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RESUMO

Ha décadas a N-acetilcisteina (NAC) tem apresentado efeitos benéficos
para o tratamento de algumas enfermidades. Esse pro-farmaco apresenta
diversos mecanismos de acdo e suas consequéncias no organismo ainda nao sao
totalmente  compreendidas. Recentemente, seus efeitos sobre a
neurotransmissao glutamatérgica central, transtornos psiquiatricos e a resposta
ao estresse tem sido explorados. A dependéncia ao etanol e alteracdes
cardiovasculares e autbnomas induzida ao estresse sao considerados problemas
de saude publica e responsaveis por grande quantidade de mortes do mundo.
Ambos os problemas possuem relacdo com disfuncbes na neurotransmissao
glutamatérgica central. Assim, nosso primeiro
objetivo foi investigar se a NAC era capaz de reverter um dos estados emocionais
negativos da sindrome de abstinéncia ao etanol, a ansiedade. Para isto, ratos
Wistar foram induzidos a comportamentos relacionados com a ansiedade no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ap0s retirado o tratamendo de etanol ofertado
em seus bebedouros e de injecdes intraperitoneais de etanol (2 g/kg) por 11 dias.
Durante a exposicdo ao etanol os animais também receberam por 10 dias injecdes
intraperitoneais de NAC nas doses de 30; 60 e 120 mg/kg e no 11° dia, dia do
teste do LCE, os animais ndo reberam NAC ou somente receberam uma unica
injecdo de NAC 2 horas antes do teste no LCE. As concentracdes de etanol no
sangue também foram verificadas para analisar mudancas farmacocinéticas do
etanol e o melhor momento para investigar a sindrome de abstinéncia.
O segundo objetivo do estudo investigou os efeitos da NAC na possivel reverséo
de parametros cardiovasculares alterados pela exposi¢ao do estresse de restricao
repetido ou agudo. Os resultados obtidos mostraram que a NAC nao foi capaz de
reverter os comportamentos relacionados com a ansiedade apdés a retirada do
tratamento com etanol. A NAC também ndo reverteu as alteracdes
cardiovasculares induzidas ao estresse de restricdo como pressdo arterial,
frequéncia cardiaca e temperatura da cauda. Porém, na resposta dos
barorreflexos, a NAC apresentou um efeito potencial em alteracao a sensibilidade
dos mesmos. De maneira aguda, 2 horas antes da analise das funcbes dos
barorreflexos, a NAC reduziu a taquicardia. Ap6s 24 horas de sua administracéo
aguda e apos a sua administracdo cronica, a NAC apresentou aumento
bradicadico e reducéo da frequéncia cardiaca intrinseca em animais hormotensos,
e, quando associado a exposicdo ao estresse, reduziu o tbnus simpatico,
aumentou a frequéncia cardiaca intrinseca e reduziu a funcéo bradicardica.
Portanto, o seu uso requer cautela, devido alteracbes na frequéncia cardiaca e
alteracdes na sensibilidade do barorreflexo.

Palavras-chave: N-acetilcisteina; etanol; estresse; ansiedade;

barorreflexo.



ABSTRACT

N-acetylcysteine (NAC) for decades, has been shown to have beneficial
effects for the treatment of some diseases. Recently, based on central
glutamatergic neurotransmission, psychiatric disorders and the stress response
have been explored.Ethanol addiction and cardiovascular and autonomic changes
in the exposure of stress are considered public health problems and responsible
for a large number of deaths in the world.Both problems are related to dysfunctions
in central glutamatergic neurotransmission.
Thus, our first objective was to investigate whether NAC was able to reverse one
of the negative emotional states of the ethanol withdrawal syndrome, anxiety. For
this, Wistar rats were induced to anxiety-related behaviors in the Elevated Plus
Maze (EPM) after withdrawing the treatment of ethanol offered in their drinking
fountains and intraperitoneal injections of ethanol (2 g / kg) for 11 days. During
ethanol exposure, the animals also received 10-day intraperitoneal injections of
NAC at doses of 30; 60 and 120 mg / kg and on day 11, on the day of the EPM
test, the animals did not draw NAC or only received a single injection of NAC 2
hours before the EPM test. Ethanol concentrations in blood were also checked to
analyze ethanol pharmacokinetic changes and the best time to investigate
withdrawal symptoms. The second
objective of the study investigated the effects of NAC on the possible reversal of
cardiovascular parameters altered by exposure of the stress of repeated or acute
restriction. The results showed that NAC was not able to revert anxiety-related
behaviors after treatment withdrawal with ethanol. The NAC also did not reverse
the cardiovascular changes induced by restriction stress such as blood pressure,
heart rate and tail temperature. However, in the response of the baroreflexs, the
NAC presented a potential effect in altering the their sensitivity. Acutely 2 hours
before analysis of baroreflex functions, NAC reduced tachycardia. After 24 hours
of its acute administration and after its chronic administration, NAC presented
bradyadic increase and reduction of intrinsic heart rate in normotensive animals.
When associated with stress exposure reduced sympathetic tone, increased
intrinsic heart rate and reduced bradycardic function. Therefore, its use requires
caution, due to changes in the cardiac requencia and changes in baroreflex
sensitivity.

Keywords: N-acetylcysteine; ethanol; stress; anxiety; baroreflex
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1. INTRODUCAO
1.1. Introito da N-acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC, C_.H,NO,S) € um pré-farmaco proveniente da
cisteina livre (L-Cisteina, C,H,NO,S), ou seja, € um farmaco em sua forma

inativa que apos passar por biotransformacéo, fica em sua forma ativa que é a
acetilcisteina, e ap0s isto, se desacetila em L-cisteina.

A NAC é amplamente utilizada na pratica clinica como agente mucolitico
(HURST et al, 1967; RUSHWHORTH; MEGSON; 2014) em patologias
pulmonares por hidrolisar o muco (MILLAR et al., 1985) e favorecer a oxigenagéo
sistémica (SUTER et al, 1994; AUGUSTI, 1997).

Foi introduzida como um agente farmacologico promissor para o
tratamento da fibrose cistica em 1960 (RUSHWORTH; MEGSON, 2014). Uma
década depois, ela apresentou excelentes resultados para o tratamento de
overdose por acetaminofeno (paracetamol) (RUSHWORTH; MEGSON, 2014),
restaurando a glutationa (GSH) hepatica destes pacientes intoxicados com o
anti-inflamatorio (HEARD, 2008).

A partir do acompanhamento de pacientes com lesdo hepética foram
identificados efeitos da NAC no sistema cardiovascular (HARRISON et al., 1991)
e melhora significativa na oxigenacdo sem a ventilacdo mecéanica em alguns
pacientes, demonstrando um efeito sistémico benéfico por ela (SUTER et al.,
1994). Também foi observado melhora na protecao da funcao renal (HOLT et al.,
1999; HUANG et al.,, 2018) e melhora na funcdo renal em pacientes com
nefrotoxicidade induzida pelo contraste radiografico (TEPEL et al., 2000).
Embora o mecanismo de acé&o da NAC né&o seja totalmente compreendido, estes
efeitos benéficos foram atribuidos ao poderoso efeito antioxidante e protetor
celular da GSH que tem sua sintese aumentada pela administracdo de NAC por
consequente aumento na biodisponibilidade de L-cisteina, um dos precursores
da GSH (CHAKRABORTI et al., 2007; CAO et al., 2012; JOHNSON et al., 2012;
RUSHWHORTH; MEGSON; 2014).

Devido a estes achados clinicos, ha algumas décadas a NAC vém sendo
utilizada na pratica clinica para a minimiza¢éo do impacto da leséo de reperfuséo
no tratamento do infarto do miocérdio, devido ao seu efeito nos radicais livres de

oxigénio, protecdo dos grupos sulfidril (-SH) e protecdo da membrana celular



sobre a funcéo endotelial e em compartimentos extravasculares (HARRISON et
al, 1991). Além disto, esse pré-farmaco pode ser empregado como terapia
complementar em pacientes com HIV por promover a melhora na capacidade
dos linfécitos T (BREITKREUTZ et al., 2000).

Recentemente, foi observado excelente efeito protetor cerebral da NAC
em humanos (HOFFER et al., 2013) e roedores (BAKI et al., 2010; GOU et al.,
2015; DU et al., 2016) que sofreram lesfes traumaticas medular e cerebral.
Alguns estudos também tem relacionado o envolvimento indireto da NAC na
restauracdo do balanco da neurotransmissdo sinaptica glutamatérgica no
sistema nervoso central (SNC) (BAKER et al., 2003; SCHMAAL et al., 2011).

Apesar da NAC ser controversa na literatura, em atravessar (MCELTAN
et al., 1995; SAMUNI et al., 2013) ou ndo a barreira hematoenceféalica integra
(DU et al., 2016), varios estudos vém sendo desenvolvidos para tentar investigar
0 seu mecanismo de acdo no SNC, e com isto, a NAC tém se mostrado
promissora no tratamento de transtornos neuropsiquiatricos, como: transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC), tricotilomania, esquizofrenia e doenca bipolar
(DEAN et al., 2011), bem como na dependéncia de maconha, nicotina e cocaina
(BERK et al., 2013). Porém, pouco se sabe dos seus efeitos relacionados com a
substancia etanol e mecanismos cardiovasculares em relagcdo ao estresse que
sdo duas vertentes distintas de problemas que acometem a populacao mundial
e sdo responsaveis pelo maior nimero de mortes no mundo em que a
dependéncia ao etanol esta entre um dos maiores fatores de risco de morbidade
e mortalidade responséavel por 5,9% da mortalidade mundial (WHO, 2013) e as
doencas cardiovasculares responsaveis por 31% das mortes do mundo (WHO,
2016).

Apesar das causas destes dois problemas de saude publica ndo estarem
diretamente relacionadas entre si e possuirem centros classicos de ativacdo
encefélica distintos em resposta aos efeitos da dependéncia ao etanol ou a
patologias do sistema cardiovascular relacionadas a exposicdo ao estresse,
ambos os problemas possuem alteragdes no funcionamento e equilibrio dos
sistemas de neurotransmissdo Gabaérgico e Glutamatérgico e promovem a
ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)(KOOB, 2009; HERMANN
etal., 2011; MARTISOVA et al., 2012; SANTINI et al., 2013; GORKA et al., 2015;



GILPIN et al., 2015; HOUTEPEN et al., 2017; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018)
e por isto séo o foco deste trabalho.

1.2. Apresentacgao farmacéutica; farmacocinética e farmacodinamica
da NACcom énfase no Sistema Nervoso Central (SNC)

As vias de administracdo da NAC mais utilizadas sdo a via intravenosa, a
via oral ou a administracdo por via inalatéria (SAMUNI et al., 2013). Quando
comparado o uso da NAC oral com intravenoso ambos apresentam efetividade
parecidas em sua utilizacdo (KANTER, 2006). O pro-farmaco NAC € mais seguro
e apresenta maior biodisponilidade e é mais aceito quando comparado ao
tratamento com outras formas farmacéuticas de dispensacdo que podem ser
pela administragdo por via parenteraldo aminoacido ndo essencial cisteina
(ATKURI et al.,, 2007) e por administracdo por via intravenosa da forma
farmacéutica ativa, a acetilcisteina (HEARD, 2008).

A NAC, por ser mais solivel em agua, torna-se melhor fonte de cisteina
do que a propria cisteina utilizada por via parenteral. A presenca da porcao acetil
(-CO-CHs) na molécula de NAC reduz a reatividade do grupo sulfidrila (-SH, que
€ um tiol) em comparacdo com a cisteina sendo menos toxica e menos
susceptivel a oxidacdo e dimerizacdo (ATKURI et al.,, 2007), atingindo a
funcionalidade de um pré-farmaco.

Em relacdo a acetilcisteina, devido as suas propriedades organolépticas
desagradaveis, a preferéncia pelos pacientes pela administracdo por via
intravenosa deste farmaco pode causar efeitos adversos com erro da dosagem,
como: edema cerebral e hiponatremia (HEARD, 2008), que € a alteracao
metabdlica caracterizada pela baixa concentracdo de so6dio no sangue em
relacdo ao volume de agua no organismo. Ja o pro-farmaco NAC possui
propriedades que mascaram os efeitos desagradaveis do farmaco quando
administrado por via oral e quando administrado por via intravenosa nao
atravessa a barreira hematoencefélica integra devido ao seu carregamento
negativo (RAFTOS et al.,, 2007; DU et al., 2016), sendo mais seguro que a
acetilcisteina.

A NAC guando administrada por via oral passa por extenso metabolismo
de 12 passagem no figado (ATKURI et al, 2007; SAMUNI et al., 2013). Neste
processo de metabolizacdo a NAC é desacetilada no interior das células em duas

moléculas de cisteina e as moléculas de cisteina sdo liberadas aumentando as



concentracfes de L-cisteina existentes no plasma que em condi¢cdes normais
sao baixas (ATKURI et al., 2007; RAFTOS et al., 2007).

ApoGs a NAC ser desacetilada, a L-cisteina consegue atravessar a barreira
hematoencefalica por intermédio do sistema L (WADE; BRADE, 1981). O
sistema L € composto por transportadores com o mecanismo predominante de
transporte de um amino&cido do sangue para o encéfalo (WADE; BRADE, 1981).
Este sistema também esté presente na barreira hematoencefalica (HOSOYA et
al.,, 2002) e é parte da familia SCL7 dos transportadores de aminoacidos
independentes de Na* (JOHNSON et al., 2012).

Assim, alguns estudos vém relacionando o envolvimento indireto da NAC
na restauracdo do balanco da neurotransmissdo sinaptica glutamatérgica no
SNC através do envolvimento do trocador cistina/glutamato (XCT) (BAKER et al.,
2003; SCHMAAL et al., 2011).

Portanto, no espaco extrassinapico a L-cisteina sofre oxidacdo sendo
convertida em cistina (HOSOYA et al., 2002) que é constituida por duas
moléculas de cisteina ligadas por pontes de dissulfureto (RAFTOS et al., 2007).
O aumento de cistina no espaco extrassinapitico aumenta a atividade do trocador
XCT presente nas células dos astrécitos (HOSOYA et al., 2002; KALIVAS, 2009),
que é um sistema de transporte independente de Na*e sensivel a reducéo de
glutamato (JOHNSON et al., 2012). A cistina dentro dos astrdcitos € rapidamente
reduzida para formar a cisteina que serve como substrato para sintese do
tripeptidio extremamente reativo a GSH (JOHNSON et al., 2012), como ilustrado
na figura 1. A GSH é um importante antioxidante e protetor celular (ATKURI et
al., 2007; JOHNSON et al., 2012) encontrado em todas as células do corpo,
incluindo o tecido cerebral (WADE; BRADE, 1981; ATKURI et al.,, 2007,
JOHNSON et al., 2012; ZHOU et al., 2015). Portanto, os astrdcitos possuem
concentracdes mais elevadas de GSH e capacidade de secretar para o espaco
extracelular e fornecer GSH para células neuronais que possuem guantidades
menores de GSH (JOHNSON et al., 2012).
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Figura 1: Efeito da NAC na neurotransmissédo glutamatérgica. NAC: N-acetilcisteina; XC-:
Trocador cistina/glutamato; GLT-1: — transportador glutamatérgico glial do tipo 1; LTD:
depressao longo-termo; mGIuR2/3: receptor glutamatérgico do tipo 2/3; mGIuR5: receptor
glutamatérgico do tipo 5. Imagem adaptada de KALIVAS, Nature Reviews Neuroscience, 10
(2009).

A GSH é uma molécula antioxidante enddégena de eliminacdo de
radicais livres (DRINGER et al., 2000). Ela é formada a partir da unido de
cisteina, glicina e 4cido glutamico que a caracteriza como um tripeptideo. A unido
destes aminoacidos € catalisada pelas enzimas y-glutamato-cisteina-ligase
(GCL) e a GSH sintetase que ocorre no citosol das células (GIUSTARINI et al.,
2012; ZHOU et al., 2015). O aumento da sintese de GSH aumenta as taxas redox
nos tecidos que é formada pela razdo redox da forma reduzida da GSH por sua
forma oxidada de dissulfito glutationa (GSSG) (DRINGER et al., 2000;
JOHNSON et al., 2012) que sao inversamente proporcionais. O aumento da taxa
redox apds a administragdo intravenosa ocorre em 60 minutos pelo aumento de
GSH e reducdo de GSSH(ZHOU et al., 2015).



Neste sentido, distirbios na homeostase de GSH em que ocorre o
desequilibrio na razdo redox de GSH/GSSH para o aumento das quantidades de
GSSH é considerado como um aumento para a suscetibilidade ao estresse
oxidativo, que € caracterizado como um aumento descoordenado do
metabolismo celular produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) através da
respiracdo celular e esgotamento da producdo de moléculas enddgenas que
possuem a funcdo de remover as ROS, sendo uma condi¢ao biolégica em que
ocorre 0 desequilibrio nos sistemas redox das células e favorece o
envelhecimento celular (LUSHCHAK, 2014; BREITENBACH; ECKL, 2015).

O estresse é uma condigcdo de resposta altamente individualizada de
um organismo a fatores do meio ambiente ou estimulo externo em que coloca
em risco o seu bem-estar (BUTLER, 1993; GUEDRI et al., 2017) e a homesotase
do seu organismo (HUERTA-FRANCO et al., 2013). A resposta primaria do
organismo para restabelecer a homeostase é neuroenddcrina por hiperatividade
do sistema hormonal do eixo HPA que resulta em niveis aumentados de
glicocorticéides circulantes com o propdsito de preparar 0 organismo para o
estimulo estressor e promover uma redistribuicdo de energia em uma ampla
gama de sistema e 6rgaos (BUTLER, 1993; URSIN; ERIKSEN, 2004;
BREITENBACH; ECKL, 2015; HERMAN et al., 2016). Quando a resposta do
individuo em relacdo aos fatores do meio ambiente é mal-adaptada,devido a
exposicao repetida do estimulo estressor, ocorre alteracdes permanentes no
funcionamento do organismo do individuo que sao fisiologicas, cognitivas,
comportamentais e emocionais (BUTLER, 1993; TOFOLI et al., 2011; HERMAN
et al., 2016) e o individuo deixa de responder adequadamente a ameacas
emocionais ou fisicas (STEPTOE, 1991; TOFOLI et al., 2011) e com isto, ocorre
esgotamento dos recursos adaptativos naturais do organismo (STEPTOE, 1991;
SCANDALIOS, 2005) como por exemplo, o gasto das reservas de GSH
resultando em patologias no individuo como demonstrado pelos autores
Chakraborti et al., (2008) que apds ratos Wistar serem submetidos ao estresse
de restricdo, apresentaram reducdao das concentracbes de GSH no tecido
cerebral e aumento dos comportamentos relacionados a ansiedade e 0os animais
que foram submetidos ao estresse de restricdo e receberam tratamento com a

NAC apresentaram as concentragdes de GSH similares aos dos que nao foram



submetidos a nenhuma das exposi¢cdes (grupo controle) e apresentaram
auséncia de comportamentos relacionados a ansiedade.

1.3. Farmacodinamica da NAC com énfase no Sistema periférico

Apesar de alguns de seus efeitos estarem relacionados com o aumento
de cisteina necessaria para a sintese da GSH (JOHNSON et al., 2012; CAO et
al., 2012) a NAC também possui efeitos similares a de um antioxidante,
favorecendo também a producdo da enzima GSH-peroxidase que possui uma
maior eficiéncia em neutralizar os radicais livres devido ao fato de reagir
lentamente com espécies de oxigénio (H202) seguida pela perda de sulfidrila (-
SH, tiol) (AROUMA et al., 1989). Como demonstrado pelos autores Ozaras et al.,
(2003) que ratos Wistar submetidos ao tratamento com etanol apresentaram
reducado das concentracdes de GSH-peroxidase da hemoglobina e quando eram
tratados com NAC apresentavam as concentracbes de GSH-peroxidase
similares ao grupo controle. A velocidade
destas reacdes possui constantes de velocidade com ordens inferiores em
relacdo a outros antioxidantes (sequestradores de radicais livres). Portanto,
existem diferencas em relagcdo aos outros antioxidantes (LEE et al., 2010;
JOHNSON et al., 2012) devido a molécula de cisteina também ser capaz de se
ligar a muitas substancias formando complexos devido ao grupo sulfridrila que
compde esta molécula (ATKURI et al., 2007). A cisteina pode formar complexos
gue séo eliminados (KOH et al., 2002) se ligando a radicais livres (ATKURI et al.,
2007) ou quelando metais pesados (KOH et al., 2002) e também reage com
grupos eletrolificos de espécies reativas de oxigénio livre que sdo geradas
continuamente durante o metabolismo oxidativo (DRINGER et al., 2000). As
ROS incluem moléculas inorganicas como o radical superdxido anidnico,
peréxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila, bem como moléculas
organicas que em excesso causam doencas cardiovasculares (FERNANDEZ et
al.,, 2013) e desordens neuronais, incluindo doencas neurodegenerativas
(DRINGER et al., 2000; ZHOU et al., 2015), porém estes mecanismos ainda sdo
pouco conhecidos.

