquetopenia e
leucopenia, comprometendo o sistema imunologico (Ballard, 1997; Bode e Bode, 2005). Em outros
sistemas como o gastrintestinal, o consumo de etanol pode originar cancer, gastrite e ulceras (Jian et

al., 1986; Bode e Bode, 1997; 2005). No sistema enddcrino/reprodutivo, diminui¢do do nivel do
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hormonio antidiurético, hipoglicemia, feminilizagdo em homens, infertilidade e diminui¢ao da
libido, além de caréncias nutricionais, lesdoes musculares e dermatologicas (Emanuele e Emanuele,
1997).

O alcoolismo, ou mais precisamente, a sindrome da dependéncia do etanol, pode ser
definido como um complexo transtorno comportamental caracterizado pelo consumo excessivo, uso
compulsivo (perda do controle sobre o consumo) e pela preocupagdo exagerada em obter o etanol
(Koob, 2003). A euforia que segue apds a primeira dose de etanol, particularmente familiar para
muitos, como perda do julgamento e controle, pode levar, apds o uso cronico, a intensificacao da
quantidade consumida e o persistente desejo pela droga, envolve complexas interagdes entre fatores
genéticos, psicosociais, ambientais e neurobiologicos (Weiss e Porrino, 2002).

Desta maneira, a dependéncia do etanol envolve um grande nimero de interagdes entre
diversos mecanismos neurais, incluindo a sensibilidade aguda ao etanol, desenvolvimento de
tolerancia, sensibiliza¢do e dependéncia, bem como de um intenso desejo em consumir a droga
(muitas vezes chamado de “fissura”) (Lovinger e Crabbe, 2005).

Por muitos anos foi proposto que o etanol exercia seus efeitos neurobioldgicos
principalmente por aumentar a fluidez das membranas, alterando a fun¢do de macro-moléculas
presentes nas membranas celulares. Entretanto, nos ultimos 20 anos muitas evidéncias tém apontado
para a agdo do etanol em sitios hidrofobicos especificos das proteinas, modulando determinada
funcdo através da alteragdo de sua estrutura tridimensional (Kiefer e Mann, 2005).

Neste sentido, o etanol pode produzir tanto acgdes diretas em moléculas que levam a
intoxicacao e influenciam respostas para o consumo crénico, como também atuar indiretamente em
outros alvos moleculares, modulando desta maneira a expressao ou fungdo de moléculas que sdo
alvos diretos do etanol ou alterando a fungdo de circuitos neurais envolvidos em processos mais
elaborados responsaveis pelo desenvolvimento da dependéncia e de mudangas neuroadaptativas

residuais, que conferem vulnerabilidade a recaida (Koob, 2003; Lovinger e Crabbe, 2005). Estas



Introducdo

alteragdes contribuem para os estagios agudos e cronicos do uso do etanol, influenciando a
vulnerabilidade ao abuso e, por conseguinte, a expressao do alcoolismo (Lovinger e Crabbe, 2005).

Segundo a teoria proposta por Koob e Le Moal (1997), a dependéncia a uma determinada
substancia se desenvolve através de um ciclo em espiral que aumenta em amplitude apds a
experiéncia repetida, resultando no estado patolégico conhecido como dependéncia. Neste ciclo trés
componentes s3o de fundamental importancia: a Preocupagdo-Expectativa, um importante fator
motivacional para o inicio do uso/consumo de determinada substancia; Intoxicagdo (uso/abuso), um
componente amplamente associado ao reforgo positivo; e Estado afetivo negativo (abstinéncia), um
componente associado com o refor¢o negativo (Koob e L& Moal, 1997).
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Figura 1. Diagrama descrevendo o ciclo da dependéncia a partir de uma perspectiva psiquiatrica,
com os diferentes critérios para o diagndstico da dependéncia as substancias psicoativas segundo o

DSM-IV, Adaptado de Koob e Le Moal (1997).
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Uma das razdes do consumo de alcool pelos humanos ¢ devido a sua agdo ansiolitica. A
ansiedade tem sido geralmente relacionada com o desenvolvimento da dependéncia, bem como
recaida, ao etanol e outras drogas de abuso. De acordo com a hipotese de redugdo de tensao,
descrita inicialmente por Conger (1956), a propriedade ansiolitica do etanol seria um importante
fator motivacional para o seu consumo, ja que muitos individuos dependentes tém relatado que
utilizam bebidas alcodlicas para reduzir sua ansiedade (Conger, 1956; Pohorecky, 1981; Newlin ¢
Thomson, 1990).

Conceitualmente, a ansiedade pode ser caracterizada como um estado emocional
experimentado subjetivamente como desagradavel ou ameacador, sendo comumente acompanhada
de alteracdes fisioldgicas e comportamentais, como mudangas no humor (apreensdo ou medo) e na
cognicao (dificuldade de raciocinio, desatengdo), entre outros (Nutt, 1990; Graeff et al., 2003).

Embora a ansiedade tenha sido relacionada a uma resposta subjetiva e inerente a espécie
humana, uma vez que animais de laboratério ndo podem verbalmente relatar seus estados
subjetivos, muitos modelos experimentais t€ém sido propostos para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, bem como na caracterizagdo do mecanismo de agdo de drogas
psicoterapéuticas utilizadas na clinica, além da descoberta de novas estruturas e alvos moleculares
envolvidos na patofisiologia dos transtornos psiquiatricos (Ramos e Mormede, 1998).

Uma grande variedade de modelos comportamentais tem sido desenvolvida para investigar
estados emocionais de ansiedade em roedores (Flint, 2003), sendo que alguns destes buscam avaliar
comportamentos de defesa caracteristicos da espécie, ou seja, baseados na etologia. O labirinto em
cruz elevado ¢ o mais conhecido de todos os modelos animais para o estudo da ansiedade
experimental (File, 1992; Rodgers, 1997; Ramos e Morméde, 1998; Kliethermes et al., 2005). Este
modelo foi primeiramente validado para ratos (Pellow et al., 1985) e, posteriormente, para
camundongos (Lister, 1987), sendo baseado na aversdo natural dos roedores por espacgos abertos

(Treit et al., 1993; Fernandes e File, 1996), além de ser farmacologicamente sensivel para as agdes
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de agentes ansioliticos e ansiogé€nicos que, respectivamente, aumentam ¢ diminuem a exploracao
nos bragos abertos do labirinto (Dawson et al., 1995; Bertoglio e Carobrez, 2002; Amico et al.,
2004; Carobrez e Bertoglio, 2005).

O efeito ansiolitico do etanol tem sido extensivamente descrito em diferentes modelos
animais de ansiedade, como no labirinto em cruz elevado (Blatt e Takahashi, 1999; Ferreira et al.,
2000; LaBuda e Fuchs 2002; Da Silva et al., 2005), na caixa claro-escuro (Bilkei-Gorzo et al.,
1998) e no teste de interagdo social (File et al., 1976; Varlinskaya e Spear, 2002), entre outros.

Além disso, sinais elevados de ansiedade sdo observados tanto em humanos quanto em
roedores quando o etanol ¢ abruptamente retirado apds a sua exposi¢do cronica (para revisao ver
Kliethermes, 2005). A sindrome de abstinéncia ¢ um dos critérios de diagnodstico para a
caracterizagdo da dependéncia as drogas, e tem sido frequentemente relacionada com prejuizos da
funcdo fisiologica e aumento do estado afetivo negativo, sintomas fortemente associados com a
recaida (Cloninger, 1987). O perfil sintomatico da abstinéncia ao etanol tem sido bem estabelecido
em humanos e outros animais, e incluem nausea, tremores, hipertermia, taquicardia, irritabilidade,
ansiedade, depressdo e insonia, sendo mais severos nos periodos iniciais da retirada (Finn e Crabbe,
1997; Kliethermes, 2005).

Uma forma de abstinéncia ao etanol, conhecida como abstinéncia aguda ou ressaca, pode
ocorrer apos uma Unica ingestao de grandes quantidades de etanol. Alguns sintomas da ressaca em
humanos incluem cefaléia, diarréia, anorexia, fadiga e tremores (para revisdes ver Smith e Barnes,
1983; Wiese et al, 2000), além de alteragdes psicologicas como aumento na ansiedade, sensagdo de
culpa e depressdo (Smith e Barnes, 1983; Bogin et al, 1986).

Modelos comportamentais de retirada ao etanol t€m consistentemente demonstrado um
aumento nos niveis de ansiedade durante o periodo de abstinéncia apos exposi¢do cronica ao etanol
em roedores (File et al, 1991, 1993; Lal et al, 1991; Knapp et al, 1993; Gatch et al, 1999; Gatch e

Lal, 2001). No entanto, poucos estudos tém examinado a presenga destes sintomas apos a
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administracao aguda de etanol. Gauvin e colaboradores (1992, 1993), utilizando o pentilenotetrazol,
uma substancia com conhecidas propriedades ansiogénicas, em tarefas de discriminacao de drogas,
tem demonstrado que ratos injetados intraperitonealmente com altas doses de etanol (3,0 ¢ 4,0
g/kg), apresentam um maior numero de respostas de pressdo na barra induzidas pelo
pentilenotetrazol, quando testados 9 a 18 h apos o desafio agudo com etanol, sugerindo que esta
resposta reflete estados de ansiedade relacionados a ressaca.

Recentemente, algumas evidéncias tém mostrado que, 18 h apos a administragdo aguda de
etanol (4,0 g/kg, i.p.), ratos adultos apresentam uma exploracdo reduzida nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado (Doremus et al., 2003), e uma significante supressdo social no teste de
interagdo social (Varlinskaya e Spear, 2004), respostas consistentes com um perfil ansiogénico (File
et al, 1976; Pellow et al, 1985).

Como mencionado anteriormente, a exposicao cronica ao etanol causa neuroadaptagdes que
contribuem para o uso ¢ abuso continuado de etanol (Weiss et al., 2001; Heinz et al., 2003),
envolvendo diversos mecanismos moleculares que sdo influenciados por fatores genéticos e
ambientais, ou pela interagdo entre estes (Lovinger e Crabbe, 2005).

O fendmeno de tolerancia, caracterizado como uma reducdo na intensidade do efeito da
droga ao longo do tempo, ou em outras palavras, diminuicdo da sensibilidade a droga apos
intoxicacao (Chandler et al., 1998; Kalant 1998), ¢ uma forma bastante comum de neuroadaptacao
produzida pela exposi¢do repetida ao etanol, e tem sido relatada como um importante componente
que pode levar ao alcoolismo, sendo listada como um dos critérios de diagndstico pelo Manual
Diagnostico Estatistico (American Psychiatric Association — APA, DSM-IV RT, 2000). Além disso,
a tolerancia ao etanol apresenta muitas implicagdes clinicas e farmacologicas importantes, sendo
utilizada como modelo experimental para outros tipos de processos neurodegenerativos (Kalant,

1998). Estes estudos tém se revelado muito importantes para a avaliacdo do consumo (Waller et al.,
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1983; Ploj et al., 2002) e da dependéncia do etanol (American Psychiatric Association — APA,
DSM-IV RT, 2000).

Muitas evidéncias tém mostrado que os mecanismos de tolerancia podem contribuir para a
manutengdo ou agravamento da dependéncia do etanol, permitindo ou ocasionando elevados niveis
de consumo, que contribuem para o risco de complicagdes fisioldgicas advindas do alcoolismo
(Schuckit, 1986; Kalant, 1998). Além disso, um numero crescente de evidéncias mostra que os
mecanismos de tolerancia compartilham muitos aspectos com processos de aprendizado ¢ memoria
(Kalant et al., 1971; Kalant, 1996).

O desenvolvimento da tolerancia esta relacionado com eventos complexos que podem
envolver diferentes mecanismos como: mudangas na absorcdo, distribuicdo, metabolismo ¢
excrecdo (tolerancia farmacocinética ou disposicional) (Kalant et al., 1971; Le et al., 1989);
mudangas nos niveis celulares ou em receptores (tolerancia farmacodinamica ou celular) (Kalant et
al., 1971; Tabakoff et al., 1995); bem como, mudancas no sistema neural afetado pela droga, mas
que ndo esta diretamente envolvido no efeito por ela mediado (tolerancia comportamental) (Stewart
e Badiani, 1993).

A tolerancia ao etanol pode ocorrer de maneira tempo-dependente (Khanna et al., 2002),
sendo comumente designada como tolerancia aguda, desenvolvida com o curso de uma simples
exposicdo ao etanol (Kalant et al., 1971; Khanna et al., 2002); tolerancia crdénica, geralmente
detectada apos dias, semanas ou meses de exposicdo repetida de etanol (Kalant et al., 1971;
Littleton, 1980; Kalant e Khanna, 1990; Tabakoff, 1995; Boulouard et al., 2002); e tolerancia
rapida, usualmente detectada apds duas exposi¢des ao etanol com um intervalo de 8-24 horas
(Crabbe et al., 1979; Khanna et al., 1991; Da Silva et al., 2001; Barbosa ¢ Morato, 2002). A
magnitude da resposta observada na tolerancia rapida é frequentemente semelhante a verificada
apds o tratamento cronico com etanol, sendo, portanto, considerada como um indicador de

tolerancia cronica (Khanna et al., 1996).
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Muitos ensaios comportamentais de intoxicagao e tolerancia ao etanol tém sido relatados em
diferentes espécies, incluindo camundongos e envolvem, principalmente, aspectos da coordenacao
motora ou alteragdo da temperatura corporal (Crabbe et al., 1979; Khanna et al., 2002). Estes
métodos também sdo utilizados para o estudo de drogas com agdes hipndticas e sedativas (Lovinger
e Crabbe, 2005).

Por outro lado, a exemplo de outros distirbios da dependéncia, a recaida ao uso de alcool
apods longos periodos de abstinéncia ¢ um aspecto comum do alcoolismo (Kuzmin et al., 2003).
Uma resposta fisioldgica condicionada e a sensa¢dao de intenso desejo (fissura) podem ocorrer
quando usudrios abstinentes encontram sinais preditivos de consumo e disponibilidade pela droga
(Childress et al., 1988). Esta associacdo “aprendida”, entre os sinais ambientais ¢ os efeitos de
reforco (positivo e negativo) gerados por substancias psicoativas, € um importante componente da
dependéncia em humanos (Vanderschuren e Everitt, 2004).

Diversos modelos animais t€ém contribuido para a identificagdo de fatores que estdo
envolvidos nos aspectos motivacionais e reforcadores que levam a retomada e procura pelo etanol.
Este comportamento pode ser iniciado ou mantido tanto por estimulos primarios (efeito
farmacoldgico da droga per se), como também por estimulos secundarios (sinais
ambientais/contexto associados ao consumo da droga) (Chester e Cunningham, 2002;
Vanderschuren e Everitt, 2004).

Um modelo experimental comumente utilizado para examinar tanto os mecanismos de
desejo/fissura eliciado por sinais ambientais, quanto as propriedades refor¢adoras/gratificantes das
drogas de abuso em animais ¢ o teste de preferéncia condicionada de lugar (para revisdo ver
Tzschenke, 1998). Neste paradigma, um estimulo contextual particular ou um determinado
compartimento (estimulo condicionado) é pareado com o efeito produzido pela droga (estimulo

incondicionado). O impacto motivacional desta associa¢do (droga/compartimento) ¢ que determina
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a preferéncia ou a aversao dos animais pelo compartimento pareado previamente com a droga

(Chester e Cunningham, 2002).

1.2. Sistemas de Neurotransmissores envolvidos nos efeitos do etanol

Estudos eletrofisioldgicos, bioquimicos € comportamentais sugerem que as respostas
neuronais do etanol envolvem diversas vias de transducdo de sinal ativadas por diferentes
neurotransmissores, hormdnios, enzimas e canais idnicos, modulando alteragdes de curto (agudo) e
longo (cronico) prazo na expressdo de genes e nas fungdes neurais (Ron e Jurd, 2005). Neste
sentido, um grande nimero de evidéncias sugere que os sistemas GABAérgico e glutamatérgico
desempenham um papel fundamental nos efeitos do etanol (Grobin et al., 1998; Krystal et al.,
2003).