Além destes efeitos a NAC tem apresentado um mecanismo de acao de
complexidade maior e ainda pouco compreendido como um importante regulador
no sistema periférico nos canais de fluxo de célcio (WALSH et al., 2007) e nos
canais lwo de potassio (ROZANSKI; XU, 2002).



Quando ocorre estresse oxidativo, a consequéncia é o esvaziamento de
reservas intracelulares de regulacgéo fisiolégica da célula (WALSH et al., 2007),
levando o influxo de célcio extracelular e estes aumentos sdo mediados pela
oxidacdo de grupos sulfidrilo (tiol), presentes no citosol das células (DRINGER
et al., 2000), que sdo provavelmente alvo de outros oxidantes gerados
endogenamente, por exemplo, éxido nitrico (WALSH et al., 2007). Isto promove
alteracdes no metabolismo e glicose celular fazendo com que ocorra, no caso
das células do tecido cardiaco, um remodelamento dos canais de potassio
(ROZANSKI; XU, 2002). Esta alteracdo no estado redox celular é controlado
pelas concentracdes relativas de GSH e GSSG (ROZANSKI; XU, 2002). No
entanto, mais estudos sdo necessarios para determinacdo das funcdes
desempenhadas pela sinalizac&o de célcio na resposta celular aos oxidantes tiol
produzidos durante a lesdo aguda do tecido (WALSH et al., 2007). Além disto, a
remodelacdo negativa do canal de potassio a longo prazo pode elevar a
concentracdo de célcio intracelular e acelerar processos de insuficiéncia
cardiaca (ROZANSKI; XU, 2002).

Apoés administrado, o pro-farmaco NAC é eliminado totalmente do
sangue em 280 minutos (ZHOU et al.,, 2015), sendo 30% eliminado por
excregdo renal (ATKURI et al, 2007; SAMUNI et al., 2013). Apesar disto, 0s
efeitos benéficos da NAC séo prolongados, mesmo apdés a sua total eliminacéo
do sangue, devido a sua propriedade de sustentar a sintese e preservar as
concentracOes intracelulares do antioxidante GSH (JOHNSON et al., 2012; DU
et al., 2016).

1.4. Aspectos da dependéncia ao etanol e sistema cardiovascular

com estresse

Segundo o levanto realizado pela Organizacdo Mundial da Saude dos
problemas mundiais que sdo responsaveis pelo maior nUmero de mortes no
mundo, a dependéncia ao etanol esta entre um dos maiores fatores de risco de
morbidade e mortalidade, sendo responsavel por 5,9% da mortalidade mundial
(WHO, 2013) e as doencas cardiovasculares responsaveis por 31% das mortes
do mundo (WHO, 2016).

Estes problemas de saude publica sdo decorrentes do estilo de vida,
variaveis genéticas, fisicas (CEDERBAUM, 2013) e facilidades do cotidiano para

obtencdo de substancias de uso abusivo, alimentos gordurosos ricos em



acucares e sal (VASDEV et al., 2009) sob a influéncia de fatores externos como
o estresse (KAGIAS et al., 2012; RUSSELL et al., 2017).

Em relagdo aos problemas relacionados com o uso abusivo de
bebibas alcbolicas, segundo o ultimo levantamento feito pela secretaria nacional
anti-drogas em 2007, 12,3% da populacédo brasileira sdo classificadas como
dependentes e a nivel mundial a ingestéo abusiva de alc6ol vem sendo cada vez
mais frequente na populacdo de pessoas acima de 15 anos de idade, sendo o
consumo médio por pessoa de 6,4 litros de alcool puro (WHO, 2017). Este alto
consumo esta relacionado com 4 a 5% dos anos de vida ajustados por
incapacidade (Disability-Adjusted Life Years) (SUDHINARASET et al., 2016),
que sao frequentemente associados a desidratacdo, esteatose hepatica,
pancreatite, doencas cardiacas, instabilidade muscular, neuropatia periférica,
atrofia do cerebelo. Além de disturbios de coordenacao, delirios, alteracdes de
humor e deméncia (EZZATI et al.,, 2002; HECKMANN; SILVEIRA, 2009) que
podem desencadear violéncia e outros problemas como acidentes de transito
(SUDHINARASET et al., 2016), pois quanto maior a concentracdo de etanol no
sangue mais rapidamente alcancard o SNC (CEDERBAUM, 2013) causando
uma série de modificagdes nas neurotransmissdes que envolvem VArios
sistemas neurais abrangendo um mecanismo de acdo complexo (LEWYS;
JUNE, 1990; SCHUCKIT, 2012; KOOB; Le MOAL, 2008; ESEL; DINC, 2017) e
processos celulares, incluindo a oxidacao neural (ZIMATKIN et al., 2006; WANG
et al., 2013).

A dependéncia é uma desordem crénica e recorrente na qual a substancia
de uso abusivo se torna prioridade na vida do individuo (KOOB; LeMOAL, 2008)
e € caraceterizada pela perda de controle sobre o consumo da bebida alcéolica
(KOOB et al., 2009; KOOB; VOLKOW, 2010), ou seja, o individuo deixa de sentir
prazer pelo consumo da bebiba alcdolica e passa a sentir “fissura”, que é um
desejo incontrolavel pela substancia de uso abusivo, e do uso ocasional, o
individuo passa a consumir de maneira abusiva e constante a bebida alcodlica
devido a perda do controle para limitar o consumo (KOOB; Le MOAL, 2008).

As neuroadaptacbes e mecanismos neurais envolvidos no
desenvolvimento da dependéncia ndo sao totalmente conhecidos (KOOB,
LeMOAL, 2001) e o mecanismo de ag¢do do etanol € complexo e envolve 0s

sistemas GABAEérgico (principal sistema inibitério) e o sistema Glutamatérgico
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(principal sistema excitatorio) (ESEL; DINC, 2017) e a resposta comportamental
e cognitiva ao etanol € dose-dependente (SCHUCKIT, 2012).

Na fase inicial da dependéncia ocorrem dois processos distintos no SNC
que levam a um desequilibrio devido a mudancas persistentes na plasticidade
sinapticas das projecdes dopaminérgicas da regido VTA para as regides do Ac
e CPF (via mesocorticolimbica) (EDWARDS; KOOB, 2010), promovendo a perda
da fungéo neste sistema de recompensa e a0 mesmo tempo ocorrem outras
mudancas persistentes que promovem uma sensibilizacdo na plasticidade
sinaptica potencializando as neurotransmissdes da via antirrecompensa, que é
uma via composta pelo tronco encefélico e amidala, sendo mediadas pelo Fator
Liberador de Corticotropina (CRF) e outros neurotransmissores como a
noradrenalina e dinorfina (EDWARDS; KOOB, 2010) que estdo relacionados
com a ativacao do eixo HPA (SILBERMAN et al., 2015; KOOB; Le MOAL, 2008)
tornando o individuo mais sensivel ao estresse e a ansiedade (SILBERMAN et
al., 2015; KOOB; Le MOAL, 2008).

Quando a dependéncia esta instalada, a via antirrecompensa se
sobrepdem a via mesocorticolimbica e o individuo deixa de sentir prazer e passa
a querer consumir cada vez mais o etanol a fim de evitar os sinais e sintomas
negativos ocasionados pela via antirrecompensa que fica superativada com o
consumo limitado ou a auséncia do etanol, caracterizando os sinais negativos da
sindrome de abstinéncia (KOOB; LeMOAL, 2001; 2008; EDWARDS; KOOB,
2010), sendo que a maneira como esta se desenvolve é dependente da
quantidade da ultima dose ingerida e limitados no tempo de exposi¢do, com o
aparecimento dos primeiros sinais a partir de 6 horas da diminuicdo ou
interrupcdo do etanol (LARANJEIRA et al., 2000).

Algumas evidéncias sugerem que o desequilibrio nas projecdes e
neurotransmissodes do sistema Glutamatérgico e GABAérgico na amidala central
(CeA), estdo relacionadas com caracteristicas no desenvolvimento da
dependéncia (KOOB; LeMOAL, 2008; SWIFT; LEWIS,2009; ESEL; DINGC, 2017).

Ha indicidios que o sistema Glutamatérgico esta relacionado com a carga
genética para a predisposi¢cao da dependéncia ao etanol (ESEL, 2006; SWIFT;
LEWIS,2009) e acredita-se que este sistema apresenta caracteristicas cruciais
no desenvolvimento da dependéncia (SWIFT; LEWIS, 2009; ESEL; DINC, 2017)

e na sindrome de abstinéncia (KOOB; LeMOAL, 2001) que é uma situagao



11

emergencial sendo consequéncia da interrupcao abrupta e absoluta da bebida
alcéolica em individuos dependentes caracterizada por uma série de alteracées
fisicas e psicolégicas, como: alteracbes cardiacas, anedbnia, alteracbes na
atividade locomotora, instabilidade muscular, neuropatia periférica, atrofia do
cerebelo, delirios, deméncia (EZZATI et al., 2002; HECKMANN; SILVEIRA,
2009), disforia, irritabilidade (KOOB; LeMOAL, 2008), ansiedade (NUSS et al.,
2015), e em casos mais graves dellirium tremens que é um estado confusional
breve que acompanha perturbacfes somaticas com sintomas prodrémicos
tipicos como insénia, tremores, medo e posterior € caracterizada por agitacao
severa, confusdo mental, alucinagdes visuais, febre, suor intenso, aumento dos
batimentos cardiacos, ndusea, diarréia e convulsbes podendo levar a 6bito
(LARANJEIRA et al., 2000). A intensidade da sindrome de abstinéncia €&
dependente da quantidade da ultima dose ingerida e tempo de exposicdo a
bebida alc6olica (LARANJEIRA et al., 2000; EZZATI et al., 2002; HECKMANN;
SILVEIRA, 2009). Estes sinais e sintomas da abstinéncia ao etanol levam o
individuo a recair e o impedem de se abster do consumo das bebidas alcdolicas
na tentativa de aliviar estes efeitos aversivos (LACK et al., 2007; KOOB;
LeMOAL, 2008; EDWARDS; KOOB, 2010; KOOB, 2013).

Dentre o conjunto de fatores que caracterizam a sindrome de abstinéncia,
a ansiedade é um contribuinte significante para induzir o individuo a continuar o
consumo do etanol (LACK et al., 2007; NUSS, 2015). O numero de episédios em
que o individuo tenta abster-se da substancia de abuso € proporcional ao
aumento das funcdes glutamatérgicas (DAHCHOUR; De WITTE, 2003),
resultando no aumento das concentracdes do neurotransmissor do glutamato
nos aferentes talamicos para nicleos da amidala ou para a regido periaquedutal
dorsal durante a sindrome de abstinéncia (NUSS, 2015) que sao regides
relacionadas aos comportamentos de ansiedade e defensivos (LAWTHER et al.,
2015; SORREGOTTI et al., 2018).

A ansiedade é um frequente estado emocional negativo complexo e
adaptativo, controlado por uma rede neural interconectadas abrangendo uma
grande extensdo encefalica (KORT; BOER, 2003; LAWTHER et al., 2015)
caracterizada pelo sentimento de preocupacao, apreensao, e € acompanhado
por manifestacdes especificas somaticas, cognitivas e comportamentais (NUSS

et al., 2015), sendo um estimulo estressor em que situa¢cdes ansiogénicas
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promovem a resposta ao estresse no organismo com o objetivo de melhorar o
desempenho do organismo a possiveis situa¢des adversas, porém em excesso,
acaba prejudicando o desempenho na realizacdo de tarefas (ARENT,;
LANDERS, 2003; VITASARI et al., 2011; CAMPOS et al., 2013).

Quando o etanol € retirado ocorre alteragbes na sinalizacéo
glutamatérgica dentro da amidala que sao fundamentais durante a sindrome de
abstinéncia, pois a disfuncdo no sistema GABAérgico (NUSS, 2015) e a
hiperativacdo do sistema glutamatérgico (HERMANN et al., 2011) promovem a
estimulacdo excessiva da amidala que é crucial para o desenvolvimento de
comportamentos como a ansiedade (NUSS, 2015; MORALES et al., 2018) e
aumento do limiar de recompensa (LEWYS; JUNE, 1990; CHESTER et al., 2006;
SCHULTEIS; LIU, 2006). Como demonstrado pelos autores Augier et al., (2018)
que a reducdo nas quantidades de GAT-3 (transportador do neurotransmissor
GABA) na amidala central (CeA) aumenta a preferéncia por etanol. E os autores
Silberman et al.,, (2015) observaram que a sindrome de abstinéncia é
responsavel pelo aumento da transmissao glutamatérgica nesta mesma regiao,
a CeA. A amidala esta relacionada com a via antirrecompensa (KOOB, 2009) e
possui projecBes para diferentes regides do encéfalo (KOOB; VOLKOW, 2010;
GILPIN et al., 2015), sugerindo que a abstinéncia ao etanol compreende um
processo de alteracfes neurais que desencadeiam o estado neural hiperexcitado
pelo sistema glutamatérgico em diferentes regiées encefélicas quando o
individuo tenta se abster das substancias alcoolicas.

Em animais, a ansiedade é um estado emocional desagradavel gerado
por uma situacdo de avaliacdo de risco sem um componente bem definido de
ameaca a integralidade do individuo, sendo caracterizada pela incerteza no
ambiente desconhecido e conflito exploratério, tendo sua raiz etolégica nas
reagOes de defesa do animal (BLANCHAARD, 1988). Portanto, o tempo para a
resposta comportamental € a expressdo mais importante na distingdo entre
medo e ansiedade, pois ao contrario da ansiedade, o medo é uma resposta
imediata a um perigo detectado (BLANCHARD, 1988).

Um aparato muito utilizado devido a facilidade para investigar os
comportamentos relacionados com a ansiedade em roedores € o Labirinto em
Cruz Elevado (LCE) que consiste em dois bragos abertos e dois fechados a 50cm

acima do solo(HOGG, 1996). A principal medida comportamental que sugere
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ansiedade avaliada no LCE € para o tempo de evitar os bracos abertos e laténcia
de outros comportamentos (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986) como
demonstrados pelos autores Doremus-Fitzwater; Spear (2007) que apds a
interrupcdo do tratamento com etanol os animais apresentaram reducdo na
permanéncia de tempo nos bracos abertos, caraceterizando a ansiedade na
abstinéncia ao etanol. Além disto, a interpretacdo dos resultados é facilitada
guando analisadas em conjunto com as outras medidas espago temporais e
também com as medidas de avaliacdo de risco, mesmo apds o roedor deixar
uma area desprotegida, pois sdo medidas sensiveis a substancias moduladoras
da ansiedade que facilitam a interpretacao dos resultados por avaliarem sedacéo
ou comprometimento locomotor (PELLOW; FILE, 1986; HOGG, 1996;
RODGERS; DALVI, 1997).

A atividade locomotora também é um comportamento observado durante
a sindrome de abstinéncia ao etanol em roedores e humanos (GILPIN; KOOB,
2008) que pode facilitar a interpretacdo dos resultados, pois suas bases
biolégicas comportamentais sdo diferentes da ansiedade (ACEVEDO et al.,
2014). No aparato LCE, a atividade locomotora € observada com o intuito de
evitar confusdo na interpretacdo dos resultados para a ansiedade através da
medida espaco-temporal de frequéncia de entrada nos bracos fechados e
comportamentos de avaliacdo de risco, como por exemplo, nimero de
levantadas (HOGG, 1996; RODGERS; DALVI, 1997).

Em outros estudos utilizando aparatos como caixa de atividade
locomotora ou campo aberto (KLITHERMES, 2005), a atividade locomotora
também € um comportamento avaliado durante a sindrome de abstinéncia ao
etanol e sua intensidade é variavel com o tempo de exposicdo e Ultima dose
ingerida antes da abstinéncia ao etanol (RASMUSSEN et al., 2001; KAMEDA et
al., 2007; ACEVEDO et al., 2014; WSCIEKLICA et al., 2016), porém, estes
resultados séo controversos na literatura em que alguns autores observam
hipoatividade (DOREMUS-FITZWATER; SPEAR, 2007) e outros hiperatividade
em um periodo de 2 a 6 horas (UZBAY et al., 1998) apos a ultima exposi¢do ao
etanol, necessitando da inclusdo de outras analises para avaliar a abstinéncia
ao etanol.

O consumo crénico e abusivo ao etanol promove inlUmeros prejuizos a

saude, sendo exacerbados durante a sindrome de abstinéncia ao etanol que é
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uma condicdo em que, até o0 momento, ndo se tém um tratamento totalmente
efetivo sendo necessaria a inclusédo de terapias adjuvantes como medicamentos
para o sistema cardiovascular para reduzir a pressao arterial (PA) elevada
durante a sindrome de abstinéncia ao etanol e evitar as sensacdes
desagradaveis, que em conjunto com 0s outros sinais e sintomas da abstinéncia
ao etanol, impedem que o individuo permaneca abstémio da bebida alcéolica
(MAYO-SMITH, 1987). Acredita-se que o sistema glutamatérgico apresenta
caracteristicas cruciais no desenvolvimento da dependencia e nos estados
emocionais e fisicos negativos que caracterizam a sindrome de abstinéncia, pois
h& indicios relacionando receptores glutamatérgicos com a carga genética que
carrega a predisposicdo a dependéncia ao etanol (SWIFT; LEWIS, 2009; ESEL;
DINC, 2017). No entanto, pouco se sabe sobre tratamentos que envolvam 0s
transportatores do sistema glutamatérgico durante a sindrome de abstinéncia ao
etanol e recentemente foi demonstrado que os transportadores do sistema
glutamatérgicos estédo envolvidos com perturbacdes ocasionadas pela sindrome
de abstinéncia ao etanol em alguns modelos (ABULSEOU et al.,, 2014;
ALSHEHRI et al., 2017) sendo necessario mais estudos para a investigar esta
relagdo envolvendo possiveis tratamentos que possam reduzir os efeitos
aversivos da abstinéncia ao etanol.

Em relacdo ao outro problema de saude publica mundial, a exposicéao ao
estresse vem sendo associada com a incidéncia de patologias cardiovasculares
nas ultimas décadas sendo um dos problemas que mais causa mortes no mundo
(WHO, 2016). Dentre diversos fatores psicossociais, 0 estresse psicoldgico tem
sido reconhecido como um fator de risco para diversas disfuncdes
cardiovasculares (STEPTOE; KIVIMAKI, 2013) e caracterizado como um fator
independente daqueles comumente conhecidos (ex., idade, sexo, tabagismo,
diabetes mellitus e obesidade) (STEPTOE; KIVIMAKI, 2013; CRESTANI, 2016),
pois interfere em dois circuitos de neurotransmissao importantes do encéfalo que
modulam a atividade do eixo HPA (MARTISOVA et al., 2012; HOUTEPEN et al.,
2017), como a reducédo da atividade do sistema GABAérgico (MARTISOVA et
al., 2012) e aumento da atividade do sistema glutamatérgico (YUEN et al., 2009;
MARTISOVA et al., 2012).

Com a exposicéo ao estresse a ativagcédo do eixo HPA libera cortisol em

humanos e isto promove mudancgas fisiolégicas como alteragdes no metabolismo
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para glicose e lipidios (LAKKA et al., 2002; LAGRAAUW et al., 2015; GUEDRI et
al., 2017) que em associacao ao estilo de vida sedentario do individuo e com
facilidades ao acesso a alimentos ricos em acgucares e gorduras (LAKKA et al.,
2002; TORRES et al, 2007) favorecem a incidéncia de patologias
cardiovasculares que incluem doencas como hipertenséo, isquemia e acidentes
vasculares devido ao aumento da PA (LAKKA et al., 2002; LAGRAAUW et al.,
2015; GUEDRI et al., 2017).