A exposicao aguda ao etanol potencializa a transmissdo inibitéria mediada pelo acido -
aminobutirico (GABA), um neurotransmissor que atua sobre receptores especificos para este
aminodcido, e modula, por exemplo, a abertura de canais permeaveis ao ion cloreto (Cl-) em véarias
regides encefalicas (Tabakoff, 1995; Grobin et al., 1998). Muitos dos efeitos comportamentais
promovidos pelo etanol (efeito ansiolitico, anestésico, sedativo, prejuizo da atividade cognitiva e de
processos motores) estdo relacionados a sua capacidade de interagir com o receptor ionotropico
GABAA (Frey et al., 1981; Givens e McMahon, 1995).

Desta maneira, os efeitos mediados pelo etanol sdo potencializados por agonistas, e
atenuados por antagonistas ou agonistas inversos dos receptores gabaérgicos. O consumo cronico de
etanol modifica a estrutura destes receptores, promovendo alteracdes tanto na composicao das
subunidades, quanto na sensibilidade para ligantes, que culminam em ‘“down-regulation”
compensatdria deste sistema (Grobin et al., 1998; Hanchar et al., 2004).

A neurotransmissdo sinaptica glutamatérgica, e especialmente a mediada por receptores

glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), um receptor ionotropico que controla a
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abertura de canais permeaveis aos ions célcio (Ca2+), sodio (Na2+) e potassio (K+) (Tabakoff,
1995), tém recebido, assim como o sistema GABA¢érgico, considerdvel atencdo em relacao ao seu
papel na regulagdo dos efeitos mediados pelo etanol (Siggins et al., 2003). A administra¢ao aguda
de etanol consistentemente resulta na atenuagdo dose-dependente da neurotransmissdo excitatoria
mediada pelo aminoacido glutamato (Liljequist, 1991; Tsai et al., 1995; Honse et al., 2004).

O antagonismo do receptor NMDA promovido pelo etanol, dentre outras agdes, ¢
responsavel pela inibigdo da potenciagdo de longo prazo (LTP, do inglés “long-term potentiation”),
tanto in vivo quanto in vitro (Morrisett e Swartzwelder, 1993), promovendo graves conseqiiéncias
nos processos de desenvolvimento do SNC, aprendizado e memoéria (Gonzales e Jaworski, 1997).
Contudo, o tratamento cronico com etanol resulta em um bloqueio de longo-prazo sobre os
receptores  NMDA, levando a alteragdes estruturais, que culminam em “up-regulation”
compensatodria deste sistema (Chandler, 2003; Honse et al., 2004).

Além das modificagdes na fungdo dos receptores NMDA e GABAA (Chandler et al., 1998),
o ctanol também interage com outros sistemas de neurotransmissores, dentre eles o sistema
dopaminérgico (Cohen, 1997) e o opidide (Weiss e Porrino, 2002). O etanol aumenta, de maneira
dose-dependente, o disparo de neurdnios dopaminérgicos das regides A9 e A10 que se projetam,
respectivamente, para o estriado e em estruturas limbicas, promovendo um aumento na liberacdo de
dopamina nestas areas (Carlsson e Lindqvist, 1973; Mereu et al., 1984; Gessa et al., 1985; Imperato
e DiChiara, 1986; Appel et al., 2003). No mesmo sentido, a administracdo de etanol aumenta a
concentragdo extracelular de endorfinas no nicleo accumbens, contribuindo para as propriedades de
refor¢o do etanol (Weiss e Porrino, 2002).

Como sugerido para grande parte das drogas de abuso, a agdo do etanol no sistema
dopaminérgico mesolimbico, formado por neurénios dopaminérgicos que se originam na area
tegmentar ventral (VTA) e se projetam para regides prosencefalicas, como nicleo accumbens,

cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo (Nestler, 2001), e o conseqiiente aumento na liberagdo de
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dopamina no nucleo accumbens, uma importante area envolvida nas sensagdes prazerosas (Koob et
al., 1998; Everitt e Wolf, 2002), parece mediar as propriedades de reforco e recompensa
apresentadas pelo consumo de etanol (Tabakoff e Hoffmann, 1987; Wise e Bozarth, 1987; Koob,
1992; Risinger et el., 2000; Cunningham et al., 2000).

Além disso, manipulacdes na expressao de genes para os receptores dopaminérgicos, como
também, metodologias com animais nocaute (KO) para estes receptores, mostram que
camundongos KO para os receptores D1 e D2 de dopamina consomem menos, € apresentam uma
reduzida preferéncia condicionada de lugar ao etanol (El-Ghundi et al., 1998; Cunningham et al.,
2000; Risinger et al., 2000).

Os sistemas de neurotransmissao serotonérgico (Kelai et al., 2003), canabinoide (Hungund e
Basavarajappa, 2000), colinérgico (Cardoso et al., 1999), adenosinérgico (Mailiard e Diamond,
2004), além das inumeras cascatas de transducdo de sinais, como os sistemas de segundos
mensageiros (Ron e Jurd, 2005), também sdo afetados direta ou indiretamente pelo tratamento
agudo ou repetido de etanol. Esta ampla variedade de sistemas envolvidos nos diferentes efeitos
produzidos pelo etanol, constitui alvos potenciais para o desenvolvimento de novas farmacoterapias

no tratamento do alcoolismo (Spanagel e Zieglgidnsberger, 1997).

1.3. Sistema adenosinérgico x etanol

O envolvimento do sistema adenosinérgico nas agdes centrais do etanol foi inicialmente
relatado no inicio da década de 80 (Dar et al., 1983; Proctor ¢ Dunwiddie, 1984). No presente
momento, um grande niimero de evidéncias tem mostrado a participacdo da adenosina em respostas
celulares e comportamentais mediadas pelo etanol (Hack e Christie, 2003; Mailliard ¢ Diamond,
2004). A cafeina, um antagonista nao seletivo dos receptores de adenosina, tem sido utilizada para
reduzir os efeitos de intoxicacdo aguda ocasionados pelo etanol (Hasenfratz et al., 1993; Lorist e

Tops, 2003).
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Estudos tém proposto que o etanol estimula a sinalizacdo adenosinérgica principalmente
através de dois mecanismos: um envolve o metabolismo de etanol pelo figado, que produz acetato,
e este pode ser metabolizado formando adenosina no SNC (Carmichael et al., 1991; Kiselevski et
al., 2003), e o outro, observado em culturas celulares, envolve a inibi¢ao de transportadores
especificos de adenosina (Nagy et al., 1990; Krauss et al., 1993; Choi et al., 2004). Somente nos
ultimos anos, estudos t€ém mostrado que a maioria das drogas de abuso, dentre elas cocaina,
opioides, canabinoides e etanol, causam alteragdes nas vias de sinalizagdo mediadas pela adenosina
em diversas estruturas encefalicas ligadas a etiologia da dependéncia (Hack e Christie, 2003).

A adenosina, um nucleotideo purinérgico endégeno, esta envolvida na modulagdo de
diferentes processos fisiologicos de muitos sistemas, e tem sido implicada em processos normais
(homeostaticos) e patofisioldgicos, como epilepsia (Ahlijanian e Takemori, 1985), transtornos
neurolégicos (Popoli et al., 1997), isquemia cerebral (Ongini et al., 1997), além de processos
neurodegenerativos como a doenca de Parkinson (Hauber e Munkle, 1996; Gale e Martyn, 2003).
Perifericamente, a adenosina tem efeitos marcantes sobre o sistema cardiovascular, além de
modular respostas inflamatdrias e imunologicas, renais, respiratorias, entre outras (para revisao ver
Kaiser e Quinn, 1999; Ribeiro et al., 2003).

A adenosina nao corresponde a um neurotransmissor cldssico, uma vez que nao existem
evidéncias de armazenamento vesicular e, tampouco, da liberagdo dependente de calcio (processo
conhecido como exocitose), sendo, portanto, classificado como um neuromodulador (Hack e
Christie, 2003). As concentragdes basais de adenosina sd3o dependentes do equilibrio entre multiplos
mecanismos que regulam sua produgdo, liberacdo, recaptacdo e metabolismo (para revisao ver
Latini e Pedata, 2001; Dunwiddie e Masino, 2001). Nas sinapses centrais, a concentragao basal de
adenosina ¢ relativamente baixa, entre 30 ¢ 300 nM (Dunwiddie ¢ Diao, 1994; Fredholm et al.,

1999).
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No SNC, a adenosina pode ser formada intracelularmente através da degradacao do 5’-AMP
(5-adenosina monofosfato) e entdo liberada via transportadores especificos de nucleosideos, ou
entdo pelo metabolismo rapido de nucleotideos de adenina (ATP, ADP ¢ AMP) liberados no espago
extracelular (Dunwiddie et al.,, 1997; Latini e Pedata, 2001). Desta maneira, a formacgdo de
adenosina pode ocorrer tanto fora, quanto dentro das células, e depende da atividade de
determinadas enzimas, conhecidas como nucleotidases e fosfodiesterases. As nucleotidases podem
defosforilar virtualmente apenas nucleotideos de adenina formando 5’-AMP que, por sua vez, ¢
novamente defosforilado pela 5’-nucleotidase, dando origem a adenosina (Dunwiddie et al., 1997;
Cunha et al., 1998, 2000; Zimmermann, 2000; Figura 2). Outro mecanismo ¢ a formagdo de
adenosina a partir do metabolismo intracelular do AMPc. Embora este processo tenha sido
mostrado indiretamente, tanto a adenosina per se quanto o 5’-AMP podem ser transportados para o

espaco extracelular via transportadores especificos de nucleosideos (Craig et al., 1994).

AMPec

/\Ecto-PDE

5’-AMPc

Adenosina

Ecto-5’-nucelotidase

Inosina

Ativacdo do receptor de
adenosina

Figura 2. Esquema simplificado dos mecanismos intracelulares e extracelulares responsaveis pela
formagdo e regulagdo metabolica da adenosina. AMPc, monofosfato de 3°,5’-adenosina ciclico; 5°-
AMP, monofosfato 5’-adenosina; ENT1, transportador responsavel pelo transporte passivo; ENT2,
transportador responsavel pelo transporte passivo; PDE, fosfodiesterase; SAH, S-adenosil

homocisteina. Adaptado de Hack e Christie (2003).
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Os niveis de adenosina extracelular sao rapidamente regulados pela atividade de
transportadores especificos de nucleosideos, que modulam a recaptacdo de adenosina para o interior
da célula, visto que o bloqueio destes transportadores aumenta os niveis basais de adenosina
(Crawley et al., 1983; Ballarin et al., 1991; Mailliard e Diamond, 2004). O transporte bidirecional
de adenosina ¢ mediado principalmente por duas classes de transportadores funcionalmente
distintos: o transporte ativo dependente de Na+, que direciona a captagdo de adenosina contra um
gradiente de concentracdo, e o transporte facilitado (passivo), encontrado predominantemente no
SNC, que possibilita o transporte de adenosina em ambas as dire¢des, dependendo do gradiente de
concentragdo (Thorn e Jarvis, 1996; Latini e Pedata, 2001).

Em condigdes fisiologicas, o fluxo de adenosina através do transporte passivo ocorre para o
interior da célula, uma vez que a concentragdo intracelular de adenosina ¢ menor do que no espaco
extracelular. Contudo, estes transportadores podem regular o efluxo de adenosina em condi¢des em
que seus niveis intracelulares estdo elevados (Brundege e Dunwiddie, 1998; Dunwiddie e Masino,
2001). Por outro lado, apds sua captagdo a adenosina pode ser metabolizada tanto por fosforilacao,
mediada pela adenosina quinase, quanto por deaminac¢do, mediada pela adenosina deaminase
(ADA), formando 5’-AMP e iosina, respectivamente (Hack e Christie, 2003). A adenosina ainda
pode ser metabolizada para S-adenosil homocisteina (SAH) via uma reacdo reversivel catalisada
pela SAH hidrolase (Latini e Pedata, 2001; Dunwiddie e Masino, 2001) (Figura 2).

A influéncia da adenosina sobre os niveis encefalicos de AMPc forneceu a primeira
evidéncia molecular sobre a fungdo de seus receptores e sua diferenciacdo em subtipos. As
respostas neurais mediadas pela ativacdo destes receptores sdo dependentes da formagao, difusdo
entre os espagos intracelulares e extracelulares, e degradacdo da adenosina (Dunwiddie, 1985).

Além disso, técnicas de biologia molecular t€m demonstrado que os efeitos fisioldgicos da
adenosina s3o transduzidos através de receptores acoplados a proteina G (a<p<y) e subseqiiente

interagdo com diversos sistemas efetores que incluem além do AMPc, GMPc (guanodina
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monofosfato ciclico), fosfodiesterases, fosfolipase A2, canais i6nicos de Ca2+ e K+, entre outros
(Olah e Stiles, 1995; Birnbaumer e Birnbaumer, 1995; Lorist e Tops, 2003). Desta maneira, as
respostas neurais mediadas pela adenosina dependem do tipo e quantidade de transportadores e
receptores presentes nas diversas regides encefalicas.

Até o presente momento, quatro subtipos de receptores de adenosina (A1, A2A, A2B e A3),
codificados por quatro genes distintos, tém sido clonados e caracterizados em diferentes espécies de
mamiferos, incluindo humanos e camundongos (Olah e Stiles, 1995; Fredholm et al., 2001). Os
receptores Al e A3 interagem com proteinas G inibitorias (Gi/o) sensiveis a toxina pertussis,
promovendo uma inibi¢do da atividade da enzima adenilato ciclase e, consequentemente, redugdo
dos niveis de AMPc. Por outro lado, os receptores A2 (A2A e A2B) estdo acoplados a proteinas G
estimulatérias (Gs ou Golf), levando a um aumento na atividade da enzima adenilato ciclase e nos
niveis de AMPc (Daly et al., 1983; Feoktistov e Biaggioni, 1997; Kull et al., 2000). A Tabela 1
mostra, resumidamente, os subtipos de receptores de adenosina presentes no SNC.

Os receptores Al estdo presentes em quase todas as regides encefalicas, e medeiam as suas
acoes inibitorias, sendo predominantemente localizados nos terminais pré-sinapticos, modulando a
liberagdo de uma variedade de neurotransmissores (Fredholm e Dunmiddie, 1988; Hack e Christie,
2003). Estes receptores sdo expressos em concentragdes elevadas em estruturas como o hipocampo,
cortex cerebral e cerebelar e ntcleos talamicos (Goodman e Snyder, 1982; Fastbom et al., 1987;
Deckert et al., 1988), enquanto que, niveis moderados sao encontrados no caudado-putamen e
nicleo accumbens (Lorist e Tops, 2003). Por outro lado, os receptores A2A, presentes
principalmente nas espinhas dendriticas das células neurais, apresentam uma localizagdo mais
limitada que os receptores Al, sendo encontrados em altas concentracdes em regides encefalicas
ricas em dopamina, como o estriado, o nlcleo accumbens e o tubérculo olfatdrio, apresentando

reduzida expressdo em outras areas do SNC (Ongini e Fredholm, 1996; Moreau e Huber, 1999).
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Tabela 1. Caracteristicas dos subtipos de receptores de adenosina presentes no SNC.

Receptor CE5 Transducao de sinal | Acoplado a Efeitos Distribuicdo
Adenosina proteina G | neurofisiologicos

Ay ~70 nM | Adenilato ciclase Gie Go | Liberagao de Amplamente
1 GIRKs neurotransmissores distribuido
1 Canais de Ca*" Hiperpolarizagao
1 PLC

Aoa ~ 150 nM 1 Adenilato ciclase Gs e Golf | |/1 Liberagdo de Tubérculo olfatorio;
/1 Canais de Ca** neurotransmissores estriado e ntcleo
1 MAPK 1 AMPc acumbens

Aop ~ 5100 nM | 1 Adenilato ciclase Gs 1 AMPc Amplamente
1 PLC distribuido
1 1P; (baixos niveis)
1 MAPK

A; ~ 6500 nM | | Adenilato ciclase Gie Gq | Inibi¢do mediada Amplamente
1 PLC mGIuR distribuido
1 [Ca®]; | Inibigao sinaptica (baixos niveis)
1 1P; mediada por A,

Abreviacdes: 1, ativa; |, inibe; GIRK, canal de potassio acoplado a proteina G; PLC,

fosfolipase C; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; [Ca2+]i, concentragdo intracelular de Ca2+; MAPK,

proteina quinase ativada por mitégeno; AMPc, monofosfato de adenosina ciclico; mGluR, receptor

glutamatérgico do tipo metabotrépico. Adaptado de Hack e Christie, 2003.

Muitas evidéncias t€ém mostrado o envolvimento direto dos receptores de adenosina em

comportamentos relacionados a ansiedade e emocionalidade (Imaizumi et al., 1994; Millan, 2003).

Camundongos com delecao génica dos receptores Al apresentam um aumento nos niveis de

ansiedade (Johansson et al, 2001; Giménez-Llort et al, 2002; Lang et al, 2003), e as agdes

ansiogénicas dos antagonistas destes receptores, como a cafeina, tanto em roedores quanto em

humanos, t€ém sido geralmente atribuido ao bloqueio dos receptores Al (Pellow et al, 1985;
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McCloskey et al, 1990; Jain et al, 1995; Florio et al, 1998). De maneira contraria, a administracao
de agonistas dos receptores Al promove respostas tipo-ansioliticas em varios modelos animais
(Imaizumi et al., 1994; Jain et al., 1995).

Embora nenhuma evidéncia consistente tenha sido obtida, até o presente momento, para os
efeitos tipo-ansioliticos induzidos pela ativacao dos receptores A2A (Jain et al, 1995; El Yacoubi et
al, 2000), muitos autores tem mostrado que camundongos nocautes para estes receptores, parecem
ser mais “ansiosos” e “agressivos” do que os respectivos camundongos controles (Ledent et al.,
1997). Além disso, estudos clinicos tém encontrado uma significante associacdo entre
polimorfismos no gene do receptor A2A e transtornos de panico, além do fato de individuos
relatarem quadros de ansiedade apos o tratamento agudo com cafeina (Alsene et al, 2003; Hamilton
et al, 2004). Apesar destas evidéncias, nenhum estudo até o presente momento investigou o
envolvimento do sistema adenosinérgico no efeito ansiolitico induzido pelo etanol.

Outros estudos sugerem que os receptores de adenosina podem modular muitos dos sinais da
abstinéncia ao etanol, como tremores ¢ convulsdes (Jain et al., 1995; Zeraati et al., 2006). Concas e
colaboradores (1994) descreveram uma significante reducdo da sindrome de abstinéncia ao etanol
apds o tratamento com o agonista seletivo do receptor Al, CCPA, enquanto a auséncia dos
receptores A2A ou seu bloqueio cronico com ZM241385 resulta em uma redugdo das convulsdes
induzidas pela abstinéncia ao etanol em camundongos (El Yacoubi et al., 2001).

Além disso, o tratamento com o agonista seletivo dos receptores A1, R-PIA, bem como com
o agonista seletivo do receptor A2A, CGS 21680, tem produzido resultados similares ao atenuar a
abstinéncia do etanol em camundongos (Kaplan et al., 1999). Contudo, alguns estudos (Gatch et al.,
1999) tém produzido resultados conflitantes entre o sistema adenosinérgico e os elevados niveis de
ansiedade observados durante a abstinéncia ao etanol. Portanto, sdo necessarios estudos mais
abrangentes para uma melhor compreensdo do papel dos receptores de adenosina nos sinais

observados ap0s a retirada do etanol.
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Paralelamente, pouco ¢ conhecido sobre a participacao dos receptores para adenosina no
desenvolvimento da tolerancia ao etanol. Estudos experimentais demonstram que animais
desafiados com etanol ap6s o tratamento cronico com agonistas do receptor Al, e vice-versa,
mostraram perda reduzida da coordenagdo motora, quando comparados com animais controle (Dar
e Clark, 1992; Dar, 1993), sugerindo o desenvolvimento de tolerancia cruzada entre estes dois
compostos (Dar, 1993). Entretanto, os mecanismos pelo qual o sistema adenosinérgico modula o
desenvolvimento de tolerancia ao etanol ainda permanecem obscuros.

Além disso, tem sido bem documentado que a cafeina, além de outros compostos que atuam
sobre o sistema adenosinérgico, apresenta propriedades reforgadoras e motivacionais em humanos
(Griffiths e Mumford, 1995) e roedores (Steigerwald et al., 1988; Zarrindast e Moghadamnia, 1997;
Patkina e Zvartau, 1998). Neste sentido, muitos estudos mostram que a cafeina pode produzir tanto
preferéncia (doses baixas), quanto aversdo de lugar (doses moderadas e altas), quando testada no
paradigma da preferéncia condicionada de lugar (Brockwell et al., 1991; Brockwell ¢ Beninger,
1996; Patkina e Zvartau, 1998). Estudos recentes t€ém mostrado que os receptores de adenosina
modulam a preferéncia condicionada de lugar induzida pela cocaina (Poleszak e Malec, 2002) ¢
anfetamina (Poleszak e Malec, 2003) em ratos, sugerindo uma importante participacdo do sistema
adenosinérgico no reforc¢o positivo de drogas de abuso. Todavia, poucos estudos tém investigado o
envolvimento do sistema adenosinérgico nos processos reforcadores e motivacionais induzidos pelo
etanol em roedores.

Embora o repertério comportamental dos animais de laboratério seja significativamente
diferente dos humanos, e fatores inerentes contribuirem na suscetibilidade individual para o abuso
do etanol e alcoolismo, a utilizagdo de modelos experimentais tem contribuido enormemente para a
descoberta de novos alvos moleculares e sistemas neurais, além de caracterizar de fatores genéticos

e ambientais que influenciam o desenvolvimento da dependéncia ao etanol.
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A capacidade de interagdo do etanol com multiplos sistemas de neurotransmissores,
associado com os efeitos neuromodulatérios da adenosina tanto in vivo quanto in vitro, tem
fornecido um enorme interesse no potencial terapéutico deste sistema para o tratamento do
alcoolismo. Contudo, relativamente pouco se sabe sobre o envolvimento deste sistema em
comportamentos relacionados a ansiedade apds tratamento agudo ou apds a abstinéncia do etanol,
bem como nas respostas neuroadaptativas verificadas apds a exposi¢do repetida, como o
desenvolvimento de tolerancia e reforgo positivo do etanol, supostamente implicados na iniciacao,

manuten¢ao e recaida ao consumo de etanol em modelos animais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

v Investigar o envolvimento do sistema adenosinérgico nas propriedades ansioliticas da
administracao aguda de etanol, ansiogénicas da retirada de etanol (ressaca), bem como no
desenvolvimento da tolerancia rapida e nas propriedades motivacionais induzidas pela

administracao repetida de etanol.

2.2. Objetivos especificos

v’ Verificar o papel dos receptores de adenosina Al e A2A no efeito ansiolitico produzido pela

administracao aguda de etanol em camundongos testados no labirinto em cruz elevado;

v’ Investigar o efeito de agonistas dos receptores Al ¢ A2A na ansiedade experimental
induzida pela abstinéncia aguda (ressaca) ao etanol em camundongos testados no labirinto

em cruz elevado;

v’ Auvaliar o papel de antagonistas dos receptores Al e A2A no desenvolvimento da tolerancia
rapida na perda da coordenagdo motora induzida pelo etanol em camundongos testados no

rota-rod;
v’ Investigar o efeito do antagonista ndo-seletivo dos receptores de adenosina cafeina nas fases

de aquisicao e expressao do reforco positivo ao etanol em camundongos avaliados no teste

da preferéncia condicionada de lugar.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos albinos suigos machos, pesando entre 30—40 g, com
aproximadamente 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17 cm) com no
maximo 25 animais, ¢ mantidos no biotério setorial do Departamento de Farmacologia, em
ambiente com temperatura controlada (23 + 1°C), sob um ciclo claro-escuro de 12 horas (periodo
claro a partir das 7:00 h) e livre acesso a comida e dgua. Os animais foram transportados do
Biotério para a sala de experimento uma hora antes dos procedimentos, que foram todos realizados
entre as 10:00 e 18:00 h. Todos os experimentos realizados no presente estudo estdo de acordo com
o guia do Comité de Etica da UFSC para o Uso de Animais (N° 258/CEUA/UFSC), que segue 0s

“Principios e cuidados com animais de laboratorio” da publicacdo do NIH n°® 85-23.

3.2. Drogas e reagentes

O etanol (Merck, Brasil) foi diluido em salina (NaCl 0,9%) na concentragdo, dependendo do
protocolo experimental, de 12% p/v para as doses 0,6; 1,2 ou 2,4 g/kg, de 14% p/v para as doses
0,5; 1,0; 2,0 ou 2,25 g/kg e de 20% p/v para a dose 4,0 g/kg.

A adenosina (Sigma Chemical Co., USA; 1,0; 5,0 ou 10,0 mg/kg), agonista ndo-seletivo dos
receptores de adenosina, bem como os agonistas seletivos do receptores de adenosina Al e A2A, 2-
cloro-N6-ciclopentiladenosina (CCPA) (Tocris Cookson, USA; 0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg) e N6-
[2-(3,5-dimetoxifenil)-2-(2-metilfenil)etil]Jadenosina (DPMA) (Tocris Cookson, USA; 0,1; 1,0 ou
5,0 mg/kg), respectivamente, além dos antagonistas, ndo-seletivo - cafeina (Sigma Chemical Co.,
USA; 3,0; 10,0; 20,0 ou 30.0 mg/kg), Al seletivo - 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX)

(Tocris Cookson, USA; 3,0 ou 6,0 mgkg) e A2A seletivo - 4-(2-[7-amino-2-{2-
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furil} {1,2,4}triazolo-{2,3-a} {1,3,5}triazin-5-il-amino] etil)fenol (ZM241385) (Tocris Cookson,
USA; 0,5; 1,0 ou 3,0 mg/kg), foram dissolvidos em salina com 5% de dimetilsulféxido (DMSO).

A solucdo controle consistiu de salina para etanol, e de salina com 5% de DMSO para
adenosina, CCPA, DPMA, cafeina, DPCPX ¢ ZM241385. Todas as doses das drogas, selecionadas
de acordo com estudos piloto e trabalhos prévios da literatura (Jain et al., 1995; Florio et al., 1998;
El Yacoubi et al., 2000; Barbosa ¢ Morato, 2001; Da Silva et al., 2001), foram administradas
intraperitonealmente (i.p.), em volume de 0,1 ml por 10 g de peso corporal (com excecdo do etanol,

onde o volume administrado variou conforme a dose utilizada).

3.3. Modelos comportamentais

3.3.1. Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado foi utilizado para detectar efeitos tipo-ansioliticos e/ou
ansiogénicos de drogas administradas em camundongos (Lister, 1987). O aparelho foi construido
em madeira coberta com formica preta impermeavel, e € constituido de dois bragos cercados por
paredes (bragos fechados), colocados perpendicularmente a dois bracos desprovidos de parede
(bragos abertos), estando o conjunto elevado 60 cm em relagdo ao assoalho (Figura 3). Cada brago,
tanto os abertos quanto os fechados, apresenta 18 cm de comprimento por 6 cm de largura, sendo
conectados por uma plataforma central (6 x 6 cm). Os experimentos foram conduzidos sob baixa

intensidade de luz (12 lux).
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Figura 3. Labirinto em cruz elevado utilizado para avaliagdo de comportamentos relacionados a

ansiedade.

Cada animal foi colocado no centro do labirinto com a face voltada para o brago fechado,
onde foram observados por um periodo de 5 min. O efeito tipo-ansiolitico foi definido como um
aumento na propor¢ao de entradas nos bragos abertos dividido pelo nimero de entradas totais nos
bracos (abertos e fechados), e o tempo de permanéncia nos bragos abertos relativo ao tempo total de
permanéncia em ambos os bragos. A diminui¢do destes pardmetros indica um efeito tipo-
ansiogénico. Quando um camundongo colocou as quatro patas em um brago, uma entrada foi
quantificada. O nimero total de entradas nos bracos fechados foi utilizado como medida de

atividade locomotora.

3.3.2. Campo aberto

Para a avaliacdo da atividade locomotora dos camundongos, foi utilizado o teste do campo

aberto, de acordo com a metodologia caracterizada por Holland e Weldon (1968). O aparelho
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consiste em uma caixa de férmica impermeavel preta de 30 x 30 cm (dividido por linhas brancas em
9 quadrados de 10 x 10 cm) e paredes pretas de 15 cm (Figura 4). A iluminagdo no centro do campo
aberto foi de 12 lux. Cada animal foi colocado no centro do campo aberto onde foi registrado, por
um periodo de 5 min, o nimero total de cruzamentos pelos quadrantes (locomogao horizontal) e o

numero de respostas de levantar (locomocgao vertical).
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Figura 4. Arena do teste do campo aberto utilizado para avaliagdo da atividade locomotora.

3.3.3. Rota-rod

A coordenag¢ao motora dos animais foi avaliada no teste do rota-rod (Rotamex-V-EE/8S5,
EUA), controlado por um sistema computacional (Columbus Instruments Computer-Counter
Interface, OH, EUA). O aparelho consiste de uma caixa de acrilico dividida em quatro
compartimentos com uma barra rotacional entre eles, que pode girar com velocidade constante ou
com aceleracao regulavel de 1 rpm/s. Abaixo da barra rotatoria, localiza-se um sistema fotoelétrico,

que permite o registro de queda do animal e a aplicagdao de um choque de 0 a 1 mA. O equipamento
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estava acoplado a um computador PC-XT, tornando possivel a programacao dos experimentos € o

registro de dados (Figura 5).

s

Figura 5. Rota-rod utilizado para avalia¢do da coordenagdo motora.

Os animais foram treinados sob acelera¢do continua (1 rpm/s) em sessdes de 1 min, sendo
que ao cair da barra rotatdria recebiam um choque nas patas de 0,3 mA por 2 s, retornando em
seguida para a sua caixa. A laténcia (s) para a queda dos animais da barra rotatoria (que
corresponde a velocidade rotacional da barra) foi quantificada como desempenho motor. Animais
que, ao longo de 15 treinos (6 treinos/dia), ndo apresentaram um desempenho motor entre 20-40 s
foram descartados (aproximadamente 10%). Apos a selecdo, grupos experimentais e controle foram
formados respeitando o peso corporal e o desempenho motor na ultima sessdo. Com este
procedimento, os animais apresentavam um desempenho motor basal semelhante em ambos os dias

para todos os grupos.
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3.3.4. Preferéncia condicionada de lugar

Os experimentos de preferéncia de lugar foram realizados em caixas de acrilico retangulares
(54 x 15 x 15 cm), divididas por portas de guilhotina em dois compartimentos de iguais dimensdes
(22 x 15 cm), separadas por um compartimento central (10 x 15 cm) (Figura 6). Um dos
compartimentos tem paredes pretas com listras brancas horizontais, sendo a textura do chao
gradeada, enquanto o compartimento oposto tem paredes brancas com listras pretas verticais e a
textura do chao lisa. O compartimento central tem paredes e chdao marrons. Ambos os
compartimentos t€m aproximadamente a mesma iluminagdo (5 lux) e foram limpos com solucao

alcodlica de 10% apo6s a exposi¢do de cada animal no aparelho.

Figura 6. Caixa de condicionamento de lugar utilizado para a avaliagdo de propriedades

reforcadoras de drogas.