Esta incidéncia de patologias cardiovasculares em associacdo ao
estresse foi demonstrada pelo levantamento feito pelo INTERHEART que
relacionou sexo e idade de 52 paises apresentando mais de 11000 pacientes
com infarto do miocardio, sendo que mais da metade destes casos estavam
associados com fatores psicossocias crénicos, como estresse permanente no
trabalho ou relataram estar expostos a dois ou mais eventos estressantes
agudos como, por exemplo: perda de um ente querido, divorcio, perda de
emprego ou fracasso comercial (LAGRAAUW et al., 2015). Portanto, o fator
estresse € uma condi¢do importante de ser investigada e muitos estudos vém
sendo desenvolvidos (CRESTANI, 2016; DUARTE et al., 2017; ADAMI et al.,
2017) para investigar os mecanismos neurais relacionados a exposi¢cao ao
estresse com influéncia no sistema cardiovascular com o propoésito de contribuir
para a literatura e fornecer subsidios para se encontrar alternativas que
minimizem o impacto das exposi¢cdes ao estresse no sistema cardiovascular.

Da mesma forma que ocorre em humanos, em modelos de roedores
ocorre alteracdes fisioldgicas e comportamentais em resposta ao estresse
psicolégico em condi¢cdes experimentais (MAWDSLEY; RAMPTON, 2005;
GUEDRI et al., 2017) e a atividade do sistema glutamatérgico tem sido
relacionado com o funcionamento do sistema cardiovascular (SANTINI et al.,
2013; MORAES — NETO et al., 2014; FABRI et al., 2014; GORKA et al., 2015;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2018).

Dentro dos procedimentos experimentais de exposicao ao estresse, a
restricdo do animal € um estressor amplamente utilizado nos estudos por ser um
tipo severo de estresse psicologico, caracterizado como uma condicao
incontrolavel e inescapavel para o0 mesmo (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009;
SANTHA et al., 2016) por restringir 0s seus movimentos dentro de um tubo

cilindrico que contém somente perfuragbes para que ele continue a respirar
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(BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; SANTHA et al., 2016). Este tipo de
exposicdo € considerado como estresse psicologico (MORAES-NETO et al.,
2014) por causar alteracbes emocionais e comportamentais no animal apos a
sua exposicao (TORRES et al., 2007), que sdo plausiveis de serem observadas
em aparatos de avaliacdo comportamental como o LCE através de
comportamentos relacionados com a ansiedade (CHOTIWAT,; HARRIS, 2006;
JOSHI et al., 2015; GOUVEIA et al., 2016) e em experimentos envolvendo
alteracdes nas modulacdes cardiovasculares (COCO et al., 2016; DUARTE et
al., 2017; ADAMI et al., 2017).

Inicialmente ou agudamente, o estresse de restricdo provoca mudancas
controladas ao organismo sendo essenciais para a sobrevivéncia (SANTHA et
al., 2016), pois a exposicao ao estresse promove muitas alteracdes fisioldgicas
importantes para a manutencdo da homeostase como o0 aumento dos
mineralocorticoides e glicocorticoides por ativacdo do eixo HPA (REIS et al.,
2011) e liberacéo de catecolaminas (noradrenalina e adrenalina) (TORRES et
al., 2007) que causam diferentes respostas emocionais, comportamentais e
respostas mediadas pelo sistema autbnomo (TORRES et al., 2007; DAMPNEY
et al., 2008; McEWEN; MORRISON, 2013;SANTHA et al., 2016) que incluem
aumento da PA, frequéncia cardiaca (FC) (DAMPNEY et al., 2008; McEWEN;
MORRISON, 2013) e redefinicdo do barorreflexo para valores mais altos de PA
(CRESTANI, 2016). Estas alteracbes também sdo acompanhadas pela
redistribuicdo do fluxo sanguineo em que ocorre aumento do mesmo para 0
musculo esquelético e reducdo do fluxo sanguineo cutaneo devido a
vasoconstricdo (DAMPNEY et al., 2008; REIS et al.,, 2011; MCcEWEN;
MORRISON, 2013; FABRI et al., 2014) que leva a uma queda na temperatura
durante a exposicao ao estresse agudo, sendo um indicador fisiol6gico putativo
deste tipo de estresse (GJENDAL et al., 2018; BUSNARDO et al., 2013) que é
mediada pelo aumento do tbnus vasomotor simpatico mediado pelo receptor de
glutamato ndo- NMDA local (ADAMI et al., 2017), sendo possivel de ser
observado por um método simples e ndo invasivo por uma camera que através
da emissao de radiacdo infravermelha mede processos fisiolégicos normais e
traduz isso em um termograma (GJENDAL et al., 2018).

Em situacdes cronicas de estresse ocorre a hiperativagdo do eixo HPA

(TORRES et al., 2007) e consequente esgotamento das reservas energéticas do
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organismo, aumentando a suscetibilidade para o estresse oxidativo e
prejudicando as plasticidades neurais (RADLEY; MORRISON, 2005;
CHAKRABORTI et al.,, 2008). Estas alteracbes fisioldgicas, devido a mal-
adaptacao do organismo em relacdo ao estimulo estressor, sdo permanentes no
organismo e podem trazer prejuizos ao individuo como o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos e prejuizos para o sistema cardiovascular como
auséncia de modulacéo dos barorreflexos (CRESTANI, 2016).

O barorreflexo é considerado um sistema de controle da PA que a mantém
dentro dos limites normais em periodos de segundos a minutos em situacfes
que fazem a PA oscilar durante o dia, ou seja, controlam a PA momento-a-
momento em um curto prazo (CAMPAGNOLE-SANTO, 2001). A eficiéncia deste
sistema é obtida através de um mecanismo de retro-alimentacdo pelo sistema
autbnomo (simpatico e parassimpatico) (IRIGOYEN; KRIEGER, 1998), portanto
quando a PA estd alta os barorreceptores arteriais sofrem alteracbes
morfologicas pela distensdo da artéria cujos aferentes envolvidos com estes
mecanorreceptores enviam o sinal para regides centrais que compdem o tronco
encefalico que sédo: Medula Ventrolateral Rostral (MVRL), Nucleo do Trato
Solitario (NTS) e hipotalamo. O sinal nestas regides é processado e através do
mecanismo de retro-alimentacdo negativo ocorre a inibicdo dos eferentes
cardiacos por reducéo da atividade dos mecanismos simpaticos barosensitivos,
renais e vasomotores restabelecendo a PA para os limites normais (SHEFFERS
et al., 2010; GUYENET, 2006).

Alguns fatores como o0 estresse requerem a redefinicdo do barorreflexo
para niveis mais altos de PA e isto envolve a estimulacdo de trés mecanismos:
1) A estimulacdo da MRVL por neurénios barosensitivos glutamatérgicos, via
entrada de estruturas mais rostrais; 2) por reducdo do feedback negativo do
barorreflexo devido a uma polarizacdo da transmissao entre aferentes
barorreceptores e neurdnios de segunda ordem no NTS em que 0 mecanismo
se baseia pela inibicdo pré e pds-sinaptica mediada pelo GABA e outras
substancias como a vasopressina; 3) o barorreflexo esta sob controle humoral,
como angiotensina Il que reduz a transmissao entre os aferentes do barorreflexo
e neurbnios de segunda ordem envolvendo a producdo de oxido nitrico pelo
endotélio capilar (GUYENET, 2006). Portanto, todas respostas para a exposi¢ao

ao estresse em um individuo normal, sdo controladas através de sistemas que
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possui importante funcdo para o funcionamento cardiovascular que sao
esséncias para a sobrevivéncia (SANTHA et al., 2016). Quando ocorre
deficiéncia em algum destes mecanismos e auséncia de modulacdo dos
barorreflexo (CRESTANI, 2016) ocorre a reducdo da sensibilidade do mesmo
(CASADEI; PATERSON, 1969) e a auséncia de alteracGes cardiovasculares
para 0 aumento da PA causa prejuizos para o organismo do individuo
aumentando o risco de patologias cardiovasculares como hipertenséo,
derrames, infartos (VALENTINI et al., 2009; SCHEFFERS et al., 2010; SANTHA
et al., 2016) e também, morte subita (KOUGIAS et al., 2010; LIU et al., 2012).

Portanto, & importante investigar alternativas farmacologicas com
intuito de amenizar a resposta do individuo aos efeitos nocivos no organismo
ocasionados pelo estimulo estressor (LAKKA et al., 2002; STEPTOE; KIVIMAKI
, 2012; 2013; LAGRAAUW et al., 2015). Por isto na pesquisa existe constante
investigagdo para complicagbes no sistema cardiovascular relacionadas ao
estresse (VALENTINI et al., 2009; SCHEFFERS et al., 2010; SANTHA et al.,
2016; CRESTANI, 2016; COCO et al., 2016).

1.5. Evidéncias atuais da pesquisa e clinica da NAC

A NAC é amplamente utilizada na pratica clinica para disfuncdes
pulmonares e outras patologias (MILLAR et al., 1985, HARRISON et al., 1991;
HEARD, 2008) fornecendo melhores condi¢cdes de vida para os individuos e
frequentemente utilizada em humanos como agente mucolitico na dose de 200
mg sendo administrada de duas a trés vezes por dia (ANVISA, medicamento
genérico lei n°9787, 1999). Apesar de seus resultados serem controversos na
literatura (McLELLAN et al.,, 1995; BAKI et al., 2010; SAMUNI et al., 2013;
HOFFER et al., 2013), seus efeitos benéficos se sobrepdem aos resultados
negativos e muitos estudos vém sendo desenvolvidos para investigar os efeitos
deste pré-farmaco empregado na clinica (CHAKRABORTI et al., 2007; DEAN et
al., 2011; JOHNSON et al.,, 2012; BERK et al.,, 2013; RUSHWHOORTH,;
MEGSON, 2014).

Com base na literatura consultada, observamos que a NAC consegue
reverter quadros patologicos (AUGUSTI, 1997; HURST et al., 1967; RAUCHOVA
et al., 2005; ADAMY et al., 2007; RUSHWHORTH; MEGSON; 2014; HUANG et

al., 2018) por reduzir alteragfes fisiolégicas causadas por estimulos externos
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aversivos (CHEN et al., 2014; SANTOS et al., 2017) e reducdo de marcadores
de estresse oxidativo (CHAKRABORTI et al., 2007; CHAKRABORTI et al., 2008).
A NAC também tem demonstrado ser um poderoso ansiolitico nos modelos de
ratos e peixes (MOCELIN et al., 2015; SANTOS et al., 2017) e a ansiedade
induzida pelo estresse também é diminuida pela administracdo prévia da NAC
em ratos (CHAKRABORTI el al., 2007; CHAKRABORTI el al., 2008). Existem
evidéncias de que a NAC consegue reduzir comportamentos relacionados a
ansiedade através das projecfes glutamatérgicas do talamo — amidala, que sé&o
regides dependentes da ativacdo do receptor mGLU (CHEN et al., 2014) e estédo
relacionadas com regides encefalicas responsivas a exposi¢do ao estresse que
ativam estruturas referentes ao sistema cardiovascular (FURLONG et al., 2014;
CHEN; HERBERT, 1995) e desencadeiam efeitos distintos e nocivos no sistema
cardiovascular (MATSUOKA et al., 1998). Portanto, a NAC tem apresentado
efeitos promissores como agente terapéutico.

Além disso, a NAC tem se mostrado promissora em reverter
comportamentos relacionados com a dependéncia para o consumo, busca e
recaida tanto a cocaina (BAKER et al., 2003) quanto para a nicotina
(KNACKSTEDT et al., 2009), maconha (DEAN et al., 2011) e, recentemente, foi
demonstrado para o etanol (LEBOURGEOIS et al., 2017). No entanto, nenhum
deles estdo relacionados diretamente com o0 estado emocional negativo da
retirada do etanol de um dependente, a ansiedade. S6 encontramos um estudo
dos autores Schneider Jr et al. (2015) demonstrando que o tratamento com NAC
nas doses de 60 e 90 mg/kg inibiu a diminuicdo locomotora ocasionada pela
abstinéncia ao etanol no campo aberto, analisando portanto, o comportamento
de locomocao durante a sindrome de abstinéncia ao etanol. No entanto, este
comportamento ndo esta relacionado propriamente com a ansiedade
desencadeada pela abstinéncia ao etanol (ACEVEDO et al., 2014).

O uso de NAC em estudos utilizando animais demonstraram que ela
também foi eficaz em regular a PA e reduzir o estresse oxidativo, melhorando a
capacidade antioxidante do organismo (MARTINA et al., 2008; RAUCHOVA et
al., 2005); como observado pelos autores Giam et al., (2016), a NAC reduziu o
estresse oxidativo e o remodelamento na fibrose relacionada com o quadro de
insuficiéncia cardiaca. Com base nestes estudos, a deficiéncia de GSH celular &

responsavel por varias doengas cronicas e inflamatérias em humanos incluindo
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insuficiéncias cardiacas e a restauracdo de GSH no tecido cardiaco pela NAC,
melhora nas fungfes cardiovasculares como a func¢éo contratil em roedores e
humanos que apresentam GSH reduzida no endotélio cardiovascular por terem
sofrido infarto do miocéardio (ADAMY et al., 2007) além de melhorar propriedades
do tecido adrtico protegendo-o de disfuncdes endoteliais em espécies
normotensas e hipertensas de ratos (CABASSI et al., 2001) por modular os
niveis de 6xido nitrico e outras moléculas vasoativas (PECHANOVA et al., 2006;
VASDEYV et al., 2009, MARTINA et al., 2008) que favorecem a estabilidade da
estrutura de proteinas e isto contribui para a manutencdo da integridade das
estruturas vasculares (VASDEV et al., 2009) entre outros beneficios periféricos.

A NAC também tem mostrado ser promissora em reverter quadros
patolégicos de ratos hipertensos melhorando a resposta dos barorreflexos sem
alterar os parametros cardiovasculares dos normotensos (GIROUARD et al.,
2004; PERCHANOVA et al., 2006). Porém, os poucos trabalhos encontrados na
literatura séo controversos por diferirem da via de exposicéo deste pro-farmaco,
como demonstrado pelos autores Valenti e colaboradores (2011) que a NAC
administrada centralmente no 4° ventriculo, ndo melhorou as funcdes dos
barorreflexos em ratos jovens hipertensos.

Realizando uma ampla busca na literatura, até o0 momento ndo existem
evidéncias sobre os efeitos da NAC relacionado com o efeito da retirada do
etanol nos comportamentos relacionados com a ansiedade no LCE e existem
poucos trabalhos relacionando a NAC como promissor agente cardioprotetor na
regulacéo do sistema barorreflexo (VASDEYV et al., 2009; VALENTI et al., 2011;
GIROUARD et al., 2004; PECHANOVA et al., 2006) e nenhum trabalho que
relacionava o efeito desse pro-farmaco com os danos ao sistema cardiovascular
induzidos pelo estresse que esta relacionado com a maioria das doencas
cardiovasculares (RAUCHOVA et al., 2005). Portanto, considerando um possivel
uso da NAC no tratamento da dependéncia, decidimos investigar o potencial da
NAC na ansiedade da sindrome de abstinéncia ao etanol no LCE e em conjunto,
consideramos importante dosar as quantidades plasmaticas de etanol durante o
periodo que sugerimos de abstinéncia para nos certificarmos de que a NAC nédo
interferia no metabolismo do etanol. Além disto, decidimos investigar se a NAC
possui propriedades em alterar os parametros cardiovasculares e autbnomos em

ratos normotensos e se nestes parémetros expostos ao estresse de restrigéo ela
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possui a propriedade em reverter as alteracbes causadas por este estimulo
aversivo. Por isto, este trabalho foi inédito na literatura e culmina com

informagdes para pesquisas futuras.
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2. OBJETIVOS

Investigamos os efeitos do tratamento com o pro-farmaco NAC nos
comportamentos relacionados com a ansiedade durante a retirada do etanol no
Labirinto em cruz elevado e investigamos se o tratamento (agudo ou cronico)

com a NAC modifica as alteracdes cardiovasculares induzidas por estresse.

Para tanto, avaliamos em dois distintos trabalhos, que dividimos em:

2.1.1° trabaho: NAC nos comportamentos relacionados com a ansiedade
na retirada ao etanol

-Os comportamentos relacionados com a ansiedade na retirada da exposi¢cao
cronica ao etanol;
-Os efeitos do tratamento crénico com NAC nos comportamentos
relacionados com a ansiedade na retirada da exposicao crbnica ao etanol;
-Os efeitos do tratamento agudo com NAC nos comportamentos relacionados
com a ansiedade na retirada da exposicao crénica ao etanol;
-Os niveis de etanol no sangue seguidos do tratamento agudo ou crénico com
etanol ou com NAC.

2.2.2° trabalho: NAC e alteracdes cardiovasculares induzidas por estresse
-Os efeitos agudos 2 horas e 24 horas apds o tratamento com NAC sobre o
barorreflexo e o balanco autbnomo cardiaco;
-Os efeitos agudos 2 horas apos o tratamento com NAC sobre as alteracfes
cardiovasculares desencadeadas por estresse de restricdo agudo;
-Os efeitos do tratamento crénico com NAC sobre o barorreflexo e balanco
autbnomo;
-Os efeitos do tratamento cronico com NAC sobre o barorreflexo e balango
autbnomo desencadeadas por estresse repetido de restricao;
-Os efeitos do tratamento crénico com NAC sobre as alteracdes

cardiovasculares desencadeadas por estresse repetido de restricéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Foram utilizados ratos Wistar, adultos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista — UNESP (Botucatu, SP). Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (23 + 2°C), com livre acesso
a racao e agua, exceto durante breves periodos de avaliagcbes comportamental
e cardiovascular nos experimentos. No 1° trabaho referente a: NAC nos
comportamentos relacionados com a ansiedade na retirada ao etanol, os animais
pesavam inicialmente 200g e foram transferidos para o biotério do laboratoério de
Farmacologia no minimo 7 dias antes do inicio dos experimentos para se
habituarem ao ciclo invertido de luz (12/12h, luz acesa as 19h nos experimentos
1 e 2 e 22h para parte dos experimentos 2, 3 e 4); todos os experimentos foram
executados na fase escura do ciclo. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara - UNESP (CEUA/FCF/CAr: 04/2017). Diferentemente, no 2°
trabalho referente a: NAC e alteracfes cardiovasculares induzidas por estresse,
0S animais pesavam inicialmente 250g e foram transferidos para o biotério do
laboratorio de Farmacologia do departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr/UNESP) no minimo
3 dias antes do inicio dos experimentos para se habituarem ao ambiente com
ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas das 7:00 h as 19:00 h); todos os
experimentos foram executados na fase clara do ciclo. O protocolo experimental
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara - UNESP (CEUA/FCF/CAr: 03/2018).

3.2. Substancias utilizadas

No 1° trabaho: NAC nos comportamentos relacionados com a ansiedade
na retirada ao etanol. As substancias utilizadas nestes experimentos foram N-
acetilcisteina (NAC) (Sigma-Aldrich®) nas doses de 30, 60 e 120 mg/kg dos
animais, dissolvidas na solucéo tampao de fosfato de sédio salino (PBS) com pH
7,0 que foi utilizado como solucéo veiculo para seus respectivos grupos.

A solucédo PBS foi feita em agua deionizada para um volume de 1000 ml.
Para este fim, foi utilizado 8g de NaCl; 0,2g de KCI; 1,449 de NazHPOa4 e 0,249
de KH2POas. Alcool Etilico absoluto — A.C.S (Labsynth produtos para laboratorio
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LTDA) foi utilizado para a producédo do Etanol 20% (v/v) dissolvido em solucéo
de salina (NaCl 0,9%) e administrado na dose de 2g de etanol/kg do animal de
maneira intraperitoneal (i.p.) e 4% (v/v) foi dissolvido em agua potavel e oferecido
em garrafas a vontade para os animais em suas caixas moradias. Os grupos
controles nao tiveram contato com etanol e tiveram oferta de agua pura nas
garrafas por todo experimento.