Cada experimento consistiu de trés fases: pré-condionamento (2 dias), condicionamento (4
dias) e pos-condicionamento (1 dia). Durante a fase de pré-condicionamento, todos os animais
foram colocados no compartimento central, com livre acesso aos trés compartimentos por 10 min.
Este mesmo procedimento foi repetido 2 h depois. O tempo de permanéncia (em segundos) dos
animais em cada compartimento foi avaliado no dia seguinte durante 15 min (pré-teste), definindo o

nivel de preferéncia basal dos animais por cada ambiente/contexto. A metodologia experimental
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empregada neste estudo foi o paradigma do condicionamento de lugar conhecido como unbiased
(i.e., sem viés), onde as condi¢des experimentais sdo selecionadas para resultar em uma preferéncia
balanceada dos animais para ambos os compartimentos durante o pré-teste (Cunningham et al.,
2003; Kuzmin et al., 2003). Neste sentido, os animais que permaneceram acima de 85% em um dos
dois compartimentos foram excluidos do experimento.

A fase de condicionamento consistiu de duas sessdes didrias de 25 min durante 4 dias
consecutivos (total de 8 sessdes: 4 com solugdo controle € 4 com etanol). Em cada um dos quatro
dias de condicionamento, camundongos foram tratados com salina (i.p.) e, imediatamente apds,
foram confinados em um dos compartimentos por 25 min (primeira sessdo didria de
condicionamento). Duas horas depois, na segunda sessdo diaria de condicionamento, os animais
foram tratados com etanol (0,5; 1,0 ou 2,0 g/kg, i.p.) ou salina (i.p.), e confinados por 25 min no
compartimento oposto a primeira sessdo. O grupo controle recebeu salina (i.p.) em ambos os
compartimentos. Todos os grupos foram contrabalancados durante a sessao de condicionamento nos
compartimentos, ou seja, metade dos animais do grupo recebeu salina (ou etanol) no compartimento
com paredes pretas ¢ listras brancas horizontais e chdo gradeado, enquanto que a outra metade
recebeu etanol (ou salina) no compartimento oposto.

O teste de pos-condicionamento foi conduzido 24 h apdés a ultima sessdo de
condicionamento. Durante este teste, camundongos em um estado livre da droga (exceto nos
experimentos que avaliaram a expressdo da preferéncia condicionada de lugar) foram colocados no
compartimento central com livre acesso aos compartimentos do aparelho, e o tempo de permanéncia
(s) de cada animal em cada compartimento foi quantificado durante 15 min (p6s-teste). A diferenga
do tempo de permanéncia no compartimento associado com etanol durante o pods-teste (pds-
condicionamento) versus o pré-teste (pré-condicionamento) foi utilizada como medida de
preferéncia de lugar induzido pela droga. Nos experimentos controle (camundongos condicionados

com salina em ambos os compartimentos), o compartimento utilizado como referéncia para a
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analise da preferéncia de lugar foi o compartimento utilizado na segunda sessdo de

condicionamento com salina.

3.4. Procedimentos experimentais

3.4.1. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A no efeito tipo-ansiolitico do
etanol no labirinto em cruz elevado

Para investigar a participagdo dos receptores Al e A2A no efeito tipo-ansiolitico induzido
pelo etanol em camundongos testados no labirinto em cruz elevado, foram administradas doses
“nao-ansiogénicas” (selecionadas ap6s a realizagdo de estudos piloto) dos antagonistas
adenosinérgicos, cafeina (antagonista ndo-seletivo, 10,0 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista do
receptor Al, 3,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista do receptor A2A, 1,0 mg/kg, i.p.) ou solugdo
controle (i.p.), 15 min antes do tratamento com etanol (1,2 g/kg, i.p.). A seguir, 15 min apos este
tratamento, os animais foram colocados no centro do labirinto em cruz elevado onde os parametros
comportamentais (descritos anteriormente) foram registrados por um periodo de 5 min.

Em outro experimento, para investigar uma possivel interacao sinérgica entre a ativagdo do
receptor Al e o etanol em respostas tipo-ansioliticas observadas em camundongos testados no
labirinto em cruz elevado, foi administrada uma dose selecionada de CCPA (agonista do receptor
Al, 0,125 mg/kg, i.p.) 15 min antes da injecdo aguda de etanol (0,6 g/kg, i.p.), € 15 min apds este

tratamento, os animais foram testados no labirinto em cruz elevado.

3.4.2. Comportamento tipo-ansiogénico induzido pela abstinéncia aguda (ressaca) do
etanol em camundongos

Para investigar um possivel comportamento tipo-ansiogénico durante a ressaca do etanol ao
longo do tempo, grupos independentes de camundongos foram testados no labirinto em cruz

elevado 0,5, 6, 12, 18 ou 24 h apos a administragdo aguda de etanol (4,0 g/kg, i.p.) ou salina (i.p.).
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3.4.3. Dosagem sanguinea de etanol durante a ressaca

As concentragdes sanguineas de etanol foram determinadas, em grupos distintos de animais,
em intervalos de 0,5, 2, 4, 6 e 12 h apds a injecao aguda de etanol (4 g/kg, i.p.). A dosagem
sangiiinea foi realizada pelo método da cromatografia gasosa utilizando o aparelho Thermo Quest
Autosystem. Uma amostra de 0,5 ml de sangue, coletada da cauda, foi misturada com 0,5 ml de
uma solugdo 1,6 g/l de n-propranolol, utilizado como padrao interno. As amostras foram incubadas
por 7 min a 75°C. As cromatografias foram registradas e os calculos basicos realizados pelo

programa de computador Chrom-card.

3.4.4. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A no comportamento tipo-
ansiogénico induzido pela ressaca do etanol

Para investigar o papel dos receptores Al e A2A no comportamento tipo-ansiogénico
induzido pela ressaca do etanol, camundongos foram submetidos ao labirinto em cruz elevado 18 h
(baseado no experimento anterior) apos a administragdo de etanol (4,0 g/kg, i.p.), sendo que grupos
independentes de animais foram tratados previamente (30 min antes dos testes comportamentais)
com agonistas dos receptores de adenosina, adenosina (agonista ndo-seletivo, 1,0; 5,0 ou 10,0
mg/kg, i.p.), CCPA (agonista do receptor A1, 0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg, i.p.), DPMA (agonista do
receptor A2A, 0,1; 1,0 ou 5,0 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle (i.p.).

Um experimento subseqiiente foi realizado para investigar se os efeitos produzidos pelo
CCPA, no comportamento tipo-ansiogénico induzido pela ressaca do etanol, estdo realmente
relacionados a ativacdo dos receptores Al. Para isso, foi administrada uma dose selecionada
(baseado em experimentos piloto) do antagonista seletivo do receptor A1 DPCPX (3,0 mg/kg, i.p.),
15 min antes da inje¢do de CCPA (0,05 mg/kg, i.p.). Os animais foram submetidos ao labirinto em
cruz elevado 18 h apds o tratamento com etanol (4,0 g/kg, i.p.). DPCPX e CCPA foram

administrados, respectivamente, 30 e 15 min antes do teste.
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3.4.5. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A na tolerdncia rapida a perda da
coordenagdo motora induzida pelo etanol

Para investigar o papel dos receptores de adenosina Al e A2A no desenvolvimento da
tolerancia rapida ao etanol, diferentes grupos de camundongos treinados foram pré-tratados com
cafeina (antagonista nao-seletivo, 3,0; 10,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista do receptor
Al, 3,0 ou 6,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista do receptor A2A, 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) ou
solugdo controle (i.p.). Dez min depois, cada grupo foi novamente dividido em dois, e cada
subgrupo recebeu etanol (2,25 g/kg, i.p.) ou salina (i.p.). Entdo, os animais foram testados no rota-
rod apos 20 min. Vinte e quatro horas depois, todos os grupos (incluindo os controles) receberam
um dose desafio de etanol (2,25 g/kg, i.p.), ¢ foram testados no rota-rod 20 min apds este

tratamento, para avaliar o desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da coordenagdo motora.

3.4.6. Efeito do antagonista ndo-seletivo dos receptores de adenosina cafeina nas fases de
aquisi¢do e expressdo da preferéncia condicionada de lugar induzida pelo etanol em camundongos

Para investigar o envolvimento dos receptores de adenosina na aquisi¢do da preferéncia
condicionada de lugar ao etanol, camundongos foram tratados durante a sessdo de condicionamento
(4 dias consecutivos) com cafeina (antagonista ndo-seletivo, 10,0, 20,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) ou
salina (i.p.), 10 min antes da segunda sessdo da fase de condicionamento (administracido
intraperitoneal de 2,0 g/kg de etanol ou salina). A avaliagdao do efeito reforgador foi realizada 24 h
apods a ultima sessdo de condicionamento, na auséncia de tratamento, onde foi registrado o tempo de
permanéncia dos animais nos compartimentos da caixa de condicionamento (teste de poOs-
condicionamento), conforme procedimento ja descrito anteriormente.

Para avaliar o envolvimento dos receptores de adenosina na expressdo da preferéncia
condicionada de lugar ao etanol, os experimentos foram realizados como descritos acima

(administragdo de 2,0 g/kg de etanol durante as sessdes de condicionamento), exceto que a cafeina
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(10,0 ou 20,0 mg/kg, 1.p.) ou salina (i.p.) foi somente administrada 10 min antes do teste de pds-

condicionamento.

3.5. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média *+ erro padrao da média (E.P.M.). As comparagdes
estatisticas entre as médias dos grupos foram inicialmente realizadas por andlise de variancia
(ANOVA) de uma, duas ou trés vias, adequadas ao protocolo experimental. Posteriormente, os
grupos foram comparados entre si empregando-se o teste post-hoc de Newman-Keuls ou LSD
(dependendo do protocolo experimental). A probabilidade aceita como indicativo da existéncia de
diferenca estatisticamente significante foi p<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando o

programa estatistico “Statistic 5.0 ®”.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito do tratamento agudo com etanol sobre comportamentos relacionados a
ansiedade no labirinto em cruz elevado

Os resultados da administragao de etanol (0,6; 1,2 ou 2,4 g/kg, 1.p.) nos animais avaliados no
labirinto em cruz elevado estdo ilustrados na Figura 7. A ANOVA de uma via revelou um efeito
significante para o fator tratamento na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos [F(3,24) =
25,54; p<0,0001], bem como na porcentagem de entradas nos bracos abertos [F(3,24) = 7,68;
p<0,001], sem diferencas estatisticamente significantes com relagdo ao nimero de entradas nos
bragos fechados [F(3,24) = 1,61; p=0,21].

O teste subseqiliente de Newman-Keuls indicou que o etanol nas doses de 1,2 e 2,4 g/kg,
aumentou significativamente a exploragdo dos animais nos bragos abertos do labirinto, sem
alteracdes significativas na freqiiéncia de entradas nos bragos fechados, demonstrando um efeito

tipo-ansiolitico destas doses de etanol (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do tratamento agudo com etanol sobre comportamentos relacionados a ansiedade
no labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados com etanol (0,6; 1,2 ou 2,4 g/kg) ou salina,
e 15 min depois, testados no labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados como média +
E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0.05 comparado com o grupo controle (salina) (teste de

Newman-Keuls).
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4.2. Efeito de agonistas e antagonistas dos receptores de adenosina Al e A2A no labirinto
em cruz elevado e campo aberto

Os resultados da administra¢ao aguda de adenosina (agonista ndo-seletivo dos receptores de
adenosina, 1,0; 5,0 ou 10,0 mg/kg, i.p.), CCPA (agonista do receptor Al, 0,05; 0,125 ou 0,25
mg/kg, i.p.), DPMA (agonista do receptor A2A, 0,1; 1,0 ou 5,0 mg/kg, i.p.) ou solucao controle
(i.p.), em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado e no teste do campo aberto estdo
sumarizados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. A ANOVA de uma via indicou um efeito
significante para o fator tratamento na porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos [F(9,63) =
6,61; p<0,0001] e na porcentagem de entradas nos bragos abertos [F(9,63) = 4,83; p<0,0001], sem
diferenca significativa para o nimero de entradas nos bragos fechados [F(9,63) = 1,26; p=0,28].

As comparagdes post-hoc (Newman-Keuls) indicaram que somente a maior dose testada do
agonista seletivo dos receptores de adenosina Al CCPA (0,25 mg/kg, i.p.) aumentou
significativamente a exploracao dos animais pelos bragos abertos do labirinto (p<0,05), sem alterar
significativamente o numero de entradas nos bracos fechados, demonstrando um efeito tipo-

ansiolitico do CCPA nesta dose (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito da administragdo de agonistas adenosinérgicos em camundongos avaliados no
labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados com adenosina (agonista ndo-seletivo, 1,0; 5,0
ou 10,0 mg/kg, i.p.), CCPA (agonista do receptor Al, 0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg, i.p.), DPMA
(agonista do receptor A2A, 0,1; 1,0 ou 5,0 mg/kg, i.p.) ou solugdo controle (i.p.), € 30 min depois,

testados no labirinto em cruz elevado.

Tratamento % TBA % EBA EBF
(mg/kg, i.p.)

Controle 29,9+3,8 37,1+2.4 9,2+0,8
Adenosina (1,0) 28,7 + 4,1 34,9+ 3,1 9,8+0,8
Adenosina (5,0) 23,4+24 37,1+3,8 8,8+0,8
Adenosina (10,0)  28,9+4,6 31,843,1 9,3+0,3

CCPA (0,05) 242+ 14 293+1,9 9,4+ 0,6
CCPA (0,125) 28,7+ 1,5 32,6+ 1,5 10,8+ 0,3
CCPA (0,25) 51,3+25" 490+ 1,6" 9,9 + 0,4
DPMA (0,1) 27,8+3,9 31,6+ 3,8 9,6+ 1,0
DPMA (1,0) 26,8 +2,7 31,4422 10,7+ 1,0
DPMA (5,0) 23,9+3,2 30,6 +2.,2 8,3+ 0,4

Os dados sdo representados como média = E.P.M. de 7-8 animais por grupo.

% TBA, porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado;
% EBA, porcentagem de entradas nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado;
EBF, nimero total de entradas nos bracgos fechados;

N, nimero de animais.

*p<0,05 comparado com o grupo controle (teste de Newman-Keuls).

Além disso, o tratamento agudo com estes agentes adenosinérgicos nao alterou os
parametros comportamentais analisados no campo aberto: nimero de quadrantes cruzados [F(9,62)

=0,87; p=0,15] e nimero de respostas de levantar [F(9,62) = 1,03; p=0,43] (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeitos da administracdo de agonistas adenosinérgicos em camundongos avaliados no
campo aberto. Os animais foram tratados com adenosina (agonista ndo-seletivo, 1,0; 5,0 ou 10,0
mg/kg, i.p.), CCPA (agonista A1, 0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg, i.p.), DPMA (agonista A2A, 0,1; 1,0

ou 5,0 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle, e 30 min depois, testados no campo aberto.

Tratamento Nimero de Respostas de N
(mg/kg, i.p.) cruzamentos levantar
Controle 72,9 +3,5 22,0+2,0 8
Adenosina (1,0) 76,1 +5,7 289+3,3 8
Adenosina (5,0) 66,3 +23 26,8 +24 7
Adenosina (10,0) 70,7+ 4,2 29,0+4,3 7
CCPA (0,05) 58,0+ 1,8 24,1+ 1,4 7
CCPA (0,125) 62,3+2,2 23,8+2,7 7
CCPA (0,25) 66,1 +2.3 26,1 +29 8
DPMA (0,1) 72,2+ 6,6 30,5+3,8 6
DPMA (1,0) 61,8+5,9 32,1+5,2 7
DPMA (5,0) 58,6 £2,2 234+3,1 7

Os dados sdo representados como média £ E.P.M. de 6-8 animais por grupo.
N, nimero de animais.