As doses de etanol e tempo de retirada para analise dos comportamentos
foram baseadas em estudos pilotos do laboratorio que foram baseados nos
autores Kotlinska e Bochenski (2008). A concentragcédo de 20% (v/v) de etanol e
o volume total da inje¢éo foram baseadas em outros autores para atingir a dose
desejada sem alterar a concentracdo e evitar desconforto durante a injecéo
intraperitoneal (MORSE et al., 2000; SCHULTEIS; LIU, 2006). Ja a escolha da
via intraperitoneal, apesar de ser considerada uma metodologia invasiva e
causar estresse por manipulagdo no animal (PATTEN et al., 2014) quando
comparada com a via gastrica, ambas as vias de administracdo de etanol
apresentaram concentracfes sanguineas de etanol, padrdo de resposta para as
lesBes e efeitos nocivos do etanol no organismo semelhantes, sendo atribuidos
a propria substancia etanol e ndo a via administrada (CHEN et al., 2013) e o0 uso
de modelos ratos quando comparado a outro modelo de roedor para a via
intraperitoneal, apresenta perfil de concentracdo da substancia no sangue e
metabolizacdo (LIVY et al., 2003) mais desejavel para este estudo.

Para as doses de NAC nos baseamos em um apanhado bibliografico em
que ela apresenta efeito nos comportamentos relacionados com a sindrome de
abstinéncia de substancias de uso abusivo (BAKER et al., 2003; SCHENEIDER
Jr et al., 2015; BOWERS et al., 2016; LEBOURGEQIS et al., 2017). Além disto,
para a escolha da dose da administracdo de um farmaco ou substancia é
necessario analisar o metabolismo do modelo, pois este segue uma razéo
inversamente proporcional ao tamanho, sendo variavel com cada espécie
(MARTIGNONI et al., 2006; SHIN et al., 2010; NAIR; JACOB, 2016) e a escolha
por administrar intraperitonealmente foi devido a velocidade de alcance a niveis
sanguineos maximos em um curto periodo de tempo, a fim de obtermos
alteracdes comportamentais (LEWYS; JUNE,1990). As garrafas de etanol foram
pesadas diariamente e foi feita uma média da estimativa de consumo de etanol

de todos os animais por dia, pois os ratos foram alojados em grupos, dificultando
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uma analise de consumo mais precisa, e apesar de ser uma medida importante,
0 consumo por garrafas ndo era o objetivo do trabalho.

Diferentemente no 2° trabalho: NAC e alteracdes cardiovasculares
induzidas por estresse; a NAC (Sigma-AldrichR) foi administrada somente nas
doses de 60 e 120 mg/kg, pois foram consideradas doses com perfil
comportamental mais parecidas. A solugéo tampé&o de PBS foi a mesma descrita
e utilizada no 1° trabalho. Também foram utilizados cloridrato de fenilefrina
(70ug/ml) (Sigma-Aldrich, EUA), nitroprussiato de sodio di-hidratado (100 pg/ml)
(Sigma-Aldrich, EUA), propranolol [5mg/ml] com dose de 0,1ml/100g do animal
(Sigma-Aldrich, EUA) e metilatropina [4mg/ml] com dose 0,1ml/100g do animal
(Sigma-Aldrich, EUA); os quais foram dissolvidos em solucéo salina (0,9% NacCl).
Os farmacos: Tribroetanol 250 mg/kg injecdo intraperitoneal sendo 1ml/100g do
animal (Sigma-Aldrich, EUA); Fluxina meglumina 2,5 mg/kg, sendo 0,3ml como
dose fixa subcutanea (Banamine ®, Schering-Plough, Cotia-SP) e a preparacgéo
de poli-antibidtico 0,2 mL como dose unica intramuscular (Pentabiotico®, Fort

Dodge, Campinas-SP), foram utilizados como fornecidos pelo fabricante.
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3.3. .Procedimentos experimentais
No 1° trabaho: NAC nos comportamentos relacionados com a
ansiedade na retirada ao etanol, foram realizados os procedimentos

descritos abaixo.

3.3.1. Inducéo da Sindrome de abstinéncia ao etanol

Os animais foram submetidos ao tratamento com etanol a 20% i.p., por 11
dias consecutivos recebendo uma injecao intraperitoneal por dia, que chamamos
de tratamento cronico neste trabalho. Durante este periodo, as garrafas de agua
pura foram removidas para 0 grupo que iria receber etanol por via
intraperitoneal.e foram ofertadas garrafas com solucéo de etanol diluido a 4%
como descrito previamente por Kotlinska e Bochenski (2008). Esse
procedimento permite a administracdo de uma grande dose diaria de etanol no
animal acrescido de pequenas doses ao longo do dia. No 11°dia, apds a ultima
injecao intraperitoneal de etanol, as garrafas com etanol 4% foram removidas e
foram oferecidas garrafas com agua pura para que 0s animais entrassem em
abstinéncia ao etanol por 6 horas antes do inicio dos testes. A dose de etanol foi
escolhida baseada em estudos da literatura, pois produz incoordenacdo motora
e ndo é uma dose considerada toxica e nociva aos animais (POHORECKY,
1997; WALKER; EHLERS, 2010; KARLSSON; ROMAN, 2016) e a maneira e
guantidade de exposicdo e tempo de retirada do etanol foram baseados em
prévios experimentos pilotos realizados em nosso laboratério (dados néo
mostrados). O grupo controle teve, a todo momento, oferta de dgua pura em
suas caixas moradias e receberam injec¢Oes intraperitoneal somente com
solucéo de salina no mesmo periodo que o0 outro grupo que recebeu etanol.

3.3.2.Analise dos comportamentos relacionados com a ansiedade no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O aparato labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para avaliar os
comportamentos relacionados com a ansiedade dos animais devido a estimulos
aversivos que representam vulnerabilidade ao animal a possiveis predadores
(LISTER, 1990; CORNELIO; NUNES-DE-SOUZA, 2009), como altura e 0s
bracos abertos. Este aparato compreende 4 bracos de dimensdes iguais (50 x
12 cm) elevados a 50 cm do solo, dois dos quais sdo fechados por paredes de

40 cm. Por este aparato € possivel avaliar medidas convencionais espaco
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temporais, como: numero de entradas nos bracos fechados, que representam a
atividade locomotora do animal, e porcentagem de tempo e frequéncia de
entradas nos bragos abertos do labirinto, em que representam comportamentos
relacionados com a ansiedade (RODGERS; JOHNSON, 1995). Os ratos foram
colocados individualmente no centro do labirinto com a face voltada para o braco
aberto e tiveram seu comportamento filmado por 5 minutos para posterior analise
das filmagens com a utlizagdo do programa ANY-maze Video Tracking
Software® e para também andlise das medidas como o tempo no quadrante
central e medidas complementares de avaliacdo de risco que consistiram na
frequéncia de: mergulhos (em inglés head dipping) em que é representado pelo
comportamento de inclinamento da cabeca do animal para fora da borda do
labirinto em direcdo ao chéo; esticada (em inglés stretched-attend postures,
SAP), que é representado pelo comportamento do animal em alongar seu corpo,
mantendo o trem posterior fixo; levantada (em inglés rearing), que é
representado pelo comportamento do animal em elevar os membros posteriores
tocando ou ndo a superficie da parede nos bracos abertos. Todas estas medidas
complementares de avaliacado de risco sdo medidas dependentes que antecipam
a previsao do comportamento (PELLOW et al., 1985; WALF; FRYE, 2017) e se
o animal realmente apresenta comportamentos relacionados com a ansiedade
sem ter a interferéncia da reducdo da atividade locomotora (KLITHERMAS,
2005), sendo que os conjuntos da analise contribuem para a interpretacdo dos
resultados. Portanto, todas estas medidas foram analisadas no momento em que
0S animais estavam em areas do aparato consideradas desprotegidas (bracos
abertos) e também protegidas (bracos fechados) (RODGERS; JOHNSON, 1995)
e apesar da simplicidade, o teste fornece subsidios importantes nos
comportamentos relacionados com a ansidade (RODGERS; DALVI, 1997).
Todos os testes foram conduzidos durante a fase escura com iluminacao fraca
(5 lux) proporcionada por uma lampada vermelha no teto da sala. Entre um
animal e outro, o aparato foi limpo com etanol a 20% (v/v) e secos com papel. O
tempo de analise comportamental por 5 minutos foi baseado nos primeiros
estudos em que o comportamento de evitacdo dos estimulos aversivos era

observado de maneira mais robusta neste tempo inicial (WALF; FRYE, 2017).
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3.3.3. Dosagem dos niveis de etanol no sangue

Foram coletadas amostras de sangue (em torno de 100 pL) em tubos
heparinizados apdés um pequeno corte na cauda do animal. Somente no
momento de cada coleta de sangue os animais foram rapidamente colocados
em tubos de restricdo para suas caudas serem aquecidas em um aparato que
permite 0 aquecimento controlado a temperatura de 40°C evitando a
vasoconstricdo cutanea e permitindo a coleta de sangue em um mesmo animal
em tempos distintos. Este aparato foi cedido pelo Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP. A cada coleta de sangue os
animais foram devolvidos para suas caixas moradias com 4gua e racdo a
vontade. Depois da coleta de sangue, os animais foram devidamente
sacrificados e os tubos com as amostras sanguineas foram centrifugadas por 15
minutos em 4°C a 22.000g. As amostras de sangue foram analisadas por meio
de um Sistema enzimético [AM1 Analyzer (Analox Instruments, London, UK)]
baseado nas medidas de consumo de oxigénio na reagdo de &lcool —

acetaldeido.

No 2° trabalho: NAC e alteracbes cardiovasculares induzidas por

estresse, foram utilizados somente os procedimentos descritos abaixo.

3.3.4.Estresse por Restricdo (ER)

O estresse por restricdo consistiu na introducdo dos animais em tubos
cilindricos para contencdo dos movimentos. O tubo possuiu dimensdes
apropriadas ao tamanho de cada animal a fim de evitar asfixia. Para o protocolo
de estresse repetido, cada animal foi submetido a uma Unica sesséo por dia com
duracdo de uma hora por 10 dias consecutivos. Todas as sessfes de estresse
foram realizadas em uma sala separada do biotério. Os animais dos grupos
controle foram mantidos no biotério, sem estresse, por todo o momento.

3.3.5.Cirurgia para canulacdo da artéria e veia femoral

Vinte e quatro horas antes do inicio do registro cardiovascular, os animais
foram anestesiados com tribomoetanol (250 mg/Kg, i.p.) para uma cirurgia de
implantagéo de dois cateteres. Um cateter foi implantado na artéria femoral, para
registro dos parametros cardiovasculares; e o outro foi implantado na veia

femoral para infusdo de farmacos. ApOs esta implantacdo, os cateteres foram
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exteriorizados na regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirdrgica.
ApOs a cirurgia, como medida profilatica, os animais receberam 80.000 Ul de
Pentabiotico Veterinario (Fontoura- 27 Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL (i.m.)
e o0 anti-inflamatorio ndo-esteroidal 2,5 mg/kg flunexina meglumina aplicados em
(0,3ml) (s.c.) (Banamine®, Schering Plough, Brazil) para analgesia pOs-
operatéria. ApOs a cirurgia, 0s animais foram mantidos em camara aquecida
dentro de caixas individuais para prevenir hipotermia e assim que voltavam da
cirurgia eram transferidos e mantidos em suas caixas individuais na sala dos
testes experimentais, onde ficavam instalados até o fim dos experimentos. Nesta
sala, a temperatura era controlada em (24°C).

3.3.6. Registros da pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressdo (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento
de polietileno PE-50. A presséao arterial pulsatil (PAP) foi registrada utilizando um
amplificador (Bridge ML221, ADInstruments, Australia), conectado a um sistema
de aquisicdo de dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML 866,
ADInstruments, Australia). Os valores de pressao arterial média (PAM), presséo
arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca
(FC) foram obtidos a partir do sinal de PAP.

3.3.7. Registro da temperatura cutéanea

A temperatura cutanea da cauda foi registrada utilizando uma camera
térmica (IRl 4010, Infravermelho Integrated Systems Ltd., Northampton, Reino
Unido). A andlise foi realizada através de um software para analise termogréfica,
e a temperatura foi representada por variacdes de intensidade de cor. Para
analise das imagens, a temperatura foi medida em cinco pontos de cauda do
animal e o valor médio foi calculado para cada registro.

3.3.8. Avaliacdo da atividade barorreflexa

O barorreflexo foi analisado através de alteragcdes na pressao arterial
induzidas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (50ug/mL/kg a 0.32 mL/min),
(agonista seletivo dos adrenoceptores ai) ou de NPS (70ug/mL/kg a 0.8 mL/min)
(doador de oOxido nitrico). A fenilefrina e nitroprussiato de sodio (NPS) causam
aumento e reducdo na pressédo arterial, respectivamente. A atividade do
barorreflexo foi avaliada relacionando a variagéo de PAM (10, 20, 30 e 40 mmHQ)

com a variacao reflexa correspondente da FC. Nesse sentido, foram tracadas
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curvas de regressao linear para analise individual da atividade barorreflexa
durante o efeito pressor e depressor na pressao arterial (CRESTANI et al., 2006,
2010).

3.3.9. Avaliacdes da atividade simpatica e parassimpatica cardiaca

A atividade parassimpatica e simpatica cardiaca, bem como a frequéncia
cardiaca intrinseca, foram avaliadas através da andlise do efeito sobre a
frequéncia cardiaca da administracdo intravenosa de metilatropina (antagonista
de receptores colinérgicos muscarinicos) (3 mg/ml/kg) e propranolol (antagonista
de adrenoceptores B) (4 mg/ml/kg) (SOUZA et al., 2001). O protocolo foi
realizado em dois dias, conforme descrito previamente (GRIPPO et al., 2012).
No dia 1, metade dos animais em cada grupo experimental receberam
propranolol e 10 minutos apds, metilatropina. A outra metade dos animais
receberam o mesmo tratamento em ordem invertida (metilatropina depois
propranolol). Vinte e quatro horas apos (dia 2), os animais receberam novamente
o tratamento combinado com os bloqueadores autonémicos cardiacos, mas na
ordem oposta ao tratamento recebido no dia 1. A atividade simpatica cardiaca
foi determinada através da analise da diferenca entre os valores de frequéncia
cardiaca antes e ap0s o tratamento com propranolol. A atividade parassimpéatica
cardiaca foi determinada através da analise da diferenca dos valores de
frequéncia cardiaca antes e apos o tratamento com metilatropina. A frequéncia
cardiaca intrinseca foi mensurada nos dois dias do protocolo ap6s o tratamento
combinado com propranolol e metilatropina, e a média das duas medidas foram

calculadas para cada animal.

Com o intuito de facilitar a compreensdo, separamos 0s delineamentos

experimentais e resultados por partes em 1° e 2° trabalho.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO 1° TRABALHO: NAC NOS
COMPORTAMENTOS RELACIONADO COM A ANSIEDADE NA RETIRADA
AO ETANOL

4.1.Experimento 1: Avaliagdo dos comportamentos relacionados com a
ansiedade durante a abstinéncia apés a retirada do tratamento repetido com
etanol

Apoés a padronizacdo da dose de etanol e tempo de retirada do etanol,
este experimento foi realizado para verificarmos se conseguiriamos observar 0s
comportamentos relacionados com a ansiedade com uma exposi¢cdo baseada
aos autores Kotlinska e Bochenski (2008). A inducdo da sindrome de
abstinéncia ao etanol esta descrita no item 4.3.1. Os animais foram alojados em
grupos 3-4 por caixa, com a oferta de etanol nas garrafas em suas caixas
moradias pelos 11 dias consecutivos que receberam injecdes diarias de etanol.
Denominamos neste trabalho esta exposicao repetida de etanol de tratamento
cronico. Enquanto que animais controles tiveram oferta de agua por todo
experimento e receberam uma dnica injecdo de Salina i.p. por dia, pelo mesmo
periodo que os animais que receberam etanol. No 11° dia, seis horas apés a
dltima injecdo de etanol e retirada das garrafas com etanol, os animais foram
colocados no LCE para serem gravados comportamentos relacionados com a
ansiedade para posterior analise (descritos no item 4.3.2). Assim, 0S grupos
foram denominados de acordo com o tipo de tratamento: grupo Salina e grupo
Etanol (n =9 a 10 por grupo).

4.2 .Experimento 2: Avaliagdo do efeito do tratamento cronico com NAC
durante o tratamento com etanol sobre comportamentos relacionados com a
ansiedade na abstinéncia.

Investigamos se a administracdo de NAC durante a exposi¢ao ao etanol
previne os comportamentos relacionados com a ansiedade apés a retirada do
etanol. Para isto, os animais foram submetidos ao procedimento de tratamento
ao etanol por 11 dias (como descrito previamente). Duas horas antes de cada
injecao de etanol, por 10 dias os animais receberam uma injecéo i.p. de veiculo,
NAC30; 60 ou 120 mg/kg. No 11°dia os animais receberam uma unica inje¢ao
de etanol (2g/kg, i.p.) sem receber NAC e tiveram as garrafas com etanol

substituidas por 4gua pura 6 horas antes da exposi¢cdo ao LCE para serem
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avaliados os comportamentos relacionados com a ansiedade. Os grupos
controles receberam veiculo ou NAC com oferta de 4gua para consumo oral a
todo o momento. Assim, os grupos foram: Veiculo-Salina; Veiculo-Etanol;
NAC30-Salina; NAC30-Etanol; NAC60-Salina; NAC60-Etanol; NAC120-Salina;
NAC120-Etanol (n = 13 a 20 por grupo).

4.3.Experimento 3: Avaliacdodo efeito agudo da NAC sobre
comportamentos relacionados com a ansiedade na abstinéncia de etanol

Investigamos se uma unica dose de NAC 2 horas antes da exposicéo ao
LCE era suficiente para reduzir os comportamentos relacionados com a
ansiedade durante a retirada do etanol. Para isto, os animais foram submetidos
ao procedimento de tratamento ao etanol por 11 dias (previamente descrito). No
11° dia, apds quatro horas da ultima injecéo intraperitoneal de salina ou etanol e
substituicdo das garrafas de etanol por 4gua, 0os animais receberam uma Unica
dose via intraperitoneal de veiculo NAC30; 60 ou 120 mg/kg, duas horas antes
de serem expostos ao LCE para serem avaliados 0s comportamentos
relacionados com a ansiedade. Assim, os grupos foram: Salina-Veiculo; Etanol-
Veiculo; Salina-NAC30; Etanol-NAC30; Salina-NAC60; Etanol-NAC60; Salina-
NAC120; Etanol-NAC120 (n = 9 a 13 por grupo).

4.4.Experimento 4: Avaliacdo da concentracdo plasmaticade etanol apos
o tratamento agudo e crénico com etanol e também NAC

Este procedimento foi realizado para observar se seis horas de
abstinéncia total de etanol era o suficiente para que a concentracéo de etanol no
plasma, depois do tratamento agudo e crénico de etanol em ratos, era aproxima
de zero. Além disto, grupos tratados com NAC foram avaliados para mensurar
se a NAC poderia interferir na metabolizacéo do etanol. Para este procedimento,
utilizamos um aparato gentilmente cedido pelo Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP. Este equipamento contém um
suporte para ser encaixado na cauda do animal com sistema de aquecimento
controlado a temperatura de 40°C. A utilizacdo deste aparato no momento da
coleta de sangue € importante para evitar a vasoconstricdo na cauda do animal
ocasionada pelo estresse de manipulacdo. Os animais foram imobilizados e um
pequeno corte na cauda dos mesmos foi feito para a coleta de sangue. No
momento da coleta de sangue foi utilizado vaselina para massagear a cauda

para a retirada do sangue com o intuito de minimizar lesdes no tecido da cauda
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do animal e reduzir a lise das hemacias. Todos 0s grupos tiveram amostras
sanguineas coletadas nos intervalos que chamamos de tempo “zero” (antes da
injecdo intraperitoneal de etanol no dia do teste) e depois da ultima injecédo de
etanol nos tempos 0,5; 1; 2; 4 e 6 horas que foram considerados os tempos
durante a abstinéncia de etanol. Quatro grupos foram testados: i) animais que
ndo receberam tratamento prévio, somente uma unica dose de etanol no dia da
coleta de sangue (Grupo Controle); ii) animais que foram submetidos ao
tratamento com etanol por 11 dias como descrito no procedimento para
abstinéncia ao etanol (Grupo Etanol Crénico), sendo a ultima dose de etanol
recebida apds a primeira coleta de sangue no tempo chamado de “zero”; iii)
animais que foram submetidos ao tratamento idéntico ao grupo anterior, mas que
quatro horas apos o inicio da coleta de sangue (dia 11) receberam uma Unica
injecdo de NAC (Grupo: Etanol Cronico+NAC aguda) e iv) animais que foram
submetidos ao tratamento de 11 dias ao etanol, sendo que duas horas antes de
cada injecao de etanol por 10 dias os animais receberam uma injecdo de NAC
na dose de 60 mg/kg. No 11° dia houve somente administracdo de etanol apds
o tempo chamado de “zero” para a coleta de sangue (Grupo: NAC Crbnica+

Etanol Cronico) (n =5 a 6 por grupo).