Os efeitos do tratamento agudo com cafeina (antagonista ndo-seletivo, 10,0 ou 30,0 mg/kg,
i.p.), DPCPX (antagonista do receptor Al, 3,0 ou 6,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista do
receptor A2A, 1,0 ou 3,0 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle (i.p.) estdo ilustrados na Figura 8. A
ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator tratamento tanto na porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos [F(6,49) = 10,58; p<0,0001], quanto na porcentagem de entradas
nos bragos abertos [F(6,49) = 8,64; p<0,0001], sem diferenca significativa para o numero de

entradas nos bragos fechados [F(6,49) = 1,40; p=0,23].
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O teste post-hoc de Newman-Keuls demonstrou que a maior dose de cafeina (30,0 mg/kg,
1.p.) e DPCPX (6,0 mg/kg, i.p.) utilizadas no presente estudo, reduziram significantemente as
porcentagens de entradas e tempo gasto nos bragos abertos (p<0,05), indicando um efeito tipo-

ansiogénico da cafeina e DPCPX nestas doses (Figura 8).
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Figura 8. Efeitos do tratamento com antagonistas adenosinérgicos em camundongos avaliados no
labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados com cafeina (antagonista ndo-seletivo, 10,0 ou
30,0 mg/kg, 1.p.), DPCPX (antagonista Al, 3,0 ou 6,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista A2A,
1,0 ou 3,0 mg/kg, i.p.) ou solugdo controle (i.p.), ¢ 30 min depois, testados no labirinto em cruz
elevado. Os dados sdo representados como média £+ E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0,05

comparado com o grupo controle (teste de Newman-Keuls).
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4.3. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A no efeito tipo-ansiolitico do etanol
no labirinto em cruz elevado

Os resultados da administragdo sist€émica de doses “ndo-ansiogénicas” de cafeina
(antagonista ndo-seletivo dos receptores de adenosina, 10,0 mg/kg, i.p.), DPCPX (antagonista do
receptor Al, 3,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista do receptor A2A, 1,0 mg/kg, i.p.) ou veiculo
(i.p.) sobre o efeito tipo-ansiolitico induzido pelo etanol (1,2 g/kg, i.p.) podem ser vistos na Figura
9. A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator tratamento na porcentagem de
tempo gasto nos bragos abertos [F(5,39) = 13,39; p<0,0001] e na porcentagem de entradas nos
bragos abertos [F(5,39) = 10,36; p<0,0001], sem diferenca significativa para o nimero de entradas
nos bracgos fechados [F(5,39) = 1,58; p=0,19].

As comparagdes subseqiientes indicaram que a cafeina (10,0 mg/kg, i.p.) ¢ o DPCPX (3,0
mg/kg, i.p.), mas ndo o ZM241385 (1,0 mg/kg, i.p.), bloqueou o efeito tipo-ansiolitico do etanol
(1,2 g/kg, i.p.) em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado (teste de Newman-Keuls,

p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do tratamento com antagonistas adenosinérgicos no efeito tipo-ansiolitico induzido
pelo etanol em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados
com doses “ndo-ansiogénicas” de cafeina (antagonista nao-seletivo, 10,0 mg/kg, i.p.), DPCPX
(antagonista A1, 3,0 mg/kg, i.p.), ZM241385 (antagonista A2A, 1,0 mg/kg, i.p.) ou solucao controle
(i.p.) 15 min antes da injecdo de etanol (1,2 g/kg, i.p.), e 15 min depois, testados no labirinto em
cruz elevado. Os dados sdo representados como média + EPM de 7-8 animais por grupo. *p<0.05
comparado com o grupo controle. #p<0.05 comparado com o grupo que recebeu somente etanol

(1.2 g/kg, 1.p.) (teste de Newman-Keuls).

41



Resultados

4.4. Efeito da administragdo combinada de etanol e do agonista seletivo dos receptores de
adenosina A1 CCPA sobre comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em cruz elevado

A Figura 10 ilustra os resultados da administracdo combinada do CCPA (0,125 mg/kg, i.p) e
etanol (0,6 g/’kg ,i.p.) em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado. A ANOVA de uma
via indicou um efeito significante para o fator tratamento na porcentagem de tempo gasto nos
bragos abertos [F(3,23) = 17,58; p<0,0001], na porcentagem de entradas nos bragos abertos [F(3,23)
= 34,28; p<0,0001], sem alteragdes significativas quanto ao numero de entradas nos bracos
fechados [F(3,23) = 1,51; p=0,24].

O teste subseqiiente de Newman-Keuls indicou que o tratamento com o agonista do receptor
A1l CCPA (0,125 mg/kg, i.p.; sem efeito per se) 15 min antes da injecdo de etanol (0,6 g/kg, i.p.;
também sem efeito per se) aumentou significativamente a exploracdo dos animais nos bragos
abertos, sem alteragdes significativas na freqiiéncia de entradas nos bragos fechados, sugerindo um
efeito sinérgico entre o CCPA ¢ do etanol sobre respostas tipo-ansioliticas em camundongos

avaliados no labirinto em cruz elevado (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da administragdo combinada de etanol e do agonista seletivo dos receptores de
adenosina A1 CCPA sobre comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em cruz elevado.
Os animais foram tratados com CCPA (0,125 mg/kg, i.p.) 15 min antes da injecao de etanol (0,6
g/kg, 1.p.), € 15 min depois, testados no labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados como
média = E.P.M. de 8-9 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo controle (teste de

Newman-Keuls).
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4.5. Comportamento tipo-ansiogénico induzido pela abstinéncia aguda (ressaca) do etanol
em camundongos

A Figura 11 ilustra os efeitos da administracao sistémica de etanol (4,0 g/kg, 1.p.) ou solugdo
controle (salina, i.p.) em camundongos avaliados em diferentes intervalos de tempo (0,5, 6, 12, 18
ou 24 h) no labirinto em cruz elevado. A ANOVA revelou uma interacao significativa entre o
tratamento versus tempo na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(4,62) = 2,85;
p<0,05], na porcentagem de entradas nos bragos abertos [F(4,62) = 3,32; p<0,05] e no numero de
entradas nos bragos fechados [F(4,62) = 5,82; p<0,001].

O teste post-hoc de Newman-Keuls revelou que a administragdo de etanol (4,0 g/kg, i.p.)
reduziu significativamente a porcentagem de entradas ¢ tempo gasto nos bracos abertos 12 e 18
horas ap6s a administragdo de etanol (p<0,05), demonstrando um efeito tipo-ansiogénico da
abstinéncia de etanol nestes tempos. Além disso, o grupo avaliado 0,5 h apds o tratamento com
etanol (4,0 g/kg, i.p.) no labirinto em cruz elevado, apresentou uma significativa diminui¢do na
atividade locomotora quando comparado com o grupo controle, verificado pela redugdo do nimero

total de entradas nos bragos fechados (p<0,05) (Figura 11).

44



% Tempo nos bragos abertos

T

< - )
15 I *
O_ i

L
304 [ *

T

o 1 [ T 1
) I
. []

05 6 12 18 24 05 6 12 18 24 h

Controle Etanol

-
a
|

% Entradas nos bragos abertos

—_
N ©
| L

Entradas nos bragos fechados

Figura 11. Comportamento tipo-ansiogénico induzido pela abstinéncia aguda (ressaca) do etanol em
camundongos. Os animais foram tratados com etanol (4,0 g/kg, i.p.), e testados no labirinto em cruz
elevado apds 0,5, 6, 12, 18 ou 24 h. Os dados sdo representados como média = E.P.M. de 7-8
animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo controle avaliado no mesmo tempo (teste de

Newman-Keuls).
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4.6. Dosagem sanguinea de etanol durante a ressaca

A figura 12 ilustra a média das concentragdes plasmaticas de etanol (mg/dL), 0,5; 2, 4, 6 ou
12 h ap6s a administragao aguda de etanol (4,0 g/kg, 1.p.) em camundongos. A ANOVA de uma via
revelou um efeito significante para o fator tempo [F(4,26) = 187,43; p<0,0001].

As comparagdes post-hoc (teste de Newman-Keuls) indicaram que as concentragdes
plasmaticas de etanol diminuiram significativamente a partir de 4 h apo6s a inje¢do de etanol
(p<0,05). Além disso, o tempo de depuracdo estimado para a eliminagdo completa de etanol sérico

foi de aproximadamente 8,5 h apds o tratamento com etanol (Figura 12).
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Figura 12. Concentragdo sanguinea de etanol (mg/dL) verificada em intervalos de 0,5; 2, 4, 6 ou 12
h apos a administra¢do aguda de etanol (4,0 g/kg, i.p.) em camundongos. Os dados sdo apresentados

como média = E.P.M. de 6-7 animais por grupo.

4.7. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A no comportamento tipo-
ansiogénico induzido pela ressaca do etanol

Os efeitos da administracdo de adenosina (agonista nao-seletivo dos receptores de
adenosina, 1,0; 5,0 ou 10,0 mg/kg, i.p.) no comportamento tipo-ansiogénico induzido pela ressaca
do etanol (4,0 g/kg, i.p.), em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado sdo ilustrados na

Figura 13. A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator tratamento na
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porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(3,24) = 16,73; p<0,0001] e na porcentagem de
entradas nos bracos abertos [F(3,24) = 92,63; p<0,001], sem diferenca significativa quanto ao
numero de entradas nos bracos fechados [F(3,24) = 1,14; p=0,35].

O teste subseqiiente de Newman-Keuls indicou que a adenosina, nas doses de 5,0 ¢ 10,0
mg/kg (i.p.), produziu um aumento significativo (p<0,05) na exploragdo dos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado, sem nenhuma alteracdo quanto ao numero de entradas nos bragos
fechados, sugerindo que a ativagdo dos receptores de adenosina reverte o comportamento tipo-

ansiogénico observado durante a ressaca do etanol em camundongos (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do tratamento com adenosina no comportamento tipo-ansiogénico induzido pela
ressaca do etanol em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado. Os animais foram
tratados com adenosina (1,0; 5,0 ou 10,0 mg/kg, i.p.) ou solucdo controle (i.p.) 18 h apds o
tratamento com etanol (4,0 g/kg, i.p.), € 30 min antes de serem expostos ao labirinto em cruz
elevado. Os dados sdo representados como média £+ E.P.M. de 7 animais por grupo. *p<0.05

comparado com o grupo controle (teste de Newman-Keuls).
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A Figura 14 mostra os efeitos do tratamento com o agonista seletivo dos receptores Al para
adenosina CCPA (0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg, i.p.) na ansiedade induzida pela ressaca do etanol (4,0
g/kg, 1.p.) em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado. A ANOVA de uma via revelou
um efeito significante para o fator tratamento na porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos
[F(3,24) = 13,46, p<0,0001], na porcentagem de entradas nos bracgos abertos [F(3,24) = 13,05;
p<0,0001], e no numero de entradas nos bracos fechados [F(3,24) = 9,51; p<0,001].

As comparagdes post-hoc (Newman-Keuls) indicaram que o CCPA, nas doses de 0,05 e
0,125 mg/kg (i.p.), produziu um aumento seletivo na exploragdo dos bragos abertos do aparelho,
sem nenhuma alteracdo quanto a freqiiéncia de entradas nos bragos fechados. Além disso, as
analises revelaram que a maior dose de CCPA (0,25 mg/kg, i.p.) diminuiu significantemente a
atividade locomotora dos animais quando comparado com o grupo controle, verificado pela reducao
do numero total de entradas nos bragos fechados (p<0,05) (Figura 14).

Como pode ser visto na Figura 15, em contraste com os resultados obtidos com o tratamento
com adenosina e CCPA, a administragdo do agonista seletivo dos receptores A2A para adenosina
DPMA (0,1; 1,0 ou 5,0 mg/kg, i.p.) ndo alterou significativamente os parametros comportamentais
observados durante a ressaca do etanol nos animais expostos ao labirinto em cruz elevado:
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(3,24) = 0,86; p=0,47], porcentagem de entradas
nos bragos abertos [F(3,24) = 0,11; p=0,95] e nimero de entradas nos bracos fechados [F(3,24) =

0,05; p=0,98].
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Figura 14. Efeito do tratamento com o agonista seletivo dos receptores de adenosina A1 CCPA no
comportamento tipo-ansiogénico induzido pela ressaca do etanol em camundongos avaliados no
labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados com CCPA (0,05; 0,125 ou 0,25 mg/kg, i.p.)
ou solucdo controle (veiculo, i.p.) 18 h ap6s o tratamento com etanol (4,0 g/kg, i.p.), € 30 min antes
de serem expostos ao labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados como média + E.P.M.

de 7 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo controle (teste de Newman-Keuls).
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Figura 15. Efeito do tratamento com o agonista seletivo dos receptores de adenosina A2A DPMA
no comportamento tipo-ansiogénico induzido pela ressaca do etanol em camundongos avaliados no
labirinto em cruz elevado. Os animais foram tratados com DPMA (0,1; 1,0 ou 5,0 mg/kg, i.p.) ou
solugdo controle (veiculo, i.p.) 18 h apos o tratamento com etanol (4,0 g/kg, i.p.), e 30 min antes de
serem expostos ao labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados como média + E.P.M. de

7 animais por grupo.
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Os efeitos da administragdo do antagonista seletivo dos receptores A1 DPCPX (3,0 mg/kg,
1.p.) 15 min antes do tratamento com CCPA (0,05 mg/kg, i.p.) na ansiedade induzida pela ressaca
do etanol (4,0 g/kg, 1.p.) em camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado sdo ilustrados na
Figura 16. A ANOVA de uma via revelou um efeito significante para o fator tratamento na
porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos [F(3,21) = 21,74; p<0,0001] e porcentagem de
entradas nos bragos abertos [F(3,21) = 40,12; p<0,0001], sem diferenca significativa para a
freqliéncia de entradas nos bragos fechados [F(3,21) = 0,18; p=0,91].

O teste subseqiiente de Newman-Keuls mostrou que a dose testada de DPCPX, quando
administrada isoladamente, ndo alterou significativamente os parametros comportamentais
avaliados no labirinto em cruz elevado. Entretanto, esta mesma dose de DPCPX foi capaz de
reverter o efeito tipo-ansiolitico produzido pelo CCPA durante a ressaca do etanol (p<0,05),
reforcando o efeito seletivo do CCPA sobre os receptores Al para adenosina nos presentes

resultados (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da administragdo do antagonista dos receptores A1 DPCPX (3,0 mg/kg, i.p.), 15
min antes da injecdo do CCPA (agonista do receptor Al, 0,05 mg/kg, i.p.) ou veiculo (i.p.) em
camundongos previamente (18 h antes) tratados com etanol (4,0 g/kg, i.p.), e testados 30 min depois
no labirinto em cruz elevado. Os dados sdo representados como média + E.P.M. de 6-7 animais por

grupo. *p<0.05 comparado com o grupo controle (teste de Newman-Keuls).
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4.8. Desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da coordenagdo motora ao etanol ao
longo do tempo

Os efeitos da administracdo de etanol (2,25 g/kg, i.p.) ou solugdo controle (i.p.) no
desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da coordenagao motora dos animais avaliados no rota-
rod ao longo do tempo (20, 40 ¢ 60 min) sdo ilustrados na Figura 17. A ANOVA de trés vias
(tratamento x tempo x dia) com medidas repetidas revelou um efeito significante para o fator
tratamento [F(1,42) = 13,37; p<0,001], para o fator tempo [F(2,42) = 14,57; p<0,0001], para o fator
dia [F(1,42) = 8,18; p<0,001] e para a interagdo tratamento versus dia [F(1,42) = 69,40; p<0,0001].

As comparagdes post-hoc (LSD) revelaram que a administracdo de etanol (2,25 g/kg, i.p.)
induziu um significante prejuizo motor aos 20 e 40 min, mas ndo aos 60 min, nos animais avaliados
no rota-rod no dia 1 (p<0,05). No dia 2, este mesmo perfil comportamental foi observado no grupo
controle desafiado com etanol (2,25 g/kg, i.p.). Entretanto, houve uma melhora tempo-dependente
(mais evidente aos 20 min apds o tratamento com etanol) do desempenho motor do grupo de
animais tratados com etanol em ambos os dias, indicando um desenvolvimento consistente de

tolerancia rapida ao etanol (Figura 17).
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Figura 17. Desenvolvimento de tolerancia répida a perda da coordenagdao motora ao etanol ao longo
do tempo. No dia 1, os animais foram tratados intraperitonealmente com salina (S) ou etanol (E,
2,25 g/kg), e testados no rota-rod 20, 40 e 60 min apos este tratamento. A tolerancia rapida foi
avaliada no dia 2, quando todos os animais receberam uma dose desafio de etanol (2,25 g/kg, i.p.),
sendo novamente avaliados no rota-rod aos 20, 40 ¢ 60 min. O grupo EE recebeu etanol em ambos
os dias, enquanto o grupo SE recebeu salina no dia 1 e etanol no dia 2. Os resultados sdo
apresentados como média + E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0.05 comparado com o respectivo
grupo controle do mesmo dia, #p<0,05 comparado com o desempenho motor do mesmo grupo no

dia 1 (teste LSD).

4.9. Envolvimento dos receptores de adenosina Al e A2A na tolerancia rapida a perda da
coordenagdo motora induzida pelo etanol

Os efeitos da administracdo de cafeina (3,0; 10,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) em relagdo a
tolerancia rapida ao etanol podem ser visualizados na Figura 18. A ANOVA de trés vias (pré-
tratamento x tratamento x dia) revelou um efeito significativo para o fator tratamento [F(1,56) =
394,45; p<0,0001], para o fator dia [F(1,56) = 524,78; p<0,0001] e para os fatores de interacdo
entre o pré-tratamento x tratamento [F(3,56) = 3,26; p<0,01] e pré-tratamento x tratamento x dia

[F(3,56) = 2,89; p<0,05].

55



Resultados

Confirmando o experimento anterior, as comparagdes post-hoc indicaram o
desenvolvimento de tolerancia rapida avaliado no dia 2, no grupo tratado com etanol em ambos os
dias (LSD, p<0,05). Além disso, o pré-tratamento com cafeina (3,0; 10,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) ndo
alterou o desempenho motor dos animais tratados com salina (i.p.) ou etanol (2,25 g/kg, i.p.) no dia
1, sugerindo que o tratamento agudo com cafeina, nas doses testadas, ndo afeta a coordenacao
motora destes animais. Contudo, nenhum dos grupos tratados com a associa¢do de cafeina e etanol
no dia 1 apresentou uma melhora no desempenho motor quando avaliados no dia 2, sugerindo que
todas as doses testadas de cafeina bloquearam o desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da

coordenacao motora induzida pelo etanol (Figura 18).

56



Resultados

Dia 1 : Dia 2
Fig 40 i N I :
ura -
18. 307
Efe

) 20
1to

do

L#
i *
10 * * * *E
MR
w oL i

S E S E S E S E SEEE SEEE SEEE SEEE
3 10 30 Controle 10 30 mg/kg
Cafeina Cafeina

Laténcia (s)

nist
Controle

a
nao
-seletivo dos receptores de adenosina cafeina no desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da
coordenacao motora induzida pelo etanol em camundongos avaliados no rota-rod. No dia 1, quatro
grupos foram tratados com salina (i.p.) ou cafeina (3,0; 10,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) 10 antes de receber
salina (S) ou etanol (E, 2,25 g/kg, i.p.), e foram testados no rota-rod 20 min depois. A tolerancia
rapida foi avaliada no dia 2, quando todos os animais receberam uma dose desafio de etanol (2,25
g/kg, i.p.), e foram novamente testados no rota-rod 20 min depois. O grupo EE recebeu etanol em
ambos os dias, enquanto o grupo SE recebeu salina no dia 1 e etanol no dia 2. Os resultados sao
apresentados como média + E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o respectivo
grupo controle do mesmo dia, #p<0,05 comparado com o desempenho motor do mesmo grupo no

dia 1 (teste LSD).

A Figura 19 ilustra os efeitos da administragdo dos antagonistas seletivos dos receptores de
adenosina DPCPX (antagonista Al, 3,0 e 6,0 mg/kg, i.p.) e ZM241385 (antagonista A2A, 0,5 e 1,0
mg/kg, i.p.) no desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol. A ANOVA de trés vias (pré-
tratamento X tratamento x dia) revelou um efeito significativo para o fator tratamento [F(1,70) =
250,0; p<0,0001], para o fator dia [F(1,70) = 247,56; p<0,0001] e para a interagdao pré-tratamento
vs. tratamento [F(4,70) = 2,98; p<0,02].

As andlises subseqiientes indicaram que o pré-tratamento com DPCPX (3,0 e 6,0 mg/kg,

1.p.) ou ZM241385 (0,5 e 1,0 mg/kg, i.p.) ndo atenuaram a perda da coordenacao motora induzida
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pelo etanol (2,25 g/kg, i.p.) nos animais avaliados no rota-rod no dia 1. Contudo, o pré-tratamento
com DPCPX (3,0 e 6,0 mg/kg, i.p.), mas ndao com ZM241385 (0,5 e 1,0 mg/kg, 1.p.), 10 min antes
da inje¢do de etanol (2,25 g/kg, i.p.) no dia 1, inibiu a melhora do desempenho motor avaliado no
dia 2 (LSD, p<0.05), sugerindo que o bloqueio dos receptores Al para adenosina impede o

desenvolvimento de tolerancia rapida ao etanol (Figura 19).
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ores de adenosina Al e A2A no desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenacao
motora induzida pelo etanol em camundongos avaliados no rota-rod. No dia 1, cinco grupos foram
tratados com salina (i.p.) ou DPCPX (antagonista do receptor Al, 3,0 ou 6,0 mg/kg, i.p.) ou
ZM241385 (antagonista do receptor A2A, 0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) 10 antes de receber salina (S) ou
etanol (E, 2,25 g/kg, i.p.), e testados no rota-rod 20 min depois. A tolerancia rapida foi avaliada no
dia 2, quando todos os animais receberam uma dose desafio de etanol (2,25 g/kg, i.p.), e foram
novamente testados no rota-rod 20 min depois. O grupo EE recebeu etanol em ambos os dias,
enquanto o grupo SE recebeu salina no dia 1 e etanol no dia 2. Os resultados sdo representados
como média + E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o respectivo grupo controle
do mesmo dia, #p<0,05 comparado com o desempenho motor do mesmo grupo no dia 1 (teste
LSD).

4.10. Aquisi¢do da preferéncia condicionada de lugar induzida pelo etanol
A Figura 20 ilustra a média = E.P.M. da diferenca do tempo de permanéncia dos animais no

compartimento pareado com etanol (0,5; 1,0 ou 2,0 g/kg, i.p.) durante o poés-teste (pds-
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condicionamento) versus o pré-teste (pré-condicionamento). A ANOVA de uma via revelou um
efeito significante para o fator tratamento no tempo gasto no compartimento pareado com etanol
[F(3,28) = 4,07; p<0,02]. As comparagdes subseqlientes indicaram que o etanol induziu uma
significante preferéncia condicionada de lugar na dose de 2,0 g/kg (i.p.) quando comparado com o

grupo controle (p<0,01), indicando a propriedade de reforgo positivo do etanol nesta dose.
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Figura 20. Aquisicdo da preferéncia condicionada de lugar quanto ao tempo de permanéncia no
compartimento pareado com etanol (0,5; 1,0 ou 2,0 g/kg, i.p.) ou salina em camundongos. O indice
de preferéncia representa a diferenca do tempo gasto no compartimento pareado depois (teste) e
antes (basal) do condicionamento com etanol. Os resultados sdo representados como média +
E.P.M. de 8 animais por grupo. *p<0,05 comparado com o grupo controle (teste de Newman-

Keuls).

4.11. Efeito da cafeina nas fases de aquisicdo e expressdo da preferéncia condicionada de

lugar induzida pelo etanol em camundongos
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O efeito da administracao de cafeina na aquisicao da preferéncia condicionada de lugar ao
etanol pode ser visto na Figura 21. A ANOVA de duas vias, sendo as variaveis independentes o pré-
tratamento (salina ou cafeina 10,0, 20,0 e 30,0 mg/kg) e tratamento (salina ou etanol 2,0 g/kg), e a
variavel dependente o tempo de permanéncia (s) dos animais condicionados no compartimento
pareado com etanol 2,0 g/kg, mostrou somente um efeito significante para o fator tratamento
[F(1,68) = 31,9; p<0,0001], replicando que a administragdo de etanol (2,0 g/kg,i.p.), durante as
sessoes de condicionamento, produz preferéncia condicionada de lugar.

Mais importante, o pré-tratamento com as maiores doses de cafeina (20,0 e 30,0 mg/kg)
tendeu em atenuar a preferéncia de lugar induzida pelo etanol (2,0 g/kg) (p=0,09 e p=0,1,
respectivamente). Além disso, a administragdo per se de cafeina (10,0; 20,0 ou 30,0 mg/kg), ndo
alterou a preferéncia dos animais pelo compartimento pareado, indicando que a cafeina, a0 menos
nas doses testadas e neste protocolo experimental, ndo apresenta propriedades reforgadoras (Figura

21).

400 [ Salina

z E====1 Etanol 2 g/kg *
& 3004 *
o
c
‘@ 200
2
o
s 1004
8 .
ol T T T
2
2 -100-
-200-

. 10 20 30
Salina

Cafeina (mg/kg)

60



Resultados

Figura 21. Efeito da cafeina (10,0; 20,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) na aquisi¢do da preferéncia
condicionada de lugar ao etanol (2,0 g/kg, i.p.) em camundongos. O indice de preferéncia
representa a diferenca do tempo gasto no compartimento pareado depois (teste) e antes (basal) do
condicionamento com etanol. Os resultados sdo representados como média = E.P.M. de 8-12

animais por grupo. *p<0,05 comparado com o respectivo grupo controle (teste de Newman-Keuls).

A Figura 22 ilustra o efeito da administragdo de cafeina na expressao da preferéncia
condicionada de lugar ao etanol. A ANOVA de duas vias revelou somente um efeito significante
para o fator tratamento [F(1,52) = 44,25; p<0,0001], indicando preferéncia condicionada de lugar
induzida pelo etanol (2,0 g/kg, i.p.). No entanto, as comparacdes subseqiientes demonstraram que a
cafeina (10,0 e 20,0 mg/kg, 1.p.) ndo alterou o tempo de permanéncia dos animais no compartimento
pareado com etanol, sugerindo, ao menos em parte, que a cafeina ndo participa da expressao da

preferéncia de lugar ao etanol.
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Figura 22. Efeito da cafeina (10,0 ou 20,0 mg/kg, i.p.) na expressdo da preferéncia condicionada de
lugar ao etanol (2,0 g/kg, i.p.) em camundongos. O indice de preferéncia representa a diferenca do
tempo gasto no compartimento pareado depois (teste) e antes (basal) do condicionamento com
etanol. Os resultados sdo representados como média + E.P.M. de 8-11 animais por grupo. *p<0,05

comparado com o respectivo grupo controle (teste de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram pela primeira vez, que os receptores de
adenosina, principalmente os receptores Al, modulam as repostas tipo-ansioliticas induzidas pela
administracao aguda de etanol (1,2 g/kg, i.p.), assim como o efeito tipo-ansiogénico (ressaca)
verificado 18 h apo6s o tratamento sistémico com uma dose elevada de etanol (4,0 g/kg). Os
presentes resultados evidenciam ainda, que o bloqueio dos receptores Al para adenosina, mas nao
dos receptores A2A, modula importantes neuroadaptacdes funcionais observadas durante a
exposicao repetida ao etanol, como o desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenacao
motora. Além disso, estes resultados também demonstram que o bloqueio ndo-seletivo dos
receptores de adenosina, mediado pela cafeina, ndo altera o reforgo positivo induzido pelo etanol.

Como mencionado na Introdug¢do, um niimero crescente de evidéncias tem apontado para
uma participacdo do neuromodulador adenosina como um importante mediador de varias respostas
comportamentais, moleculares e celulares promovidas pelo etanol, tanto em humanos quanto em
roedores. A exposi¢cdo aguda ao etanol aumenta a concentracdo extracelular de adenosina (Nagy et
al., 1990; Krauss et al., 1993). Dois principais mecanismos tém sido propostos para explicar este
aumento nos niveis basais de adenosina e, posteriormente, a ativagdo dos seus receptores apos a
administracao de etanol.

O primeiro envolve o metabolismo do etanol pelo figado, que aumenta os niveis plasmaticos
de acetato, que pode atravessar a barreira hemato-encefalica e ser metabolizado formando
adenosina no SNC (Carmichael et al., 1991; Kiselevski et al., 2003). O segundo, envolve o bloqueio
seletivo, mediado diretamente pelo etanol, do transportador responsavel pelo transporte passivo de
adenosina (equilibrative nucleotide transporter type 1, ENT1), inibindo desta maneira a recaptacao

neuronal de adenosina (Nagy et al., 1990; Krauss et al., 1993; Choi et al., 2004).
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Grande parte dos estudos realizados até o presente momento tem confirmado a crenga
popular de que a cafeina, um antagonista ndo seletivo dos receptores de adenosina, pode bloquear
os efeitos intoxicantes do etanol como, por exemplo, sedagdo e perda da coordenagcdo motora,
induzidas por doses moderadas e altas de etanol em humanos (Franks et al., 1975; Burns e
Moskowitz, 1990; Fillmore e Vogel-Sprott, 1995; Liguori e Robinson, 2001; Drake et al., 2003).

Em animais de laboratorio, estudos t€ém demonstrado que a cafeina, bem como antagonistas
seletivos dos receptores de adenosina, pode reduzir a perda do reflexo postural (El Yacoubi et al.,
2003), além de inibir a perda da coordenagdo motora promovida pelo etanol (Dar et al., 1983; Clark
e Dar, 1988; Dar, 1990; Meng e Dar, 1994; Barwick e Dar, 1998; Dar, 2001). Contudo, até¢ o
presente momento nenhum estudo havia investigado a participagdo deste sistema nas propriedades
ansioliticas do etanol.

Os resultados do presente estudo demonstram que o efeito tipo-ansiolitico induzido pelo
etanol (1,2 g/kg, i.p.) em camundongos ¢ modulado, ao menos em parte, pela ativagdo dos
receptores de adenosina Al, uma vez que esta resposta ¢ bloqueada pela administragdo prévia de
doses “ndo-ansiogénicas” dos antagonistas, cafeina (antagonista ndo-seletivo, 10,0 mg/kg, i.p.) e
DPCPX (antagonista seletivo dos receptores Al, 3,0 mg/kg, i.p.), mas ndo por ZM241385
(antagonista seletivo dos receptores A2A, 1,0 mg/kg, i.p.).

Este efeito ndo se deve a alteragdes motoras especificas, uma vez que, o nimero de entradas
nos bragos fechados, parametro utilizado como medida indireta de atividade motora, ndo diferiu dos
demais grupos avaliados. Os presentes dados indicam ainda um aumento de respostas tipo-
ansioliticas verificadas apds a administracdo de doses “ndo-ansioliticas” de CCPA (0,125 mg/kg,
i.p.) e etanol (0,6 mg/kg, i.p.), sugerindo um efeito sinérgico entre a ativacao dos receptores Al e o
etanol.

Além disso, os presentes resultados confirmam e estendem o envolvimento dos receptores

de adenosina em modelos experimentais de ansiedade e emocionalidade, uma vez que mostram a
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existéncia de respostas tipo-ansiogénicas induzidas pelos antagonistas destes receptores, cafeina
(30,0 mg/kg, i.p.) e DPCPX (6,0 mg/kg, i.p.), em camundongos avaliados no labirinto em cruz
elevado, enquanto o agonista dos receptores de adenosina A1 CCPA (0,25 mg/kg, i.p.) apresenta
um perfil tipo-ansiolitico neste paradigma.