5. ANALISE DOS DADOS DO 1° TRABALHO: NAC NOS
COMPORTAMENTOS RELACIONADOS COM A ANSIEDADE NA RETIRADA
AO ETANOL

Todos os dados estdo mostrados com a média e o erro padrdo da média.

A analise estatistica dos dados comportamentais coletados no LCE foi avaliada
de acordo com cada experimento. Dados do Experimento 1 foram submetidos
ao Student’s test entre os grupos Salina vs Etanol e a covariancia foi analisada
por ANOVA/MANOVA. Dados do Experimento 2 e 3 foram analisados por
ANOVA bifatorial considerando os fatores tratamento etanol (etanol vs salina) e
NAC (NAC 30, NAC 60, NAC 120 ou veiculo) seguindo pelo post-hoc de alcance
multiplo Duncan’s test. Dados do Experimento 4 foram analisados por ANOVA
de medidas repetidas considerando os fatores grupo (4 grupos tratados com
etanol ou NAC) e tempo (5 pontos).
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6.RESULTADOS DO 1° TRABALHO: NAC NOS COMPORTAMENTOS
RELACIONADOS COM A ANSIEDADE NA RETIRADA AO ETANOL

6.1.Experimento 1: Avaliacdo dos comportamentos relacionados com a

ansiedade durante a abstinéncia ap0s a retirada do tratamento repetido com
etanol

A oferta de etanol nas garrafas nao foi para dosar a quantidade de
consumo de cada animal, pois eles foram mantidos em grupos de 3 a 4 animais
nas caixas moradias. No entanto, fizemos uma media estimada do consumo dos
animais por etanol em relacéo a todos os dias, que foi de 30,18 g/ kg. O teste t-
Student mostrou que houve diferenca na porcentagem do tempo nos bracos
abertos induzida pelo tratamento com etanol (t1;17=2,39; p<0,05), mas n&o houve
para a porcentagem de entrada nos bragos abertos (t1;17=1,19; p=0,25). Houve
tendéncia para tratamento com etanol alterar a frequéncia de entradas nos
bracos fechados (t1;17=2,07; p=0,054), que € considerado um marcador de
alteracdo locomotora (Figure 1). Devido a esta tendéncia de influéncia da
atividade locomotora foi realizada a andlise de covariancia para o parametro
namero de entrada nos bracos fechados com a porcentagem de entrada nos
bracos abertos (F1;16=4,76; p<0,05) e porcentagem de tempo nos bragos abertos
(F1,16=6,21; p<0,05). Estes resultados mostram que ndo houve interferéncia da
locomocdo nos resultados obtidos pelo t-student nestas medidas. Em
continuidade, a analise estatistica mostrou que houve uma diminuicdo no
ndamero de mergulhos desprotegidos (t1;17=3,05; p<0,05) para o grupo tratado
com etanol. Nao houve diferenca significativa entre 0os grupos para 0S outros

parametros (todos os valores t < 2,07; p > 0,05), como mostrado na tabela 1.
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Figura 2: Comportamento relacionados a ansiedade induzidos pela exposic¢éo repetida do
etanol. Nimero de entradas nos bragos fechados t1;17=2,07; p=0,054 (A), porcentagem do tempo
nos bracos abertos (B) e porcentagem das entradas nos bragos abertos (C) no Labirinto em Cruz
Elevado, n=9-10 por grupo. *p<0,05 quando comparado com o grupo Salina (Teste t-Student).
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Tabela 1: Medidas complementares para a ansiedade durante a abstinéncia ao etanol
(Experimento 1). Os dados estdo mostrados como frequéncia dos comportamentos
(médiazE.P.M) nas areas desprotegidas e protegidas do Labirinto em Cruz Elevado.

Levantadas Quadrante
Mergulhos (Freq) (Freq) Esticadas (Freq) Central

Tratamento Desp Prot Desp Prot Desp Prot Tempo (s)
Salina 8,9+1,5  0,440,2 0,9x0,4 17,33+2,2 0,210,2 1,78+0,6 108,1%7,6
Etanol 3,7¢0,9*  0,3+0,3 0,2¢t0,1 15,813 0,0£0,0 1,30,3 94,3£7,7

Freq: Frequéncia, Desp: Comportamentos nos espacos desprotegidos, Prot: Comportamentos
nos espacos protegidos (s): Segundos. * p<0,05 quando comparados com o grupo Salina (Teste
t-Student). Valores em médiatEPM, n=9-10 por grupo.

6.2. Experimento 2: Avaliacéo do efeito do tratamento crénico com NAC
durante o tratamento com etanol sobre comportamentos relacionados com a
ansiedade na abstinéncia

ANOVA bifatorial mostrou diferencas significativas relacionadas ao fator
etanol nas medidas espaco temporais, como: numero de entrada nos bracos
fechados (F1,116=21,53; p<0,01) e porcentagem de tempo nos bragos abertos
(F1,116=6,80; p<0,05), mas nao revelou para porcentagem de entrada nos bracos
abertos (F1;116=1,20; p=0,28). Para o fator NAC n&o houve alteracdo nestas
medidas: numero de entrada nos bracos fechados (Fs:116=1,68; p=0,17),
porcentagem de tempo nos bragos abertos (Fs:116=1,31; p=0,27) e porcentagem
de entrada nos bragos abertos (Fs;116=1,57; p=0,20) e ndo houve interagéo entre
estes 2 fatores (todos valores de F<0,70; p>0,05). Mostrando que a NAC néo
reverteu 0s comportamentos relacionados com a ansiedade no LCE
ocasionados pela abstinéncia ao etanol. O teste de covariancia foi realizado para
verificarmos que ndo houve influéncia da atividade locomotora com 0s outros
fatores, prejudicando os resultados obtidos. Realizando MANOVA para andlise
de covariancia do numero de entradas nos bracos fechados, pudemos observar
alteracdo significativa para porcentagem do tempo nos bragos abertos
(F1115=11,57; p<0,01) e porcentagem de entrada nos bracos abertos
(F1:115=12,35; p<0,01). Estes resultados mostram que para o fator etanol, ndo
houve interferéncia na locomocéo dos animais em relacdo aos comportamentos
relacionados com a ansiedade para os parametros analisados. Para o fator NAC,
a andlise de covariancia pelo nimero de entradas nos bragos fechados néo
apresentou diferencas para a porcentagem de entrada nos bracos abertos

(Fsz:115=1,04; p=0,38) e porcentagem de tempo nos bracos abertos (F3;115=1,37;
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p=0,25). Em adicdo, andlise estatistica mostrou que houve diminuicdo no
namero de mergulhos desprotegidos para o fator etanol (F1;116=9,61; p<0,01),
mas ndo houve para a porcentagem de mergulhos desprotegidos (F1;116=0,15;
p=0,70) e para o fator NAC no numero de mergulhos desprotegidos também nao
houve diferenga significativa (Fs;116=1,11; p=0,35) e tdo pouco no numero de
mergulhos protegidos (Fs;116=0,75; p=0,52) e interagéo entre estes fatores para
o numero de mergulhos (F3;116=2,37; p=0,07) e protegidos (F3:116=0,09; p=0,97).
Em relacdo ao tempo no quadrante central houve reducéo significativa para os
fatores etanol (F1;116=26,06; p<0,01) e NAC (F3;116=4,02; p<0,01), mas nao houve
interacao entre estes fatores (Fs;116=0,14; p=0,94). ANOVA ndo revelou diferencga
significativa para nenhuma outra medida complementar ou interacdo (todos

valores de F < 1,83; p > 0,05). Os resultados mostrados na Figura 2 e tabela 2.
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Figura 3: Auséncia de efeitos do tratamento crénico com N-acetilcisteina (NAC) nas doses
30, 60 e 120 mg/kg nos comportamentos relacionados a ansiedade induzidos pela
abstinéncia ao etanol. * p<0,05 quando comparados com o grupo Veiculo (Teste ANOVA),
barras representam médiatEPM, n=13-20 por grupo.
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Tabela 2: Medidas complementares para a ansiedade e falta de efeitos do tratamento crénico
da N-acetilcisteina (NAC) durante a abstinéncia ao etanol (Experimento 2). Os dados estdo
mostrados como frequéncia dos comportamentos (médiatE.P.M) nas areas desprotegidas e
protegidas do Labirinto em Cruz Elevado.

Agente Mergulhos (Freq) Levantadas (Freq) Esticadas (Freq) ane?]ft?;te
Terapéutico Tratamento Desp Prot Desp Prot Desp Prot Tempo(s)
Veiculo Salina 12,5¢1,9 0,1+0,1,6 0,9+0,4 13,1+1,3 25,0£0,5 1,5+0,6 112,7+6,4
Etanol 6,5+1,0 0,4+0,2 0,4+0,2 15,5+0,8 2,6+0,7 1,3+0,3 91,0+7,0

NAC30 Salina 6,7+1,4 0,2+0,2 0,3£0,2 16,7+1,3 1,5+05  2,2+0,6 101,8+4,9
Etanol 7,9+2,0 0,1+0,1 0,4+0,2 17,2+1,6 0,9+0,2 1,0+0,4 81,7+6,6

NACE0 Salina 9,215 0,2+0,1 0,6+0,2 17,6+1,0 1,9+0,5 1,1+0,3 107,345,0
Etanol 6,8+1,0 0,1+0,1 0,4+0,2 15,2+1,3 2,2#05  0,94#0,3 84,046,2

NAC120 Salina 9,9¢16  0,0:0,0 0,7¢0,2 15,3%1,3 2,3505  1,4%0,3 94,36,4
Etanol 4,5+1,1 0,1+0,1 0,4+0,4 14,2+17 1,3+0,5 1,1+0,4 66,1+7,8

Freq: Frequéncia; Dep: comportamentos nos espagos desprotegidos; Prot: comportamentos nos
espacos protegidos; (s): Segundos. Valores em médiatEPM, n=13-20 por grupo.

6.3. Experimento 3: Avaliagdo do efeito agudo da NAC sobre
comportamentos relacionados com a ansiedade na abstinéncia de etanol

ANOVA de dois fatores mostrou diferenca significativa para o fator etanol
nas medidas espacgo temporal, como: nimero de entrada nos bracos fechados
(F1:85=5,18; p<0,05); porcentagem de tempo nos bracos abertos (F1,85=13,20;
p<0,01), mas nao revelou para porcentagem de entrada nos bracos abertos
(F1,85=2,66; p=0,11). No entanto, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada
para o fator NAC no numero de entrada nos bracos fechados (F3;s5=0,15;
p=0,93), porcentagem de tempo nos bracos abertos (Fz;s5=0,51; p=0,68) e
porcentagem de entrada nos bracos abertos (Fs;s5=0,56; p=0,65). ANOVA nédo
mostrou interacdo entre estes 2 fatores (todos valores de F<0,74; p>0,05). O
teste de covariancia para etanol apresentou diferenca estatistica para o fator
tratamento etanol para a porcentagem de tempo nos bracos abertos (F1;84=18,50;
p<0,01) e entre porcentagem de entrada nos bracos abertos (F1;84=8,94; p<0,01)
guando comparados ao numero de entrada nos bracos fechados, mostrando que
ndo houve interacdo entre estes parametros. Assim como a analise estatistica,
0 teste de covaridncia para o fator NAC n&o apresentou interacdo quando
comparado o0s parametros porcentagem de tempo nos bracos abertos
(F3;84=0,65; p=0,59) e porcentagem de entrada nos bragos abertos (F3;84=0,55;
p=0,65) quando comparados com o numero de entrada nos bracos fechados.
Também nao houve covariancia para interacdo de porcentagem de tempo nos
bracos abertos (Fs;84=0,32; p=0,99) e porcentagem de entrada nos bragos

abertos (Fs;84=0,43; p=0,73) quando comparados ao numero de entrada nos
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bracos fechados. Em continuidade, a analise estatistica mostrou que houve
alteracdo nas medidas complementares para o fator etanol, como: nimero de
mergulhos desprotegidos (F1:85=14,84; p<0,01), numero de levantadas
desprotegidas (Fi1;85=11,16; p<0,01), numero de levantadas protegidas
(F1;85=10,19; p<0,01), numero de esticadas desprotegidas (F1;85=11,14; p<0,01),
namero de esticadas protegidas (Fi;85=4,73; p=0,03) e tempo no quadrante
central (F1;85=4,19; p=0,04), porém houve diferenca para fator etanol no nimero
de mergulhos protegidos (F1;85=0,14; p=0,71). Além disto, ANOVA néo revelou
diferenca significativa para o fator NAC para ambos frequéncia e porcentagem
das medidas complementares (todos valores de F< 0,98; p > 0,05). Nenhuma
interagéo foi observada (todos valores de F <1,09; p > 0,05). Os resultados estao

mostrados na Figura 3 e tabela 3.
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Figura 4: Auséncia de efeitos do tratamento com N-acetilcisteina (NAC) agudo nas doses
30, 60 e 120 mg/kg nos comportamentos relacionados a ansiedade induzidos pela
sindrome de abstinéncia ao etanol. * p<0,05 quando comparados com o grupo Veiculo
(Teste ANOVA), barras representam médiatEPM, n=9-13 por grupo.
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Tabela 3: Medidas complementares para a ansiedade e falta de efeitos do tratamento agudo de
N-acetilcisteina (NAC) durante a abstinéncia ao etanol (Experimento 3). Os dados estdo
mostrados como frequéncia (nimero) dos comportamentos (médiatE.P.M) nas areas
desprotegidas e protegidas do Labirinto em Cruz Elevado.

Agente Trata- Mergulhos (Freq) Levantadas (Freq) Esticadas (Freq) Qgi?]rt?glt €
Terapéutico mento Desp Prot Desp Prot Desp Prot Time (s)
cul Salina 12,8+2,5 0,0+0,0 1,3+0,4 17,475 6,8+1,3 7,5£1,3 83,3+9,2
Veiculo Etanol 72¢13  0,0£0,0 03:0,2 17,116 55:1,0 6,511 63,28,0
NAC30 Salina 13,4+3,4 0,0£0,0 0,8:0,3  20,2#2,5 12,9¢30 11,618 88,05,9
Etanol 7,1+1,8 0,0£0,0 0,4£0,3  14,9+1.2 5,420,6 7,91,6 90,8+9,5
NACE0 Salina 14,3+2,8 0,1+0,1 1,5+0,7 19,4+1,3 9,242,2 7,0£1,7 88,5+6,0
Etanol 7,6x£1,8 0,0+0,,0 0,2+0,1 18,8+1,9 6,3+£1,6 8,8+0,8 77,8+8,4
NAC120 Salina 15,7+2,8 0,0+0,0 1,8+0,6 16,9+1,8 11,725 6,9+1,3 82,9+7,3
Etanol 8,3+2,2 0,0+0,0 0,30,1 15,7+1,8 5,7+1,6 6,8+1,6 64,2+8,4

Freq: Frequéncia; Dep: comportamentos nos espacos desprotegidos; Prot: comportamentos nos
espacos protegidos; (s): Segundos. Valores em médiatEPM, n=9-13 por grupo.

6.4. Experimento 4: Avaliacdo da concentracdo plasmatica de etanol apés
o tratamento agudo e crénico com etanol e também NAC

ANOVA para medidas repetidas ndo mostrou diferenca estatistica para o
fator grupo (Fs3:18=0,36, p=0,79) e mostrou diferenca estatistica para o fator
tempo (Fs;,90=300,32, p<0,01). Importantemente ANOVA n&o mostrou interacao
entre os dois fatores (F15,90=0,90, p=0,57). Estes achados mostram que ambos
tratamentos com etanol e NAC, independentemente se agudo ou cronico, nao
alteraram a farmacocinética do etanol e as seis horas de retirada total de etanol
foram o suficiente para que os animais tivessem etanolemia proxima a zero,

como mostrado na Figura 4.
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Figura 5: Concentracao de etanol no sangue dos ratos ap0s exposigdo ao tratamento agudo
ou repetido de etanol e/ou N-acetilcisteina (NAC, 60 mg/kg, i.p.). Os pontos representam
médiatEPM, n=5-6 por grupo.
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7. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DO 2° TRABALHO: NAC E
ALTERACOES CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTRESSE

7.1. Experimento 1. Estudo da acdo aguda apds 2 horas de NAC na

funcéo cardiovascular.

Os animais foram submetidos a cirurgia de canulacdo da artéria e veia
femoral. Apdés 24 horas da cirurgia, 0s animais receberam uma injecao
intraperitoneal de NAC nas doses de 60 ou 120 mg/kg ou solugcéo PBS (grupo
veiculo). Ap6s 30 minutos, os animais foram conectados ao sistema de registro
cardiovascular para mensurar parametros basais por 30min. Em seguida, para
avaliar a resposta barorreflexa, foi realizado infus6es dos farmacos fenilefrina e
nitroprussiato de sédio. Em continuidade, foram realizadas infusdes in bolus de
propranolol e metilatropina. Vinte e quatro horas apds estes registros, 0s animais
receberam novamente uma injecao intraperitoneal de NAC em suas respectivas
doses ou veiculo. E depois de uma hora e meia foi realizado o registro do
blogueio autbnomo pelos farmacos metilatropina e propranolol na ordem inversa
em relacdo ao dia anterior.

Deste modo, os grupos foram caracterizados, como:

Veiculo (n=7); NAC60 (n=7); NAC120 (n=8).

Infusdo de FENIL (70ug/ml)

Balango autdnomo
(Ordem dos farmacos randomizados)

Injecdo intraperitoneal: W Infusdo de In bolus
Veiculo NPS (100ug/ml) In bolus PROP (5mg/ml)
MEJTIL (4mg/ml)
NAC60 Basal
HAG20 30 min Dia seguinte
24h Apoés I Apos Apos Apoés Analise/ Apos Analise/
apos 30 min I 15 min 3min | 10 min 10 min 10 min | 10min
| | | H 1 |
Barorreflexo 1 /
(Ordem dos farmacos : In bolug inbolus
: PROP (5mg/ml)
: ; randomizados 1 METIL (4mg/ml)
Cirurgia de Conectou no ) I
canulagao transdutor de sinal 1
1
1
i

Figura 6. Resumo do protocolo experimental do experimento 1. Apés 2 horas do tratamento
agudo com uma injecao intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg seguido do protocolo
para os testes dos barorreflexos e balanco auténomo.
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7.2. Experimento 2. Estudo da acdo aguda apés 24horas de NAC na
funcao cardiovascular.

Os animais foram submetidos a cirurgia de canulacdo da artéria e veia
femoral, e foram tratados durante o procedimento cirdrgico com uma injecao
intraperitoneal de N-acetilcisteina (NAC) nas doses de 60 ou 120 mg/kg ou
solucéo PBS (grupo veiculo). Apds 24 horas, os animais foram conectados ao
sistema de registro cardiovascular para mensurar parametros basais por 30min.
Em seguida, para avaliar a resposta barorreflexa, foi realizado infusbes dos
farmacos fenilefrina e nitroprussiato de sédio. Em seguida, foram realizadas
infusdes in bolus de propranolol e metilatropia. Vinte e quatro horas apds estes
registros foram realizados o bloqueio autbnomo pelos farmacos metilatropina e
propranolol em ordem inversa em relacéo ao dia anterior para 0s animais.

Assim, os grupos foram caracterizados, como:

Veiculo (n=10); NAC60 (n=7); NAC120 (n=7).

Infuséo de FENIL (70ug/ml)

Balango auténomo
(Ordem dos farmacos randomizados)

Injecdo intraperitoneal: T
Veiculo Miupdots In bolus PRIOnPb(g'us/ )
NAC60 NPS (100ug/ml) mg/m
kG196 - (100kg/mI) v (4mgimi)
30 min Dia seguinte
24n Apés 1Aspt’:_s Apos Apos Andlise/ Apds Andlise/
apés I 30min | min 3min 1 10min 10 min 10min | 10min
| I ! K |
Barorreflexo 1
(Ordem dos farmacos : In bolu In bolus
R randomizados) | PROP (Smg/ml)  METIL (4mg/mi)
Cirurgia de Conectouno |
canulagao transdutor de sinal 1
1
|
1

Figura 7. Resumo do protocolo experimental do experimento 2. Apo6s 24 horas do
tratamento agudo com uma inje¢&o intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg seguido do
protocolo para o teste dos barorreflexos e balanco autdnomo.
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7.3. Experimento 3. Estudo dos efeitos do tratamento cronico com NAC
sobre o barorreflexo e balanco autbnomo.