Corroborando com estudos anteriores, que tem demonstrado as propriedades “ansiogénicas”
da cafeina em diferentes modelos animais de ansiedade, como por exemplo, no teste de interacao
social (Baldwin et al., 1989; Bhattacharya et al., 1997), no labirinto em cruz elevado (Pellow et al.,
1985; Baldwin et al., 1989; El Yacoubi et al., 2000) e no teste da caixa claro-escuro (Imaizumi et
al., 1994; El Yacoubi et al., 2000), foi verificado que a maior dose de cafeina testada (30,0 mg/kg,
i.p.) reduziu a freqiiéncia de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos de
camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado. Entretanto, estas propriedades ansiogénicas
nao foram observadas com a menor dose de cafeina (10,0 mg/kg, i.p.).

De maneira semelhante ao verificado com a cafeina, a administragdo per se de DPCPX,
antagonista seletivo dos receptores Al, na maior dose testada (6,0 mg/kg, i.p.) exerce um efeito
tipo-ansiogénico nos animais avaliados no labirinto em cruz elevado. Este resultado contrasta com
estudos anteriores, que ndo verificaram comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em
cruz elevado apos o tratamento com DPCPX (Jain et al., 1995; El Yacoubi et al., 2000). Contudo,
nestes estudos a faixa de doses utilizadas de DPCPX (0,05-5,0 mg/kg) pode explicar a discrepancia
com os presentes resultados, uma vez que no presente estudo também nao foi detectado nenhuma
atividade tipo-ansiolitica do DPCPX na menor dose testada (3,0 mg/kg, i.p.).

Por outro lado, uma série de estudos tem demonstrado que camundongos nocautes (KO) do
receptor de adenosina Al apresentam elevados niveis de ansiedade (Johansson et al, 2001;
Gimenez-Llort et al, 2002; Lang et al, 2003). Além disso, confirmando o estudo de Florio e
colaboradores (1998), os presentes resultados indicam um efeito tipo-ansiolitico do CCPA (0,25

mg/kg, i.p.), um potente agonista seletivo dos receptores Al.
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Como previamente demonstrado por El Yacoubi e colaboradores (2000), a administragdo do
antagonista seletivo dos receptores A2A ZM241385 (1,0 ou 3,0 mg/kg, i.p.) ndo afetou nenhum dos
parametros comportamentais que foram registrados no labirinto em cruz elevado, indicando uma
auséncia de efeito do ZM241385, ao menos nas doses testadas, neste modelo de ansiedade. Em
conjunto, estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores (Jain et al., 1995; Florio et al.,
1998; Johansson et al., 2001; Giménez-Llort et al., 2002; Lang et al., 2003) que tem demonstrado o
envolvimento dos receptores para adenosina (principalmente receptores Al) na modulacdo de
respostas relacionadas a ansiedade em camundongos.

O resultado mais relevante desta etapa do nosso estudo foi que a administragdo aguda de
doses “ndo-ansiogénicas” dos antagonistas dos receptores de adenosina, cafeina (10,0 mg/kg, i.p.) e
DPCPX (3,0 mg/kg, i.p.), mas ndo o ZM241385 (1,0 mg/kg, i.p.), bloqueou as agdes tipo-
ansioliticas do etanol (1,2 g/kg, i.p.) no labirinto em cruz elevado, sugerindo uma interacao
funcional entre o sistema adenosinérgico e o etanol em comportamentos relacionados a ansiedade.
Corroborando com nossa hipotese, os presentes resultados mostram uma resposta sinérgica induzida
por doses “ndo-ansioliticas” do agonista do receptor A1 CCPA (0,125 mg/kg, i.p.) e o etanol (0,6
g/kg, i.p.), visto que produziram um marcante aumento na freqiiéncia de entradas e no tempo de
permanéncia nos bracos abertos de camundongos avaliados no labirinto em cruz elevado.

O fato dos receptores de adenosina A1 modular as propriedades tipo-ansioliticas do etanol
sugerem, como hipdtese especulativa, que agonistas seletivos dos receptores Al podem representar
uma importante ferramenta terapéutica para prevenir os efeitos ansiogénicos gerados pela
abstinéncia ao etanol, reduzindo a recaida em pacientes alcoolicos.

Para nosso conhecimento, somente um estudo havia testado o potencial desta hipdtese no
tratamento da ansiedade induzida pela abstinéncia ao etanol. Gatch e colaboradores (1999)
investigaram o efeito do agonista e do antagonista seletivo dos receptores Al, R-PIA e CPT,

respectivamente, na abstinéncia induzida pela exposi¢do cronica (7 dias) ao etanol em ratos. Os
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autores encontraram efeitos opostos ao esperado, com uma reducdo do tempo gasto nos bragos
abertos do labirinto em animais tratados com R-PIA, sugerindo um efeito tipo-ansiogénico,
enquanto o antagonista para os receptores Al, o CPT, mostrou um efeito ansiolitico durante a
abstinéncia ao etanol.

A explicagdo proposta pelos autores para a inexisténcia da propriedade tipo-ansiolitica do
agonista do receptor Al é que o nimero de receptores para adenosina estd marcadamente reduzido
durante a abstinéncia ao etanol (Dar et al., 1983) e, portanto, poderia ndo haver receptores
suficientes para produzir um efeito, at¢é mesmo quando todos os receptores estivessem
completamente ocupados. Entretanto, os autores ndo descartaram a importancia de investigagdes
adicionais para avaliar os efeitos de agentes adenosinérgicos durante a abstinéncia ao etanol (Gath
etal., 1999).

Neste sentido, outro objetivo proposto no presente trabalho foi investigar o potencial de
agonistas do receptor Al e A2A em reduzir a ansiedade experimental verificada durante a
abstinéncia aguda (ressaca) ao etanol (4,0 g/kg, i.p.) em camundongos testados no labirinto em cruz
elevado. Os presentes resultados mostram um desenvolvimento tempo-dependente de
comportamentos tipo-ansiogénicos verificados apds a administragdo aguda de etanol (4,0 g/kg, i.p),
indicado pela significante reducdo na exploracdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado.

Esta “ansiedade” induzida pela abstinéncia aguda ao etanol foi mais pronunciada 18 h apos a
administracdo de etanol, um intervalo de tempo em que o etanol foi completamente depurado do
organismo. Estes resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que tém demonstrado um
aumento no comportamento tipo-ansiogénico durante a ressaca do etanol em ratos adultos avaliados
em testes de vocalizagdo ultrassonica (Brasser e Spear, 2002), no labirinto em cruz elevado
(Doremus et al, 2003) e no teste de interagcdo social (Varlinskaya e Spear, 2004). Mais importante,

nossos resultados mostram pela primeira vez que a ativagdo de receptores Al, mas ndo de
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receptores A2A, reduz o comportamento tipo-ansiogénico observado durante a abstinéncia aguda ao
etanol em camundongos.

No presente estudo, a administragdo aguda de doses “nao-ansioliticas” de adenosina (5,0 e
10,0 mg/kg, 1.p.) ou do agonista seletivo dos receptores A1 CCPA (0,05 e 0,125 mg/kg, i.p.), mas
ndo do agonista seletivo dos receptores A2A DPMA (0,1-5,0 mg/kg, i.p.), diminuiu o
comportamento tipo-ansiogé€nico durante a ressaca do etanol em camundongos, verificado pelo
aumento da exploragdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Esta resposta parece ser
especificamente dependente da ativagdo dos receptores Al, pois o efeito do CCPA (0,05 mg/kg,
1i.p.) no comportamento tipo-ansiogénico induzido pela ressaca do etanol, foi bloqueado pelo pré-
tratamento com o antagonista seletivo dos receptores A1 DPCPX (3,0 mg/kg, i.p.).

Além disso, os efeitos da administragdo dos agonistas e antagonistas dos receptores de
adenosina, empregados no presente estudo, sobre comportamentos relacionados a ansiedade e
emocionalidade avaliada no labirinto em cruz elevado, parecem ndo estar, a0 menos nas doses
testadas, associados a um comprometimento da fungdo motora dos camundongos, uma vez que nao
foram observadas diferengas significativas quanto ao ntimero total de entradas nos bragos fechados
do labirinto. Além disso, os pardmetros comportamentais avaliados no campo aberto, numero de
cruzamentos e atos de levantar, medidas diretas da atividade locomotora, também nao apresentaram
alteracdes significativas.

Os sinais negativos verificados durante a abstinéncia ao etanol, como por exemplo, nauseas,
tremores, taquicardia, irritabilidade e ansiedade, sdo frequentemente verificados nos periodos
iniciais apos a exposicao, geralmente, prolongada do consumo de etanol, tanto em humanos, como
em roedores (para revisdo ver Finn e Crabbe, 1997; Kliethermes, 2005), ¢ representam um
importante fator motivacional para a recaida ao consumo de etanol (Cloninger, 1987). Muitos

estudos tém consistentemente demonstrado um aumento no comportamento tipo-ansiogénico
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durante o periodo de abstinéncia apds a exposi¢ao cronica ao etanol em roedores (File et al, 1991,
1993; Lal et al, 1991; Knapp et al, 1993; Gatch et al, 1999; Gatch e Lal, 2001).

Os presentes resultados replicam e estendem estudos anteriores (Concas et al, 1994; Kaplan
et al, 1999) que tém investigado o potencial de agonistas do receptor A1 em reduzir os sinais de
abstinéncia apos a exposi¢ao cronica de etanol. Concas e colaboradores (1994) demonstraram que o
CCPA inibe os sintomas de abstinéncia, como tremores e convulsdes, em ratos tratados
repetidamente com etanol (12,0 — 18,0 g/kg diariamente por 6 dias), um efeito bloqueado pelo
DPCPX. Resultados semelhantes foram relatados por Kaplan e colaboradores (1999) em
camundongos que receberam uma dieta liquida de etanol durante 14 dias, e tratados com o agonista
do receptor A1 R-PIA durante o periodo de abstinéncia ao etanol.

Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares e as regides anatdmicas envolvidas na
modulagdo dos receptores de adenosina sobre as respostas comportamentais observadas durante a
ressaca do etanol. Em fun¢do dos nossos resultados, uma hipdtese especulativa pode ser sugerida.
Muitos estudos tém demonstrado que agonistas dos receptores Al podem inibir a liberagdo neural
do glutamato (Dolphin e Prestwich, 1985; Fredholm et al, 1989) e da acetilcolina (Jin et al, 1993;
Ribeiro et al, 1996), dois neurotransmissores excitatdrios que apresentam um importante papel na
sindrome de abstinéncia ao etanol (Rossetti ¢ Carboni, 1995; Imperato et al, 1998).

Desta maneira, este mecanismo pode, ao menos em parte, explicar a presente eficacia da
adenosina ¢ CCPA, agonistas dos receptores de adenosina, em reduzir o comportamento tipo-
ansiogénico induzido pelo ressaca do etanol.

Adicionalmente, estudos experimentais de unido/ligagdo especifica (binding) tém
demonstrado o envolvimento dos receptores Al na modulagdo dos efeitos da abstinéncia ao etanol.
A abstinéncia ap6s a exposic¢ao cronica de etanol produz um aumento na densidade dos receptores

A1l em regides cerebelares (Concas et al, 1996) e no cortex cerebral (Daly et al, 1994) de roedores.
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No mesmo sentido, Jarvis e Becker (1998) demonstraram que, ap6s a exposi¢ao cronica ao
vapor de etanol, como também, apos simples e/ou repetidos episodios de abstinéncia, ocorre um
aumento na densidade dos receptores Al em regides corticais, sem, no entanto, produzir alteragdes
significativas nos receptores A2A para adenosina no estriado. Juntos, estes resultados indicam que a
expressao aumentada dos receptores Al para adenosina, um receptor usualmente acoplado a
proteina G inibitoria (Gi e Go), parece ter uma importante participagdo nas alteracdes adaptativas
observadas durante a abstinéncia ao etanol.

Além disso, ¢ importante enfatizar que o sistema adenosinérgico parece estar envolvido ndo
somente na expressao de sinais de abstinéncia ao etanol, como também de outras drogas de abuso,
como opiodides e cocaina. Por exemplo, muitos estudos mostram que agonistas dos receptores Al e
A2A atenuam, enquanto antagonistas destes receptores potencializam, os sinais de abstinéncia
induzidos pela morfina em camundongos (Kaplan e Sears, 1996; Zarrindast et al, 1999) e em ratos
(Salem e Hope, 1997).

De acordo com estas consideragdes, parece que o neuromodulador adenosina ¢ crucial
durante os periodos de abstinéncia para as diferentes drogas de abuso, uma vez que a ativacao de
seus receptores produz um “tonus” inibitoério (reduzindo os sinais especificos de abstinéncia
associados a cada droga), que quando bloqueados, resulta em aumento de comportamentos
caracteristicos de abstinéncia.

Como ja relatado na Introdugdo, além dos sinais caracteristicos observados na abstinéncia ao
etanol, a sua ingestdo excessiva e prolongada leva a importantes alteracdes neuroadaptativas em
diversos sistemas neuronais associados com o desenvolvimento de tolerancia e sensibilizagdo, além
de alteragdes residuais que expressam a vulnerabilidade a recaida (Koob, 2003). Estudos realizados
com individuos que apresentam historico familiar de alcoolismo sugerem que existe uma associagao
entre a baixa resposta (ou sensibilidade) para os efeitos do etanol e o risco para o desenvolvimento

do alcoolismo (Schuckit, 1994).
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A exposicao repetida resulta, freqiientemente, na diminui¢ao da resposta para os efeitos do
etanol no SNC. Esta adaptacao, referida como tolerancia, ¢ influenciada por fatores genéticos e
ambientais. A tolerancia tem ocupado um lugar proeminente na pesquisa do alcoolismo, visto que o
seu desenvolvimento tem sido reconhecido como uma importante caracteristica da dependéncia, e ¢
ainda listado como um dos critérios de diagnéstico pelo DSM-IV RT (American Psychiatric
Association — APA, DSM-IV RT, 2000), bem como representa um importante indicador da
suscetibilidade ao alcoolismo (Schuckit, 1986).

Devido as dificuldades inerentes no estudo com humanos, tem-se desenvolvido numerosos
paradigmas para o estudo da tolerdncia em modelos animais, geralmente testes de coordenagdo
motora, sedagdo e hipotermia (Crabbe et al., 1994). Com estes modelos, ao menos trés formas de
tolerancia tem sido definidas operacionalmente, tolerancia aguda, rapida e cronica (Kalant et al.,
1971), e sao em grande parte dependentes da quantidade e maneiras de exposi¢ao ao etanol, além do
modelo experimental utilizado para mensurar a tolerancia (Le, 1990; Khanna et al., 1993).

Dentre estes, o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol tém sido frequentemente
observado em resposta a uma segunda dose administrada 8-24 h apods a primeira exposi¢do ao
etanol (Crabbe et al. 1979; Khanna et al. 1993, 1996; Barbosa e Morato 2001; Da Silva et al., 2001;
Wazlawik e Morato 2003; Varaschin et al., 2005).

Como relatado anteriormente, muitas evidéncias tém sugerido que os receptores de
adenosina Al, localizados em regides encefalicas essenciais para o controle motor como, por
exemplo, estriado, cerebelo e cortex motor, sdo alvos primarios na modulagdo da perda da
coordenacdao motora induzida pelo etanol (Dar et al., 1983; Clark e Dar, 1988; Dar, 1990; Meng e
Dar, 1994, 1995; Barwick e Dar, 1998; Dar, 2001). A ativagdo dos receptores Al para adenosina
potencializa a perda da coordenagdo induzida pelo etanol, enquanto o bloqueio destes receptores

diminui esta resposta (Mailliard e Diamond, 2004).
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Contudo, poucos estudos tém caracterizado o envolvimento deste sistema nos mecanismos
de tolerancia a perda da coordenagcdo motora ao etanol. Desta forma, investigamos a participacao
dos receptores Al e A2A no desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenagao motora
ao etanol em camundongos avaliados no rota-rod.