Os animais foram submetidos ao tratamento de 10 dias com N-
acetilcisteina nas doses de 60 ou 120 mg/kg ou solucéo PBS (grupo veiculo). No
10° dia foi realizada a cirurgia de canulacéo da artéria e veia femoral, e 24 horas
apos a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema de registro
cardiovascular para mensurar parametros basais por 30min. Em seguida foram
realizadas infusbes dos farmacos fenilefrina e nitroprussiato de sédio para
avaliar a resposta barorreflexa em um intervalo de 15 minutos entre os farmacos.
Apdés isto, os animais receberam propranolol e metilatropina com um intervalo de
10 minutos para cada infusdo para avaliar a atividade autbnoma cardiaca. Vinte
e quatro horas apés estes registros, 0s animais receberam novamente uma
injecdo intraperitoneal de N-acetilcisteina ou veiculo e depois de uma hora e
meia foi realizado o registro do bloqueio autbnomo pelos farmacos metilatropina
e propranolol em ordem inversa em relacdo ao dia anterior.

Assim, os grupos foram caracterizados, como:

Veiculo (n=8); NAC60 (n=8); NAC120 (n=7).
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1 injegédo intraperitoneal por dia de:
Veiculo, NAC60 ou NAC120 mg/kg

(tratamento)
|
I |C|rurg|a de canulagao
(Artéria e veia femoral)
| ] ] | ] | | - |
| | | I | | 1R
1° ; R [
Dias
24 horas ap0s
Infusédo de FENIL (70ug/ml)
W staas In bolus PRgIPb(glus/ )
NPS (100ug/ml mg/m
(100ug/mD) e (@mg/mi)
Basal
30 min Dia seguinte
I Apos Apos Apos Analise/ Apos Analise/
I 15 min 3 min 10 min 10 min 10 min 1 10 min 1
I ! ' |
Barorreflexo
(Ordem dog farmacos PRgIPb(;Iu A ibolus
randomizados) (5mg/mi) METIL (4mg/ml)

Balango autonomo
(Ordem dos farmacos randomizados)

Figura 8. Resumo do protocolo experimental do experimento 3. Tratamento com injec&o
intraperitoneal por 10 dias de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg 24 horas apés a cirurgia de
canulacao, seguido do protocolo para os testes dos barorreflexores e balango auténomo.

7.4. Experimento 4. Estudo dos efeitos do tratamento crénico com NAC
sobre o barorreflexo e o balangco autbnomo desencadeadas por estresse de
restricao repetido.

Os animais foram submetidos ao tratamento com N- acetilcisteina (NAC)
e a exposicdo ao estresse de restricdo por 10 dias consecutivos. Os grupos
foram divididos e caracterizados de acordo com o tratamento e exposicéo. Deste
modo, eles foram separados de acordo com o tratamento que receberam de NAC
nas doses de 60 ou 120 mg/kg e um grupo recebeu veiculo (PBS) sem a
exposicao ao estresse. No 10° dia, ap0s o tratamento e exposi¢cdo ao estresse,
foram realizadas as cirurgias de canulagdo da artéria e veia femoral. Vinte e
guatro horas apa@s a cirurgia, 0s animais foram conectados ao sistema de registro
cardiovascular, para mensurar parametros basais por 30min. Em seguida, foram
realizadas infusbes dos farmacos fenilefrina e nitroprussiato de sédio para

avaliar a resposta barorreflexa em um intervalo de 15 minutos entre os farmacos.
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Apos isto, os animais receberam propranolol e metilatropina com um intervalo de
10 minutos para cada infusdo para avaliar a atividade autbnoma cardiaca. Vinte
e quatro horas apoOs estes registros, foi realizado novamente o registro do
bloqueio autbnomo pelos farmacos metilatropina e propranolol em ordem inversa
em relacdo ao dia anterior.

Deste modo, os grupos foram caracterizados, como:

Controle-Veiculo (n=12); Controle-NAC60 (n=12); Controle-NAC120

(n=11); sendo os animais que receberam somente tratamento ao longo dos 10
dias.

Estresse-Veiculo (n=8); Estresse-NAC60 (n=7); Estresse-NAC120 (n=6),
sendo o0s animais que receberam estresse de restricdo (1h/dia) ap6s 1h do

tratamento por 10 dias.

1 injecao intraperitoneal por dia de:
Veiculo, NAC60 ou NAC120 mg/kg

(tratamento)

1 sessdo diaria de estresse de restricdo/60 min.

(exposigdo)
I Cirurgia de canulagdo
| (Artéria e veia femoral)
Apos a exposigao ao ER
I | 1 1 I I Sl
T T T T T T’
0%
Dias I

Infusé@o de FENIL (70ug/ml)

Infusdode In bolus PRg]Pb(glus/ 1)
A NPS (100ug/ml) mg/m
24 horas ap6és — ME/;HL (4mg/ml) /.
30 min / /  Dia seguinte

‘ / /
Apés lApés [ Apés Andlise/ l Apos Analise/
]

Balango auténomo
(Ordem dos farmacos randomizados)

| 15min 3min | 10min / 10 min 10min | 10min
| — i '
Barorreflexo 1 /
(Ordem dos : In bolu In bolus
| 4 i PROP (5mgim))  MeTIL (4mg/mi)
Conectou no armgcos 1
transdutor de sinal randomizados)
1
1
1

Figura 9. Resumo do protocolo experimental do experimento 4. Tratamento com uma inje¢do
intraperitoneal por dia de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg 1h antes da exposicéo do estresse de
restricdo repetido com duragéo de 1horas sendo 1 sesséo por dia durante 10 dias e cirurgia de
canulacdo da artéria e veia femoral logo apés a Ultima sesséo de estresse de restricdo. Apés 24
horas da cirurgia foi seguido do protocolo para os testes dos barorreflexores e balan¢o auténomo.
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7.5. Experimento 5. Efeitos da acdo aguda apds 2 horas do tratamento
com NAC sobre as alteracfes cardiovasculares desencadeadas por estresse de
restricdo agudo.

Os animais foram submetidos a cirurgia de canulagcéao da artéria femoral.
ApoOs 24 horas da cirurgia, os animais receberam uma injecéo intraperitoneal de
N-acetilcisteina (NAC) nas doses de 60 ou 120 mg/kg do animal e um grupo
recebeu veiculo (PBS). Apdés trinta minutos da injecdo, os animais foram
conectados ao sistema de registro cardiovascular para mensurar parametros
basais por 30min. Ainda conectados ao transdutor do sistema de registro, os
animais foram submetidos a uma sessao de estresse de restricdo por 60
minutos. Apos isto, ainda conectados ao transdutor de registro cardiovascular,
0os animais foram retirados do tubo de restricAo para serem avaliados os
parametros cardiovasculares de recuperacdo durante 60 minutos apds uma
situacdo de estresse. Durante todo o tempo com uma camera termografica,
registro de imagem da cauda do animal foi feito a cada 10 minutos para
avaliarmos a temperatura cutanea em °C do animal.

Deste modo, os grupos foram caracterizados, como:

Veiculo (n=8); NAC60 (n=8); NAC120 (n=7), sendo que todos foram

submetidos ao estresse de restricdo agudo no dia do teste.

Injegao intraperitoneal de:
Veiculo ou NAC60 ou NAC120

Basal Estresse de restricdo Recuperagao
30 minutos 60 minutos 60 minutos
| I |
Apés | |
30 min |
I I

Imagem da temperatura da cauda
A cada 10 minutos

Figura 10. Resumo do protocolo experimental do experimento 5. Tratamento agudo de
veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg, injecdo intraperitoneal com exposi¢cdo aguda do estresse de
restricdo para andlise dos parametros cardiovasculares e de temperatura da cauda no momento
da exposicao ao estresse e durante a recuperacao deste estimulo aversivo.
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7.6. Experimento 6. Efeitos da agéo do tratamento cronico com NAC sobre
as alteracdes cardiovasculares desencadeadas por estresse de restricao
repetido.

Os animais foram submetidos ao estresse de restricdo repetido e
tratamento por 10 dias com N- acetilcisteina (NAC) na dose de 60 mg/kg e um
grupo recebeu veiculo (PBS). As sessfes de estresse de restricdo foram de 60
min., sendo uma vez por dia, e ocorreram sessenta minutos apos cada inje¢ao
intraperitoneal de NAC ou veiculo. No 10° dia, ap0s a ultima sesséo de estresse,
foi realizada a cirurgia de canulacao da artéria femoral. Vinte e quatro horas apés
a cirurgia, os animais foram conectados ao sistema de registro cardiovascular
para mensurar parametros basais por 30min e permanecendo conectados, foram
submetidos a mais uma sesséo de estresse de restricdo por 60 minutos. Em
seguida, ainda conectados ao transdutor de registro cardiovascular, foram
retrados do tubo de restricAo para serem avaliados o0s parametros
cardiovasculares de recuperacado durante 60 minutos ap0s uma situacdo de
exposicao ao estresse cronico. Um grupo recebeu somente veiculo e outro
somente NAC 60 mg/kg sem estresse por 10 dias consecutivos.

Deste modo, os grupos foram caracterizados, como:

Controle-Veiculo (n=11); Controle-NAC60 (n=13); sendo animais
gue receberam somente tratamento ao longo dos 10 dias e uma Unica sessao
de estresse de restricdo no dia do testem

Estresse-Veiculo (n=8); Estresse-NAC60 (n=9), sendo animais que
receberam uma sessao de estresse de restricdo por 10 dias apdés 1h do
tratamento e no dia do teste somente foram expostos ao estresse de restricao,

sem tratamento.



1 injegao intraperitoneal por dia de:
Veiculoou NAC60 mg/kg 50

(tratamento)

1 sessdo diaria de estresse de restricao/60 min.
(exposigao)

I Cirurgia de canulagao

(Artéria femoral)
Apos a exposigdo ao ER

C10°0
Dias i
o4 noras &°
Basal Estresse de restricao Recuperacao
30 minutos 60 minutos 60 minutos
| |
I fl Il I
| | T T I A [ O A |
| | [ | I | I | | |
| |

Imagem da temperatura da cauda
A cada 10 minutos

Figura 11. Resumo do protocolo experimental do experimento 6. Tratamento com uma
injecdo intraperitoneal por dia de veiculo ou NAC 60 mg/kg 1h antes da exposi¢cdo do estresse
de restricdo repetido com duracdo de 1 hora por dia durante 10 dias. Andlise dos parametros
cardiovasculares e de temperatura da cauda no momento do estresse de restricdo agudo e
durante a recuperacgéo deste estimulo aversivo.

8. ANALISE DOS DADOS DO 2° TRABALHO: NAC E ALTERACOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTRESSE

Os dados foram expressos com meédia + EPM. Os parametros

cardiovasculares dos experimentos 1, 2, 3 foram analisados usando one-way
ANOVA, considerando o fator tratamento (Veiculo e NAC nas doses descritas).
No experimento 4, os parametros cardiovasculares foram analisados usando
two-way ANOVA considerando os fatores tratamento (Veiculo e NAC nas doses
descritas) e estresse (Controle vs estresse de restricdo). Para os experimentos
5 e 6 foram analisados usando ANOVA considerando os fatores tratamento,
exposicdo (estresse vs recuperacdo) e tempo. Para todas as andlises, foi
utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para identificacdo das diferencas entre
0S grupos experimentais. Os resultados do teste estatistico foram considerados

significativos com P<0,05.
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9.RESULTADOS DO 2° TRABALHO: NAC E ALTERAGCOES
CARDIOVASCULARES INDUZIDAS POR ESTRESSE

Para facilitar a visualizacdo dos parametros cardiovasculares, fizemos
uma lista de abreviaturas antes de expormos os resultados, sendo: presséo
arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC), frequéncia cardiaca intrinseca (FCI),
pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD), pressao arterial
meédia (PAM), temperatura (TEMP), metilatropina (METIL), propranolol (PROP),
fenilefrina (FENIL), nitroprusiato de sédio (NPS).

9. 1. Experimento 1. Estudo da acdo aguda apds 2 horas de NAC na
funcéo cardiovascular.

Este experimento foi feito para avaliarmos se a administracdo aguda de
NAC teria efeito na atividade do barorreflexo e na atividade autbnoma cardiaca.
A analise estatistica one-way ANOVA mostrou que ndo houve alteracdo nos
parametros cardiovasculares basais, para: PAM (F218=1,241; p=0,313), PAS
(F2,18=0,791; p=0,469), PAD (F218=1,448; p=0,261) e FC (F2,18=2,114; p=0,150).

One-way ANOVA também ndo mostrou alteragBes na resposta da FC a
METIL (F218=0,775; p=0,476) e PROP (F218=0,219; p=0,806), e da FCI
(F2.18=0,413; p=0,668).

One-way ANOVA também nao demonstrou diferencas no ganho da
regressao linear da resposta bradicardia do barorreflexo. (F2,19=1,341; p=0,285),
porém demonstrou efeito da NAC no ganho da regressao linear da resposta
taquicardica (F2,19=14,110; p<0,001). O poés-teste de Bonferroni revelou que o
grupo veiculo é diferente do grupo NAC 60 (p<0,001) e NAC 120 (p=0,01), e que
os grupos NAC 60 e NAC 120 nao séo diferentes entre si (p=0,277).
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Parametros cardiovasculares basais
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Figura 12. Parametros cardiovasculares basais dos animais submetidos a uma injecao
intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg. Pressédo arterial média (PAM), presséo arterial
sistdlica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). As barras
apresentam os valores em médiatEPM (n=7-8 animais por grupo).

Balan¢o auténomo

Atividade simpética Atividade parassimpatica Frequéncia cardiaca intrinseca
(propranolol) (metilatropina) (metilatropina+propranolol)
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Figura 13. Balango autbnomo dos animais ap6s 2 horas de serem submetidos a uma injecao
intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg. Os gréaficos representam a variacdo da
frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administragao intravenosa de propranolol (antagonista
de adrenoreceptores 3) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos)
e frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) observada apdés a administragdo combinada de
metilatropina e propranolol. As barras apresentam os valores em médiatEPM (n=7-8 animais por

grupo).
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Regressao Linear

150 1 1 1 1

--- Veiculo
1004 . - NAC 60
T X — NAC 120
Q. 50" ‘\ ™
=¥ Y
o
< N
-504 SN L
-100 T T T T
-60 -40 -20 0 20 40 60
A PAM (mmHg)
Fenilefrina

Nitroprussiato de sédio

21 =
1L

Ganho (bpm/mmHg)
Ganho (bpm/mmHg)

*

-

Veiculo  NAC60  NAC 120 Veiculo  NAC60  NAC 120

Figura 14. Regressao linear do barorreflexo e analise do ganho da regresséo linear apés 2 horas
dos animais serem submetidos a uma injecéo intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg.
O gréafico superior correlaciona a variacdo da pressao arterial média (APAM) com a resposta
reflexa da variagdo da frequéncia cardiaca (AFC). Analise do ganho da regresséo linear frente
ao desafio de nitroprusiato de sédio (NPS) e fenilefrina (FENIL). *p<0,05 quando comparados ao
grupo veiculo (Bonferroni teste post-hoc). As barras apresentam os valores em médiatEPM

(n=7-8 animais por grupo).

9.2. Experimento 2. Estudo da acdo aguda apds 24h de N- acetilcisteina
na funcao cardiovascular.

Este experimento foi feito para avaliarmos a persisténcia dos efeitos
identificados no Experimento 1 24 horas da administracdo aguda de NAC. A
analise one-way ANOVA mostrou que ndo houve alteracdo nos parametros
cardiovasculares basais, para: PAM (F2,21=0,126; p=0,882), PAS (F221=0,111;
p=0,896), PAD (F221=0,361; p=0,701) e FC (F2,21=1,076; p=0,359).

One-way ANOVA também ndo mostrou alteragcdes nas respostas da FC a
METIL (F210=0,271; p=0,765) e PROP (F221=0,06; p=0,942) e da FCI
(F2,21=0,524; p=0,600).

One-way ANOVA demonstrou diferencas na regressao linear da resposta

bradicardica do barorreflexo (F2,21=5,306; p=0,014). O pés-teste de Bonferroni
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revelou diferencas do grupo veiculo com o grupo NAC 60 (p=0,029), mas nao
mostrou diferenca do grupo veiculo com o grupo NAC 120 (p>0,9999); além de
indicar que os grupos NAC 60 e NAC 120 sao diferentes entre si (p=0,028). No
entanto, one-way ANOVA nao demonstrou diferencas na regressao linear da

resposta taquicéardica do barorreflexo (F2,21=0,211; p=0,812).

Parametros cardiovasculares basais
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Figura 15. Parametros cardiovasculares basais dos animais 24 horas apés a injecao
intraperitoneal aguda de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg. Presséo arterial média (PAM), presséo
arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). As barras
apresentam os valores apresentados em médiatEPM (n=7-10 animais por grupo).
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Figura 16. Balanco autdnomo dos animais 24 horas ap0s a injecao intraperitoneal aguda de
veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg. Os gréficos representam a variagao da frequéncia cardiaca (AFC)
induzida pela administragao intravenosa de propranolol (antagonista de adrenoreceptores f3) ou
metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) e frequéncia cardiaca
intrinseca (FCI) observada ap6s a administracdo combinada de metilatropina e propranolol. As
barras apresentam os valores apresentados em médiatEPM (n=7-10 animais por grupo).
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Regressao linear
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Figura 17. Regressao linear do barorreflexo e analise do ganho da regressao linear dos animais
24 horas apés a injecao intraperitoneal aguda de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg. O gréfico
superior correlaciona a variagdo da pressao arterial média (APAM) com a resposta reflexa da
variagdo da frequéncia cardiaca (AFC). Andlise do ganho da regressao linear frente ao desafio
de nitroprusiato de sddio (NPS) e fenilefrina (FENIL). *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo; 4p<0,05 quando comparado ao grupo NAC120 (Bonferroni teste post-hoc) (n=7-10
animais por grupo).

9.3. Experimento 3. Estudo dos efeitos do tratamento cronico de N-
acetilcisteina sobre o barorreflexo e o balanco auténomo.

Este experimento foi feito para avaliarmos se ap0s 24h da exposi¢cao
cronica a NAC ocorria alteracdo na atividade barorreflexa e na atividade
autbnoma cardiaca. A andlise estatistica one-way ANOVA mostrou que nao
houve alteracdo nos parametros cardiovasculares basais, para: PAM
(F2,20=0,891; p=0,426), PAS (F220=1,216; p=0,317), PAD (F2,20=0,919; p=0,415)
e FC (F2,20=0,346; p=0,712).

One-way ANOVA também ndo mostrou alteracfes nas respostas de FC
a METIL (F2,17=0,822; p=0,456) e PROP (F218=2,106; p=0,151). No entanto, a
analise indicou diferencas para a FCI (F219=3,892; p=0,038) entre os grupos

veiculo e NAC 60 (p=0,036, Bonferroni teste post-hoc).
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One-way ANOVA demonstrou diferencas para o fator tratamento na
regressao linear da resposta bradicardica do barorreflexo (F2,20=49; p<0,001). O
pés-teste de Bonferroni revelou diferenca entre os grupos: veiculo e NAC 60
(p<0,001), veiculo e NAC 120 (p<0,001) e grupos NAC 60 e NAC 120 (p<0,001).
No entanto, one-way ANOVA nao demonstrou diferencas na regressao linear da

resposta taquicardica do barorreflexo (F2,20=0,392; p=0,681).

Parametros cardiovasculares basais
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Figura 18. Parametros cardiovasculares basais dos animais dos animais que receberam o
tratamento crénico de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg, i.p. por 10 dias. Pressédo arterial média
(PAM), presséo arterial sistdlica (PAS), presséo arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca
(FC). As barras apresentam os valores apresentados em médiatEPM (n=7-8 animais por grupo).
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Figura 19. Balanco autbnomo dos animais dos animais que receberam o tratamento cronico de
veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg, i.p. por 10 dias. Os gréficos representam a variagao da frequéncia
cardiaca (AFC) induzida pela administragdo intravenosa de propranolol (antagonista de
adrenoreceptores ) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos) e
frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) observada apdés a administracdo combinada de
metilatropina e propranolol. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo (Bonferroni post-hoc
teste). As barras representam os valores apresentados em médiaxtEPM (n=7-8 animais por

grupo).
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Figura 20. Regresséo linear do barorreflexo e analise do ganho da regress&o linear dos animais
que receberam o tratamento cronico de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg, i.p. por 10 dias. O grafico
superior correlaciona a variagdo da pressao arterial média (APAM) com a resposta reflexa da
variagao da frequéncia cardiaca (AFC). Analise do ganho da regressao linear frente ao desafio
de nitroprusiato de sddio (NPS) e fenilefrina (FENIL). *p<0,05 quando comparado ao grupo
veiculo; ¢p<0,05 quando comparado ao grupo NAC120 (Bonferroni post-hoc teste) (n=7-8
animais por grupo).

9.4. Experimento 4. Estudo dos efeitos do tratamento crénico de N-
acetilcisteina sobre o barorreflexo e balanco autbnomo desencadeadas por
estresse de restricao repetido.

Este experimento foi feito para avaliarmos se a exposicao crénica a NAC
proporcionava protecdo em relacdo as alteracdes na atividade barorreflexa e
atividade autbnoma cardiaca induzidas pela exposicao ao estresse de restricdo
repetido. A andlise estatistica two-way ANOVA mostrou que ndo houve alteracao
nos parametros cardiovasculares basais para o fator tratamento, para: PAM
(F2,50=1,084; p=0,346), PAS (F2,50=1,940; p=0,154), PAD (F2,50=0,896; p=0,415)
e FC (F2,50=0,891; p=0,417). Two-Way ANOVA mostrou que houve alteracdo
nos parametros cardiovasculares basais para o fator estresse para a PAM
(F150=6,07; p=0,017) e PAD (F150=4,26; p=0,044), mas ndo alterou PAS
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(F150=7,717; p=0,008) e FC basal (Fi150=0,000; p=0,985). Para todos os
parametros cardiovasculares basais avaliados ndo houve interagcdo entre os
fatores (todos F<1,149; p>0,05).

Two-way ANOVA também ndo mostrou efeito do fator tratamento nas
respostas de FC a METIL (F2,49=1,369; p=0,264) e PROP (F2,45=2,190; p=0,124)
e da FCI (F249=2,194; p=0,122). Two-Way ANOVA mostrou efeito do fator
estresse nas respostas de FC a METIL (F1,49=7,208; p=0,010) e PROP
(F1,45=9,266; p=0,004). O pos-teste demonstrou diferenga para o bloqueio de
PROP entre os grupos veiculo e estresse-NAC60 (p=0,039). Além disso, ANOVA
apresentou uma tendéncia para a FCI (F1,49=3,719; p=0,059). O pos-teste de
Bonferroni mostrou diferencga entre os grupos controle-NACG60 e estresse-NAC60
(p=0,006). Para todos os parametros cardiovasculares avaliados ndo houve
interacao entre os fatores (todos F<5,259,149; p>0,05).

Two-way ANOVA ndo demonstrou efeito do fator tratamento (F2,50=0,443;
p=0,645) e do fator estresse (Fi50=0,295; p=0,590) na regresséo linear da
resposta bradicardica do barorreflexo, mas demonstrou interacdo entre o0s
fatores (F2,50=20,760; p<0,01). O pos-teste de Bonferroni demonstrou que o
grupo Controle-NAC60 é diferente dos grupos: Estresse-NAC60 (p<0,001),
Controle-NAC120 (p<0,01) e do Estresse-Veiculo (p=0,013). Além disso, o grupo
Controle-NAC120 é diferente do grupo Estresse-NAC120 (p=0,001) e o grupo
Estresse-NAC60 é diferente do grupo Estresse-NAC120 (p=0,005). Two-way
ANOVA nao demonstrou efeito do fator tratamento (F2,50=0,052; p=0,949), fator
estresse (F1,50=0,345; p=0,560) e interacao (F2,50=0,755; p=0,475) na regresséo

linear da resposta taquicardica ao barorreflexo.
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Parametros cardiovasculares basais
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Figura 21. Parametros cardiovasculares basais dos animais que receberam o tratamento crénico
de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg, i.p. 1h antes da exposicao do estresse de restricao repetido
com duracgdo de 1h sendo 1 sesséo por dia durante 10 dias. Presséo arterial média (PAM),
pressao arterial sistélica (PAS), presséao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). As
barras representam os valores apresentados em médiatEPM (n=6-12 animais por grupo).
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Figura 22. Balango autbnomo dos animais que receberam injecdo intraperitoneal por dia de
veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg 1h antes da exposi¢cdo do estresse de restricdo repetido com
duracéo de 1h sendo 1 sesséo por dia durante 10 dias. Os graficos representam a variagdo da
frequéncia cardiaca (AFC) induzida pela administracdo intravenosa de propranolol (antagonista
de adrenoreceptores 3) ou metilatropina (antagonista de receptores colinérgicos muscarinicos)
e frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) observada apés a administracdo combinada de
metilatropina e propranolol. *p<0,05 quando comparado ao grupo veiculo; #p<0,05 quando
comparado ao seu controle (Bonferroni post-hoc teste). As barras representam os valores
apresentados em médiatEPM (n=6-12 animais por grupo).
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Figura 23. Regressao linear do barorreflexo e analise do ganho da regresséao linear dos animais
que receberam injecdo intraperitoneal por dia de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg 1h antes da
exposicdo do estresse de restricéo repetido com duragéo de 1h sendo 1 sesséo por dia durante
10 dias. Os graficos superiores correlacionam a variagédo da pressao arterial média (APAM) com
a resposta reflexa da variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) em regresséo linear. Analise do
ganho da regressao linear frente ao desafio de nitroprusiato de sédio (NPS) e fenilefrina
(FENIL).*p<0,05 quando comparado ao seu grupo controle; 4p<0,05 quando comparado ao grupo
NAC120- estresse; p<0,05 quando comparado ao grupo NACG60- controle (Bonferroni pos-hoc
teste)(n=6-12 animais por grupo).

9.5. Experimento 5. Investigar os efeitos agudos de N-acetilcisteina sobre
as alteracoes cardiovasculares desencadeadas por estresse agudo de restricao.

Este experimento foi feito para avaliarmos os efeitos agudos da NAC
sobre alteracfes cardiovasculares desencadeadas no momento do desafio pelo
estresse de restricdo agudo. A analise estatistica one-way ANOVA mostrou que
nao houve alteragdo nos parametros cardiovasculares basais, para: PA
(F2,20=0,046; p=0,955), FC (F2,20=0,092; p=0,913), TEMP (F2,20=0,016; p=0,984).

Two-way ANOVA também ndo mostrou alteracdo nos parametros
cardiovasculares para o fator tratamento, para: APAM (F2,20=0,600; p=0,560) e
PAM (F220=0,604; p=0,556), AFC (F220=0,415; p=0,670) e FC média
(F2,20=0,428; p=0,660), ATEMP da cauda °C (F220=0,015; p=0,985) e TEMP
média da cauda °C (F2,20=0,015; p=0,985). Two-way ANOVA mostrou alteracédo
nos parametros cardiovasculares para o fator tempo, para: APAM
(Fes,1300=24,25; p<0,001) e PAM (F1,20=23,080; p<0,001), AFC (Fs5,1300=22,130;
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p<0,001) e FC média (F120=39,830; p<0,001), ATEMP da cauda °C
(F14,280=9,315; p<0,001), mas nao apresentou para a TEMP média da cauda °C
(F1,20=1,148; p=0,297). Nenhum dos parametros apresentou interagdo entre 0s
fatores (todos F<0,696; p>0,580).
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Figura 24. Pardmetros cardiovasculares basais dos animais expostos ao estresse de restricao
agudo apés 1 hora da injecao intraperitoneal de N-Acetilcisteina. Pressao arterial média (PAM),
pressao arterial sistdlica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC).
ANOVA nédo demonstrou alteragBes. As barras apresentam os valores em médiatEPM (n=7-8
animais por grupo).
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Figura 25. Variacdo da presséo arterial média (APAM) dos animais expostos ao estresse de
restricdo agudo apds 1 hora da injecao intraperitoneal de N-Acetilcisteina. Os pontos e as barras
apresentam os valores em médiaztEPM (n=7-8 animais por grupo).
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Figura 26. Variacao da frequéncia cardiaca (AFC) dos animais expostos ao estresse de restricao
agudo ap6s 1 hora da injegdo intraperitoneal de N-Acetilcisteina. Os pontos e as barras
apresentam os valores em médiatEPM (n=7-8 animais por grupo).
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Figura 27. Variacdo da temperatura da cauda (ATEMP) dos animais expostos ao estresse de
restricdo agudo apds 1 hora da injecao intraperitoneal de N-Acetilcisteina. Os pontos e as barras
apresentam os valores em médiatEPM (n=7-8 animais por grupo).

9.6. Experimento 6. Estudo dos efeitos do tratamento crénico de N-
acetilcisteina sobre as alteracdes cardiovasculares desencadeadas pela
exposicao a um protocolo por estresse de restricao repetido.

Este experimento foi feito para avaliarmos os efeitos do tratamento
cronico da NAC sobre alteracdes cardiovasculares desencadeadas pela
exposicdo do estresse de restricdo repetido. A analise estatistica two-way
ANOVA mostrou que nado houve alteragdo nos parametros cardiovasculares
basais para o fator tratamento, para: PA (F1,37=0,428; p=0,517), FC (F1,37=0,203;
p=0,655), TEMP (F1,3=0,202; p=0,656). Também n&o demonstrou para 0s
parametros basais para o fator exposi¢cdo: PA (F137=0,766; p=0,387), FC
(F1,37=0,061; p=0,806), TEMP (F1,3=0,039; p=0,844). Todos os parametros ndo
apresentaram interacéo entre os fatores (todos F<1,570; p>0,218).

ANOVA de medidas repetidas ndo mostrou alteracdo nos parametros
cardiovasculares para o fator tratamento da APAM (F1,37=0,116; p=0,740) e PAM
(F1,37=0,116; p=0,735). Também ndo houve para o fator exposigcdo da APAM
(F1,37=0,934; p=0,340) e PAM (F1,37=0,955; p=0,335) e nenhuma interacdo entre
estes fatores foi encontrada (todos F=0,001; p=0,972). Para o fator tempo houve
diferenca para o APAM (Fes,2405=32,399; p<0,01) e PAM (F1,37=24,024; p<0,001)
sem interagao entre os fatores (tempo vs tratamento) (todos F<0,622; p>0,906).
No entanto, houve interagao entre os fatores (tempo vs exposi¢ao) para o APAM
(Fes,2405=2,417; p<0,01) e PAM (F137=5,247; p=0,028). O poést-teste de

Bonferroni mostrou que o grupo controle-veiculo (p=0,022) e o grupo controle-
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NACG60 (p=0,004) apresentaram diferencas quando comparados ao periodo de
exposicao (estresse ou recuperacao).

ANOVA de medidas repetidas ndo demostrou diferenca no fator
tratamento para o AFC (F1,37=0,235; p=0,631) e FC média (F1,37=0,227; p=0,637).
Também nao houve diferenga para o fator exposigcdo o AFC (F1,37=0,580;
p=0,451) e FC média (F1,37=0,607; p=0,441) e nenhuma interacdo entre estes
fatores foi encontrada (todos F<0,092; p>0,763). Também néo houve alteracdo
para o fator tempo da FC média (F1,37=3,286; p=0,078), mas apresentou para o
AFC (Fe5,2405=20,702; p<0,01) sem interacdo entre os fatores (tempo vs
tratamento) (todos F<0,523; p>0,846) e com interacdo entre os fatores (tempo
vs tratamento vs exposicéo) para o AFC (Fes,2405=0,767; p<0,002) e tendéncia
para a FC meédia (F1,37=3,970; p=0,054).

ANOVA de medidas repetidas ndo demonstrou alteracao para o fator
tratamento do ATEMP da cauda °C (F1,35=0,073; p=0,788) e TEMP média da
cauda °C (F1,36=0,066; p=0,799), e também nado apresentou alteracdes para o
fator exposi¢cdo do ATEMP da cauda °C (F1,35=0,079; p=0,780) e TEMP média
da cauda °C (F1,36=0,072; p=0,790) e nenhuma interacdo entre estes fatores foi
encontrada (todos F<2,050; p>0,161). Para o fator tempo ANOVA de medidas
repetidas apresentou alteragdo para o ATEMP da cauda °C (F13455=19,296;
p<0,01) e TEMP média da cauda °C (F1,36=23,316; p<0,01), mas ndo demonstrou
interacdo entre os fatores (tempo vs tratamento) (todos F<0,613; p>0,631) e

entre os fatores (tempo vs tratamento vs exposi¢ao) (todos F<0,570; p>0,870).
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Parametros cardiovasculares e temperatura basais
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Figura 28. Pardmetros cardiovasculares basais dos animais expostos ao estresse de restricdo
repetido por 1h por dia ap6s 1 hora da injeg&o intraperitoneal de veiculo, NAC 60 ou 120 mg/kg
por 10 dias. Presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura da Cauda °C.
As barras apresentam os valores em médiatEPM (n=8-13 animais por grupo).
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Figura 29. Variagao da presséo arterial média (APAM) ao longo da exposi¢ao ao estresse de
restricdo agudo e durante a recuperacdo a este estimulo apds a injecdo intraperitoneal de N-
acetilcisteina aguda. Os pontos e as barras apresentam os valores em médiatEPM (n=8-13

animais por grupo).
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Figura 30. Variagdo da frequéncia cardiaca (AFC) ao longo da exposicdo ao estresse de
restricdo agudo e durante a recuperacgdo a este estimulo apés a injecéo intraperitoneal de N-
acetilcisteina aguda. Os pontos e as barras apresentam os valores em médiatEPM (n=8-13
animais por grupo).
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Figura 31. Representacao da variagao da temperatura da cauda (ATEMP) (grafico superior) e a
média da variacdo da temperatura da cauda em °C (grafico inferior) ao longo da exposi¢éo ao
estresse de restricdo agudo e durante a recuperacdo a este estimulo apds a injegdo

intraperitoneal de N-acetilcisteina aguda. Os pontos e as barras apresentamos valores m
médiatEPM (n=8-13 animais por grupo).
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Tabela 4. Resumo dos resultados obtidos nos experimentos de barorreflexo

Parametros NAC aguda NAC aguda NAC cronica NAC cronica+Estresse Restricdo Repetido
Efeito 2 horas ap6s i.p Efeito 24 horas apés i.p Efeito 28 horas apés i.p Efeito 28 horas apés i.p
NACG60 NAC120 | NAC60 NAC120 NACG60 NAC120 NAC60 NACG60+ERR | NAC120 NAC120+ERR
PAM basal _ . _ _ _ _ I _ I
PAS basal _ . _ _ _ _ _ _ _
PAD basal _ _ _ _ _ _ I _ I
Toénus
Simpatico l
Toénus

Parassimpatico

FCI

Baro bradicardia

Baro taquicardia

!

l

Baro: Barorreflexa; FCI: Frequéncia cardiaca intrinseca; PAM: Pressao arterial média; PAS:

Pressao arterial sistélica; PAD: Presséo arterial diastélica; NAC: N-acetilcisteina; 60: 60 mg/kg e

120: 120mg/kg; i.p.: injecao intraperitoneal.
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10. Discussao

1° trabaho: NAC nos comportamentos relacionados com a

ansiedade na retirada ao etanol

Até o momento, este foi o primeiro trabalho que investigou os efeitos da
NAC no LCE em animais previamente expostos ao etanol e a superacdo da
sindrome de abstinéncia, principalmente os estados emocionais negativos, como
a ansiedade; é um passo importante na tentativa de impedir a recaida e o
consumo de etanol (KOOB et al., 2009).

Primeiro, testamos se a retirada apos o protocolo de exposi¢do ao etanol
era suficiente para os comportamentos relacionados com a ansiedade serem
evidenciados no LCE. O tempo de exposi¢cao e a via de administragéo ao etanol
foram baseados nos autores Kotlinska e Bochenski (2008). Em nosso laboratério
foi realizada uma padronizacdo (dados ndo mostrados) em relacdo a dose de
etanol e tempo de tratamento para verificar se o periodo de abstinéncia proposto
de 6 horas era o suficiente para induzir comportamentos relacionados com a
ansiedade no LCE. A melhor dose diaria que mostrou comportamentos
relacionados com a sindrome de abstinéncia ao etanol em 6 horas no LCE foi de
2g/kg para um tratamento cronico de 11 dias, como mostrados nos resultados
do experimento 1. Submetemos nossos resultados de comportamentos
relacionados com c ansiedade no LCE ao teste de covariancia com o niumero de
entradas nos bracos fechados. O efeito do etanol no tempo de entradas nos
bracos abertos foi estatisticamente significativa quando covariados com entradas
nos bracos fechados no primeiro e nos experimentos seguintes, portanto essas
analises mostraram que a diminuicdo locomotora nao interferiu nas medidas
relacionadas com a ansiedade (tempo e frequéncia de entradas nos bragos
abertos do LCE).Os dados obtidos neste experimento estdo de acordo com
outros autores (KOTLINSKA; BOCHENSKI, 2008; SCHULTEIS; LIU, 2006) e
com os autores Zhang et al. (2007) que observaram que a administracao repetida
de etanol na dose de 2g/kg por trés dias, foi o suficiente para ratos Wistar
apresentarem comportamentos relacionados com a ansiedade no LCE por um
periodo de abstinéncia de 6 a 9 e 12 horas. Da mesma forma que nos NO0ssos
resultados, esses autores também evidenciaram hipoatividade locomotora como
um comportamento observado no LCE, sendo relacionada com a exposicao

repetida ao etanol.
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No experimento 2, o tratamento concomitante de NAC com etanol nao
preveniu 0s comportamentos relacionados om a ansiedade durante a sindrome
de abstinéncia ao etanol ap6s 28 horas da ultima exposicdo de NAC. No
experimento 3, apds o tratamento crénico com etanol, a administracdo aguda de
NAC 2 horas antes da exposi¢cdo dos animais ao teste do LCE durante o periodo
de abstinéncia também n&o inibiu os comportamentos relacionados a retirada do
etanol. As doses de NAC injetadas (30, 60 ou 120 mg / kg, i.p.) e periodo de
tempo antes do desafio (2 horas) foram baseadas em estudos mostrando que a
NAC reduzia a reinstalacdo de psicoestimulantes na auto-administracdo
operante e alteragbes neural na neurotransmissao de glutamato (BAKER et al.,
2003; KAU et al., 2008). Alguns autores revelaram que o tratamento repetido de
NAC diminuiu as mudancas comportamentais relacionadas a busca de cocaina
ou etanol na auto-administracdo operante para as doses 60 ou 100 mg/kg
(REICHEL et al., 2011; JASTRZEBSKA et al., 2016; LEBOURGEOIS et al.,
2017). Esses achados também sugerem que aNAC pode apresentar efeitos em
alguns comportamentos induzidos por substancias de uso abusivo, mas ndo em
outros. Indo de acordo com o0s nossos resultados de que a NAC ndo foi efetiva
em reverter os comportamentos relacionados com a ansiedade no LCE. Os
autores Bowers et al., (2016) ndo observaram os efeitos do NAC nas alteracdes
comportamentais semelhantes a ansiedade no LCE para a retirada da nicotina
em camundongos endogamicos ICR, apesar da NAC reduzir de maneira dose-
dependente (5, 15, 30, 60 mg/kg) a preferéncia condicionada por lugar induzida
pela nicotina.Recentemente os autores Santos et al. (2017) mostraram que a
NAC nas doses de 60 e 150 mg/kg preveniu efeitos relacionados com a
ansiedade, similares ao diazepam, em camundongos no campo aberto e caixa
claro-escuro, mas néo no teste do labirinto em T elevado. Talvez porque os
estimulos proporcionados por estes aparatos sejam tdo aversivos ou que ativem
outras regides encefalicas que possam sobrepor-se a qualquer efeito benéfico
deste pré-farmaco durante a sindrome de abstinéncia.