Os presentes resultados sugerem que os receptores de adenosina (principalmente os
receptores Al) modulam esta importante resposta neuroadaptativa, uma vez que a administragdo
intraperitoneal (i.p.) aguda de cafeina (3,0, 10,0 ou 30,0 mg/kg) ou do antagonista seletivo dos
receptores A1 DPCPX (3,0 ou 6,0 mg/kg, i.p.) 10 min antes da injecao de etanol (2,25 g/kg, i.p.) no
dia 1, bloqueou o desenvolvimento da tolerancia rapida a perda da coordenagdo motora ao etanol
avaliada no dia 2. No entanto, a administracdo do antagonista seletivo dos receptores A2A
ZM241385 (0,5 ou 1,0 mg/kg, i.p.) ndo foi efetivo em bloquear esta resposta.

A exposi¢do cronica ao etanol induz alteragdes neuroadaptativas que resultam tanto na
reducdo da expressao do transportador (ENT1) responsavel pela recaptagdo de adenosina , quanto
da inibi¢do do ENT1 mediada pelo etanol, sugerindo um mecanismo de down-regulation
compensatdrio no sistema de adenosina apos a exposi¢do repetida de etanol (Nagy et al., 1990). De
acordo com esta hipdtese, estudos t€ém demonstrado que o bloqueio do “tonus” inibitério mediado
pela adenosina, produz animais menos sensiveis aos efeitos agudos do etanol e com elevado
consumo voluntario de etanol (Naassila et al., 2002; Choi et al., 2004). Além disso, estas alteragdes
estdo associadas com uma reducdo da atividade dos receptores de adenosina Al no nucleo
accumbens (Choi et al., 2004).

Entretanto, Kiselevski e colaboradores (2003) demonstraram recentemente que o tratamento
cronico (7 dias) com etanol (3,5 g/kg, i.p.) aumentou a concentragdo extracelular de adenosina no
cortex cerebral, sem alteragdes em outras regioes encefalicas, como o hipotdlamo e estriado de

ratos.
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Por outro lado, ¢ importante mencionar que, ao contrdrio do observado em trabalhos
anteriores (Dar, 1990; Meng e Dar, 1994, 1995; Barwick e Dar, 1998; Dar, 2001), os antagonistas
de adenosina empregados no presente estudo, ndao alteraram a perda da coordenacdo motora
observada apds a administracdo de etanol no dia 1 e, tampouco, o desempenho motor de
camundongos tratados com salina no teste do rota-rod. Estes resultados devem-se, provavelmente,
as diferengas no protocolo experimental (como por exemplo, a velocidade de rotagdo do rota-rod e o
tempo de exposi¢do dos animais no modelo) utilizado no presente estudo.

Além disso, nossos resultados contrastam com as descrigdes prévias feitas por Fillmore
(2003), em que a administracdo combinada de etanol e cafeina aumentou a tolerancia ao prejuizo do
desempenho psicomotor induzido pelo etanol. Provavelmente, esta diferenca se deve a mudangas
relativas ao protocolo experimental, como por exemplo, forma de administra¢do, dose utilizada,
fatores contextuais, e historico do uso de outras substancias psicoativas.

Nossos resultados reforgam trabalhos prévios da literatura (Barbosa e Morato, 2001; Da
Silva e Takahashi, 2001), mostrando que a administragdo de etanol, na dose de 2,25 g/kg (i.p.),
promove um acentuado prejuizo no desempenho motor de camundongos avaliados no teste do rota-
rod, com recuperagdo gradual ao longo do tempo. Além disso, comprova o desenvolvimento da
tolerancia rapida para a perda da coordenagdo motora induzida pela repetida administragdo de
etanol (2,25 g/kg, i.p.) em um curto intervalo de tempo (24 h), visto que foi estatisticamente
significante somente aos 20 e 40 min apds a administracao repetida de etanol (2,25 g/kg, i.p.) no dia
2, sugerindo que este fendmeno é tempo-dependente, ¢ que fatores farmacocinéticos ndo sio
inteiramente responsaveis por este evento.

Muitos estudos tém mostrado que a tolerancia rapida parece envolver principalmente
mecanismos funcionais (relacionados com a farmacodinamica), do que disposicionais (relacionados

com eventos farmacocinéticos), desde que as concentragdes sanguineas de etanol tanto do grupo
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experimental, quanto do grupo controle, no segundo dia do experimento (dose desafio de etanol)
sejam semelhantes (Khanna et al., 1994).

Confirmando esta hipodtese, estudos anteriores (Khanna et al., 1994; Barbosa e Morato 2001;
Zaleski et al. 2001) t€ém demonstrado que a administragcdo de drogas que foram eficazes em prevenir
o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol em camundongos, ndo alterou os niveis
plasmaticos de etanol no dia 2. Neste sentido, a cafeina e o DPCPX parecem influenciar
especificamente o desenvolvimento da tolerancia rapida ao etanol, sem causar outros efeitos per se
que podem interferir com a interpretacao destes resultados. Portanto, nossos resultados sugerem que
o desenvolvimento da tolerancia rapida para a perda da coordenagdo motora ao etanol em
camundongos ¢ modulado pela ativagdo dos receptores Al.

Por outro lado, estudos tém mostrado que estimulos condicionados desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento de tolerancia ao etanol, sugerindo o envolvimento do aprendizado
nas respostas compensatorias induzidas pelo etanol (Chen, 1968; LeBlanc et al., 1973; Crowell et
al., 1981). A oportunidade de praticar uma tarefa sob o efeito do etanol facilita a tolerancia para os
efeitos hipotérmicos (Le et al., 1979), bem como para os efeitos sobre a coordenagdo motora de
animais (Chen, 1968; Bitran e Kalant, 1991).

Como descrito na Introdugdo, o aumento de dopamina no nucleo accumbens, uma
importante estrutura ligada ao sistema de recompensa, na antecipagdo de consumo ou durante a
exposicdo ao etanol, sinaliza a presenca do reforco, levando o animal a um estado de alerta, onde o
processo associativo de aprendizado e a evocacdo de comportamentos direcionados a procura do
reforco estariam facilitados (Gonzaéles et al., 2004).

Desta maneira, certas condi¢des experimentais, assim como fatores ambientais (ndo
farmacoldgicos), apresentam um papel importante no desenvolvimento, ndo sé da tolerancia, como
também de outros aspectos que levam a dependéncia as drogas de abuso (Fillmore e Vogel-Sprott,

1998; Bartholow et al., 2003).
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Segundo a teoria proposta por Robinson e Berridge (1993), a administracdo repetida de
drogas de abuso induz neuroadaptagdes no organismo, alterando de maneira duradoura o
funcionamento dos sistemas de recompensa “sensibilizados” a droga e aos estimulos a ela
associados, promovendo comportamentos compulsivos de busca e consumo da droga (Robinson e
Berridge, 1993).

Uma resposta fisioldgica condicionada e a sensagdo de intenso desejo (fissura) podem
ocorrer quando usudrios abstinentes encontram sinais preditivos de consumo e disponibilidade pela
droga (Childress et al., 1988). Esta associacdo “aprendida” entre os sinais ambientais e os efeitos de
reforgo (positivos e negativos) gerados por substancias psicoativas ¢ um importante componente da
dependéncia em humanos (Vanderschuren e Everitt, 2004).

Estudos buscando demonstrar o envolvimento dos receptores de adenosina nas propriedades
motivacionais de consumo do etanol tém sido conflitantes. Arolfo e colaboradores (2004)
mostraram que o antagonista dos receptores A2A DMPX apresenta um efeito bifasico na
modulag¢do do consumo de etanol: 10,0 e 20,0 mg/kg diminuem, enquanto 1,0 mg/kg aumentam o
consumo de etanol em ratos machos Long Evans, fornecendo a primeira evidéncia farmacologica
que os receptores A2A podem regular o consumo de etanol em roedores (Arolfo et al., 2004).

No entanto, estudos com camundongos KO do receptor A2A, assim como KO do
transportador responsavel pelo transporte passivo de adenosina (equilibrative nucleotide transporter
type 1, ENT1), mostraram que estes animais sdo menos sensiveis aos efeitos agudos do etanol e
consomem mais etanol comparado com o grupo controle, confirmando a hipotese que a
sensibilidade ao etanol ¢ um bom parametro preditivo para o desenvolvimento do alcoolismo
(Naassila et al., 2002; Choi et al., 2004).

Uma técnica que evidencia as propriedades refor¢adoras das drogas, independentemente do
comportamento de auto-administragdo, ¢ a do pareamento dos efeitos da droga com determinado

contexto ambiental que, posteriormente (passado o efeito da droga), serd apresentado ao animal em
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situagdo de escolha (Bozarth, 1991; Tzschentke, 1998; Cunningham et al., 2000). O
condicionamento de lugar ¢ um procedimento Pavloviano comumente utilizado para avaliar os
efeitos de reforg¢o (positivos ou negativos) gerados por substancias psicoativas (Tzschentke, 1998;
Chester e Cunningham, 2002).

Existe um grande numero de evidéncias mostrando que o etanol, dependendo do protocolo
experimental e doses empregadas, induz preferéncia condicionada de lugar em diversas linhagens
de camundongos (Cunningham et al., 1991; Crabbe et al., 1992; Cunningham et al., 1992; Boyce-
Rustay e Cunningham, 2004; Bechtholt ¢ Cunningham, 2005; Font et al., 2006). No presente
estudo, foi confirmado que o etanol na dose de 2,0 g/kg, mas ndo nas doses de 0,5 ¢ 1,0 g/kg,
promoveu uma significante aquisicdo e expressdo da preferéncia condicionada de lugar, quando
comparado com o grupo controle.

Os resultados do presente estudo mostram ainda que a cafeina (10,0, 20,0 e 30,0 mg/kg, i.p.)
ndo alterou a aquisi¢do nem a expressao da preferéncia de lugar ao etanol, sugerindo que o sistema
adenosinérgico, a0 menos em parte, apresenta um pequeno papel na modulacdo dos efeitos
motivacionais do etanol. Estes resultados contrastam com estudos anteriores, que tém demonstrado
que a administracdo de baixas doses tanto de agonistas quanto de antagonistas dos receptores para
adenosina, incluindo a cafeina, diminuem a expressdo da preferéncia condicionada de lugar
induzida pela cocaina (Poleszak e Malec, 2002), e anfetamina (Poleszak e Malec, 2003), sugerindo
um envolvimento do sistema adenosinérgico nas propriedades refor¢adoras e gratificantes de drogas
com potencial de abuso.

A investigacdo dos efeitos motivacionais da cafeina e de agonistas e antagonistas dos
receptores de adenosina, tem demonstrado que estes compostos apresentam, dependendo da dose ¢
do protocolo experimental de preferéncia de lugar utilizado, propriedades tanto de reforg¢o positivo
quanto aversivo em camundongos (Steigerwald et al., 1988; Brockwell et al., 1991; Brockwell e

Beninger, 1996; Zarrindast ¢ Moghadamnia, 1997). Entretanto, no presente estudo, nenhuma das

76



Discussdo

doses de cafeina testadas (10,0; 20,0 ou 30,0 mg/kg, i.p.) apresentaram propriedades motivacionais
quando avaliadas no nosso paradigma experimental. Estas discrepancias nos resultados utilizando
cafeina per se podem ser explicados pelas diferencas nos protocolos experimentais (procedimento
com viés versus sem viés, diferentes sinais contextuais, diferente duracdo da sessdo de
condicionamento, bem como diferentes linhagens de roedores utilizadas).

Todavia, sdo necessarios estudos adicionais com outros agentes seletivos do receptor de
adenosina A2A, ou de outras doses de ZM241385, para descartar completamente o envolvimento
deste subtipo de receptor em comportamentos relacionados a ansiedade, bem como nos mecanismos
de tolerancia e nas propriedades motivacionais do etanol.

Embora ndo tenham sido medidos os niveis sanguineos ou encefalicos de etanol em animais
tratados com os agonistas ¢ antagonistas dos receptores de adenosina, utilizados no presente estudo,
uma possivel interagdo farmacocinética entre estes compostos e a ressaca do etanol pode ser
descartada, uma vez que estes compostos foram administrados aproximadamente 18 h apds a
injecdo de etanol (4,0 g/kg, i.p.), tempo em que o etanol ja foi completamente eliminado do
organismo. Além disso, estudos anteriores mostraram que camundongos KO dos receptores de
adenosina ndo apresentam alteragdes significantes nos niveis sanguineos de etanol (El Yacoubi et
al., 2001).

Em vista da sua complexidade, o tratamento do alcoolismo, uma doenga cronica que envolve
fatores genéticos, psicossociais € ambientais, produzindo diversas e importantes neuroadaptagdes no
SNC, consistem no conjunto de intervencdes psicologicas, sociais e farmacoterapéuticas, que tem
como principal objetivo reduzir a dependéncia fisica, o desejo e a recaida ao consumo de etanol.
Até o presente momento, os farmacos utilizados no tratamento e prevencdo da dependéncia ao
etanol sdo o disulfiram, acamprosato e naltrexona, que embora nio sejam eficazes para todos os
dependentes, sdo medicamentos aprovados nos Estados Unidos e na maioria dos paises europeus

(Kiefer e Mann, 2005). Desta maneira, a investigacdo de novos alvos farmacoldgicos pode vir a
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originar terapias alternativas para o tratamento e prevenc¢ado das diversas alteragdes promovidas pela
exposicao cronica ao etanol.

Em conclusao, os resultados do presente estudo confirmam e estendem o envolvimento dos
receptores de adenosina no controle da ansiedade, € mostram pela primeira vez, que os receptores
A1l modulam importantes aspectos envolvidos no desenvolvimento do alcoolismo, como nas a¢des
ansioliticas de seu uso, ansiogénicas verificadas ap6s a retirada do etanol, assim como no processo
de tolerancia ao etanol, sem, no entanto, interferir nos efeitos de reforco positivo induzidos pelo
etanol. Em conjunto, estes resultados sugerem o potencial da manipulagdo farmacologica do sistema
adenosinérgico para atenuar os efeitos do uso do etanol, assim como no tratamento do alcoolismo

(Figura 23).
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Figura 23. Diagrama (adaptado de Koob e Le Moal, 1997) ilustrando a participagdo dos receptores
A1l de adenosina no ciclo da dependéncia ao etanol. O bloqueio dos receptores Al inibe o efeito
ansiolitico e a tolerancia rapida ao etanol (Amarelo), enquanto que a ativagdo destes receptores reduz

a ansiedade induzida pela abstinéncia do etanol (Azul).
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6. CONCLUSOES

» O efeito tipo-ansiolitico induzido pelo etanol ¢ modulado pelos receptores de
adenosina A1, mas nao pelos receptores A2A, indicando uma interagdo funcional
entre o sistema adenosinérgico € o etanol em comportamentos relacionados a

ansiedade.

» Camundongos manifestam um comportamento tipo-ansiogénico, verificado pela
reducdo da exploragdo dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, 12 ¢ 18 h

apos administracao aguda de etanol (4 g/kg).

» A ativagdo dos receptores de adenosina Al, mas ndo A2A, reduz as respostas de
ansiedade observadas durante abstinéncia (ressaca) do etanol em camundongos

testados no labirinto em cruz elevado.

» O desenvolvimento de tolerancia rapida a perda da coordenagdo motora ao etanol ¢
modulado pelos receptores de adenosina Al, mas ndo pelos receptores A2A, desde
que esta resposta adaptativa foi bloqueada pela administracdo aguda de DPCPX, um

antagonista seletivo destes receptores.

» O bloqueio nao-seletivo dos receptores de adenosina atenuou a aquisi¢do, mas nao a

expressao da preferéncia condicionada de lugar ao etanol.
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8. ANEXOS

PUBLICACAO DE PARTE DOS RESULTADOS EM PERIODICOS
CIENTIFICOS QUALIS “A”
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