Encontramos apenas um estudo que investigou os efeitos do NAC na
retirada do etanol (SCHNEIDER Jr et al., 2015). Esses autores observaram em
ratos Wistar que a NAC reverteu a diminuicdo locomotora causada pela retirada
do etanol no campo aberto. Isso é interessante, mas a diminuicdo locomotora

possui outras vias neurais de ativacdo que sdo diferentes das que estao
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relacionadas com os comportamentos que caracterizam a ansiedade no LCE
(FILE, 1994; KLITHERMES, 2005; ZHANG et al., 2007; KOTLINSKA;
BOCHENSKI, 2008); portanto, ndo é um comportamento essencialmente
relacionada com a ansiedade, que € um sintoma comportamental muito
significativo da abstinéncia de etanol em humanos. Além disso, Schneider Jr e
colaboradores investigaram a abstinéncia a longo prazo (5 dias de suspensao
do tratamento com etanol) e descobriram que 4 dias de administracdo de NAC
(60 ou 90 mg / kg, ip) apds o término das administracées de etanol impediram a
reducao induzida pelo etanol na atividade exploratoria durante o teste de campo
aberto (SCHNEIDER Jr et al., 2015). Comparando com 0s nossos, uma diferenca
importante é que eles administraram NAC apenas durante a abstinéncia de
etanol (sem etanol no sangue) e nds demos NAC na presenca de etanol. Essas
diferencas procedimentais podem induzir interacfes inesperadas entre o0s
estimulos etanol e NAC no corpo.

Um possivel local de interagdo entre etanol e NAC € o eixo HPA. A
administracdo aguda ou cronica do etanol ativa o eixo HPA em humanos e ratos
(CLARKE et al., 2007). A NAC e alguns outros antioxidantes também alteram o
eixo HPA. Prevatto e colaboradores (2017) mostraram que a NAC (150 mg / kg)
administrada por gavagem durante 18 dias causou hipertrofia adrenal, aumentou
0s niveis plasmaticos de corticosterona e reduziu o feedback negativo do eixo
HPA em ratos Wistar. Estes efeitos da NAC, e também de outros antioxidantes,
deixam o eixo HPA hiperativo a possiveis situacfes de estresse fornecendo
eficiéncia em manter o equilibrio do organismo frente a um estimulo aversivo,
porém estes autores ndo consideraram esta ativacdo do eixo HPA benéfica a
longo prazo. Além disso, Schneider Jr e colaboradores (2015) observaram que
a NAC por si s6 aumentou os niveis de corticosterona em ratos normais e reduziu
0s niveis alterados deste hormbnio em ratos que receberam etanol e que
estavam com estes niveis elevados no sangue durante a sindrome de
abstinéncia ao etanol. Estes resultados sugerem que a NAC neutraliza os efeitos
do etanol sobre os niveis plasmaticos de corticosteroides (em ratos) apos a
retirada, mas nao durante as administracées de etanol.

O experimento 4 foi realizado para verificar se 6 horas de retirada de
etanol eram suficientes para a metabolizacdo desta substancia no sangue e

possiveis efeitos da NAC nos niveis plasmaticos de etanol, pois as
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concentracbes de etanol no sangue sao determinadas pela quantidade de
consumo de etanol e variaveis genéticas, fisioldgicas e ciclo circadiano devido a
temperatura corporal (CEDERBAUM, 2013) que oscila de acordo com o periodo
do dia e a taxa maxima de eliminacdo do etanol do sangue ocorre quando a
temperatura corporal maxima é atinginda (CEDERBAUM, 2013) sendo em
roedores no final do periodo escuro e em humanos no final do periodo claro
(CAMBRAS et al., 2006). Com este experimento, nos verificamos que os animais
chegaram a uma taxa maxima de 378,8 mg de etanol/dL de plasma em 30
minutos e em 4 horas os niveis de etanol encontrados ja eram inferiores a
100mg/dL, sendo que 6 horas foi o suficiente para total eliminacdo do etanol do
sangue. Portanto, os dados obtidos mostraram que, independentemente do tipo
de exposicao (aguda vs crbnica) ou tratamento (Etanol com NAC vs Etanol sem
NAC), todos apresentaram um padrao similar de metabolizac&o de etanol. Entéo,
nenhuma interferéncia dos niveis plasmaticos de etanol esté relacionada aos
resultados comportamentais.O mesmo foi observado por outros autores como
Schulteis e Liu, (2006), que apds 6 horas do tratamento por i.p. de etanol na dose
2g/kg em ratos Wistar ndo detectaram mais etanol no sangue dos animais e
pelos autores Morse et al.,, (2000) que consideraram a velocidade de
metabolizacdo aproximada de 45 mg/dl/h dose de etanol de 2g/kg, injecao
intraperitoneal (i.p.), com completa metabolizacdo em 6 horas de retirada da
exposicdo ao etanol. Portanto, nossos dados de etanol no sangue estédo
compativeis com a literatura para tempo de metabolizacdo e alteracdes
comportamentos em relacao a retirada desta substancia, sendo que a partir de
80+14 mg % de etanolemia varias regides enceféalicas ja ficam ativadas e € o
suficiente para o0s animais apresentarem alteracbes comportamentais
(PASCUAL et al., 2009; BONASSOLI et al., 2011).

A maioria dos estudos nédo se concentra na sindrome de abstinéncia, mas
na busca e consumo de substancias de uso abusivo. Resultados de Baker et al.
(2003) mostraram que a NAC teve um efeito neural protetor dose-dependente e
isso influenciou os comportamentos relacionados a reinstalagdo da auto-
administracdo de cocaina. Schmaal et al. (2011) observaram que a NAC reduziu
os efeitos recompensadores do primeiro cigarro apos o periodo de abstinéncia
em humanos. Apesar dos achados na literatura para o0s resultados

neurobiolégicos (DUCRET et al, 2015) e melhora na neurotransmissao
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glutamatérgica (BAKER et al., 2003; MURRAY et al., 2011) pelo pro-farmaco
NAC, seu mecanismo de acdo ainda nao é totalmente compreendido. Sabe-se
que a NAC previne as alteracdes bioquimicas causadas pelo etanol e produz
melhor eficacia na reducdo dos processos fisiopatoldégicos associados a
administracdo repetida de farmacos (OZARAS et al., 2003; CARO et al., 2014;
SHAHRIPOUR et al., 2014; HURLEY et al., 2016; SANTOS et al., 2017).
Portanto, a NAC mostrou-se eficaz para evitar a reinstalagéo e que a protecao
da NAC para a reinstalacdo para a cocaina parece persistir por 2 semanas apos
o tratamento ter sido descontinuado, mesmo com estimulos associativos por
dicas ambientais com o local em que o animal recebia o tratamento (REICHEL
et al., 2011). Além disto, alguns autores mostraram que este pro-farmaco
também é eficaz na reducdo de comportamentos semelhantes a sensibilizacéo
para outras substancias de uso abusivo, como também para o etanol (KALIVAS,
2009; MORAIS-SILVA et al.,, 2016; MURRAY et al, 2011). Observado
recentemente em nosso laboratério pelos autores Morais-Silva et al. (2016) que
a NAC na dose 120 mg/kg em camundongos, reduziu a sensibilizacédo
comportamental induzida pelo etanol. Estes autores ndo encontraram alteracdes
no tratamento com exposi¢ao curta ao etanol no trocador cistina/glutamato xCT
no coértex pré-frontal. Sugerindo que este pro-farmaco pode ter efeitos em outras
regides encefélicas que previnem estes comportamentos. Portanto, os efeitos
protetores da NAC para este tipo de comportamentos incluem regides neurais
dependentes da ativacdo de mGLU (CHENet al.,2014) e relacionadas com
aspectos de aprendizagem envolvendo modulagcbes dos receptores mGIuR5
(LEBOURGEOQUS et al., 2017). Os receptores mGIuR5 estéo relacionados com
a modulacao excitatéria do neurbnio pos-sinaptico e plasticidade de longo termo
no Ac (COZZOLI et al., 2015) podendo ter uma acao diferente das regides e
modulagdes envolvidas nos comportamentos relacionados com a ansiedade
avaliados no LCE (KNACKSTEDT et al., 2009).

Em relacdo ao 2° trabalho: NAC e alteracdes cardiovasculares induzidas

por estresse
Até o0 momento, este foi o primeiro trabalho que investigou os efeitos da

NAC nas alteracdes cardiovasculares induzidas por estresse.
Nos nossos experimentos envolvendo os efeitos da NAC no teste

farmacolégico dos barorreflexos pudemos observar no experimento 1 que apés
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2 horas da administracao intraperitoneal aguda de NAC nas doses 60 e 120
mg/kg nenhum outro parametro foi alterado a néo ser a reducdo do ganho para
a resposta taquicardica que sugere reducdo da sensibilidade do barorreflexo,
sendo prejudicial no funcionamento do sistema barorreflexo. No entanto, no
experimento 2, quando testamos os efeitos da NAC aguda 24 horas apos as
doses de 60 e 120 mg/kg, observamos aumento no ganho para a resposta
bradicardica para a dose de 60 mg/kg, que sugere melhora na sensibilidade do
barorreflexo de maneira tardia, sendo um efeito benéfico.O barorreflexo € o
principal mecanismo de controle efetivo da PA (CAMPAGNOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001). Este sistema inclue mecanorreceptores localizados no seio da
artéria carétida e aorta que séo ativados quando ocorre estiramento das paredes
da artéria e os reflexos originados pela deformacdo destes mecanorreceptores
enviam sinais pelo nervo aferente até o SNC para o NTS localizado na regido do
tronco encefalico que processa o sinal e promove uma resposta no sistema
periférico através do nervo eferente (CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001;
KOUGIAS et al., 2010). Portanto, o aumento da PA promove inibicdo do sistema
simpatico e aumento da resposta vagal e reducao da PA promove aumento da
resposta simpética e resucdo do sistema vagal, a eficiéncia nestes sistemas é
obtida através do sistema de retro-alimentacdo pelo sistema autbnomo
(IRIGOYEN; KRIEGER, 1998; SCHEFFERS et al., 2010; KOUGIAS et al., 2010).
Quando ocorre reducdo da sensibilidade do barorreflexo, o sistema de retro-
alimentacdo negativa para a resposta simpética ndo funciona adequadamente e
a PA; FC e forca de contragdo permanecem acima dos limites normais causando
prejuizos para o sistema cardiovascular (SANTHA et al., 2016) como
hipertenséo, lesédo nas paredes dos vasos, derrame e morte subita que se segue
ao infarto agudo do miocardio (CASADEI; PATERSON, 1969; KOUGIAS et al.,
2010). No mesmo sentido, quando o sistema de retro-alimentacéo negativa para
a resposta parassimpatica ndo funciona adequadamente e a PA; FC e forca de
contracdo permanecem abaixo dos limites normais, também ocorre prejuizos
para o sistema cardiovascular, como redugdo da irrigacdo coronaria e morte
subita (LIU et al.,, 2012). Por outro lado, o aumento da sensibilidade do
barorreflexo é considerado de alto ganho para o organismo, pois aumenta a

sensibilidade dos barroreceptores a manter a PA dentro de limites normais em
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periodos de segundos (IRIGOYEN; KRIEGER, 1998; KOUGIAS et al., 2010;
MARTELLI, 2013), sendo muito benéfico para o organismo.

Nos experimentos envolvendo os efeitos do tratamento da NAC cronica
no teste farmacoldgico aos barorreflexos pudemos observar no experimento 3,
gue apos 28 horas da administracao intraperitoneal de NAC nas doses 60 e 120
mg/kg, houve reducdo da FC intrinseca e aumento do ganho para a resposta
bradicardica (aumentando a sensibilidade do barorreflexo) dos animais tratados
com NAC na dose de 60 mg/kg, sendo um efeito benéfico. Porém na dose de
120 mg/kg de NAC houve reducdo no ganho para a resposta bradicardica sem
alterar nenhum outro parametro. Em relagcdo ao experimento 4 envolvendo os
efeitos do tratamento da NAC cronica com exposi¢cado ao estresse de restricao
repetido pelo mesmo periodo de exposicdo com NAC no teste farmacolégico aos
barorreflexos no experimento 4, houve efeito diferente do que esperavamos e da
maioria dos dados observados na literatura em que a NAC melhora situacdes
aversivas (CHAKRABORTI et al., 2007;2008; MOCELIN et al., 2015; CHEN et
al., 2014; SANTOS et al., 2017), pois a NAC administrada junto com a exposicéo
ao estresse de restricdo repetido causou alteracfes nos parametros basais da
PA média e aumento da PA diastdlica, aumentou a FC intrinseca e reduziu o
tbnus simpatico e a bradicardia observada com o desafio por FENIL para a dose
60mg/kg em associacdo ao estresse. Para a NAC na dose 120 mg/kg em
associacado com o estresse de restricao repetido, houve aumento das pressées
arteriais média e diastélica com aumento da bradicardia, sem alterar os outros
parametros. Portanto, esta valiabilidade da FC ocasionada pela NAC requer
cuidado em relacdo ao seu uso.

Esta bem relatado na literatura que o aumento da FC aumenta o consumo
de oxigénio e reducado da suplementacao de oxigénio no miocardio, aumentando
a rigidez da aorta e desgaste dos vasos, reduzindo assim a expectativa de vida
(BOUDOULAS et al., 2015) e entre os mamiferos, ha um inverso da relacao entre
FC e expectativa de vida (LIU et al., 2012; BOUDOULAS et al., 2015). Portanto,
guanto maior a FC de um individuo, menor é a sua expectativa de vida
(BOUDOULAS et al., 2015) devido ao aumento do risco para doencas
cardiovasculares como: doengas coronarias, fibrilagdo atrial, infarto e morte
subita (AUNE et al., 2017) e a variabilidade da FC esta relacionada com a

atividade parassimpatica (SAKAMOTO et al., 2017), porém em nossos testes
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nao observamos alteracGes na atividade parassimpatica. A FCI sinusal (sem
qualguer entrada autondmica) sendo limitado pelo tdnus vagal extrinseco que
aumenta a atividade reflexa vagal, também podem contribuir para a bradicardia
sinusal (LIU et al., 2012) e esta variabilidade na FC desencadeada pelo pro-
farmaco NAC requer atencéo e pode ser um alerta em individuos com problemas
cardiovasculares, pois em individuos jovens e saudaveis, ocorre naturalmente
uma leve bradicardia associada a melhoria da satude e aumento da expectativa
de vida. No entanto quando acentuada, ocorre risco de morte por reduzir a
pressdo de perfusdo coronaria principalmente em individuos com problemas
cardiovasculares (LIU et al., 2012). Além disso, a bradicardia acompanha
sintomas como sincope, fadiga, tontura ou dispneia (LIU et al., 2012).

Esta bem relatado na literatura que o estresse de restricAo promove
alteracdes no eixo HPA (SANTHA et al., 2016) e também afeta os barorreflexos
facilitando a resposta taquicardica e reduzindo a resposta bradicardica, sendo
que os efeitos taquicardicos deste tipo de estresse dependente da atividade
simpatica cardiaca (CRESTANI et al., 2010). Além da resposta evocada pelo
estresse de restricdo ser mediada pelo sistema nervoso autbnomo sem o
envolvimento de fatores humorais (REIS et al., 2011) e a NAC de alguma
maneira interferiu nisto.

Os poucos trabalhos encontrados na literatura que relacionam a NAC com
os barorreflexos, demonstram que a NAC possui um efeito relativo dependendo
do individuo exposto e a condicdo em que ele se encontra. Valenti et al., (2011)
avaliaram as funcgdes barorreflexas em ratos WKY e SHR nos tempos de 5, 15,
30 e 60 minutos ap6s a injecdo de NAC no 4° ventriculo. A NAC central
apresentou elevacéo discreta, porém significante da FC basal aos 15 minutos e
reduziu significantemente o aumento de PAM nos tempos de 30 e 60 minutos
em ratos WKY. Em relagéo aos ratos SHR, a NAC diminuiu a FC nos tempos de
15 e 30. Além disto, o tratamento cronico com a NAC é demonstrado como um
efetivo redutor do estresse oxidativo no SNC e periférico apresentando efeito
benéfico dependendo da intensidade da patologia. Por outro lado, os autores
Girouard et al., (2004) observaram que a NAC reduziu significantemente a PAM
e FC em ratos SHR e melhorou as respostas reflexas bradicardicas e

taquicéardicas, apresentando melhora na enzima GSH-peroxidase. Entretanto, as
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alteracbes secundarias (como remodelacdo estrutural pronunciada na
resisténcia dos vasos) podem reduzir o efeito terapéutico da NAC.

Além disto, o tratamento crénico com a NAC é demonstrado como efetivo
redutor do estresse oxidativo no sistema central e periférico (HARRISON et al,
1991) por producdo da GSH (CAO et al.,, 2012; JOHNSON et al., 2012;
RUSHWHORTH; MEGSON; 2014) e da enzima GSH-peroxidase (GIROUARD
et al, 2004), apresentando efeito benéfico dependendo da intensidade da
patologia (PECHANOVA et al., 2007). Portanto, a relacdo da NAC e sistema
cardiovascular é bem complexa e requer mais estudos, pois recentemente foi
demonstrado pelos autores Schneider Jr et al., (2015) que a NAC na dose de
60 mg/kg aumentou os niveis de corticosterona no sangue de roedores, € no
mesmo sentido, os autores Prevatto et al., (2017) demonstraram que a NAC na
dose 150 mg/kg também aumentou os niveis de corticosterona em roedores,
apresentando efeito significativo no eixo HPA, apesar deste mecanismo ainda
ndo ser conhecido. Portanto, em individuos com problemas cardiovasculares, o
efeito observado da NAC na FC requer cuidado.

Nos experimentos 5 e 6 envolvendo a NAC nos quais foram avaliados os
efeitos agudos e crénicos no momento do estresse, ela ndo apresentou efeito de
proteger e nem de acelerar a recuperagdo nos parametros cardiovasculares
observados como: as alteracbes na PA, FC e temperatura da cauda. Portanto,
neste estudo ndo observamos efeitos protetores cardiovasculares da NAC frente
ao estresse, sendo ao contrario do que esperavamos devido as propriedades
benéficas deste pro-farmaco em reduzir os efeitos do estresse (MULLER et al.,
2002).

A nossa hipotese, é que o ER pode ter sido intenso ao ponto da NAC néo
possuir propriedades suficientes para reverter o ER. Além disto, acreditamos que
somente a NAC por si s6 ndo é o suficiente para alterar respostas em relacéo ao
ER nos parametros cardiovasculares (PA; FC, Temperatura da cauda). Portanto,
neste estudo ndo observamos efeitos protetores cardiovasculares da NAC em
relacdo a exposicao ao estresse.

Alguns estudos tém demonstrado que a NAC possui efeitos periféricos
antioxidantes e na expressao do NO, apresentando efeito no endotélio dos vasos
(HOROWITZ, 1991; SOCHMAN, 1990). A NAC também tem sido relacionada

com efeito de melhorar a vasodilatacdo dependente do endotélio tanto nas
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artérias periféricas quanto nas artérias coronarias (ANDREWS, 2001), devido a
sua propriedade em eliminar os radicais hidroxila e aumentar o fluxo coronariano
dependente do sistema nitrico-oxidase. Através da sua agédo nas moléculas de
adesdao vascular-1 e na acdo da adesividade mediada pelo endotélio via fator
nuclear — Kappa B, a NAC pode reduzir o impacto de estresse oxidativo
(SOCHMAN, 1990) e o aumento dos efeitos de NO pelos tiols, refletem a
importancia do estado redox no controle das fungdes vasculares e pode ser um
terapéutico benéfico para outras patologias do Sistema cardiovascular, como a
aterosclerose (ANDREWS, 2001) e reducdo de infarto (HOROWITZ, 1991).
Portanto, segundo os achados na literatura, a NAC possui efeitos benéficos,
favorecendo algumas fungbes em determinadas situacbes. No entanto, a
regulacdo cardiovascular possui muitos mecanismos envolvidos, sendo
necessarios mais estudos para avaliar o efeito da NAC neste sistema.

O sistema glutamatérgico estd sendo apresentado com uma importante
funcdo para o equilibrio e funcionamento cardiovascular (SANTINI et al., 2013;
MORAES — NETO et al., 2014; FABRI et al.,, 2014; GORKA et al., 2015;
FERREIRA-JUNIOR et al.,, 2018), estando relacionado com muitas regifes
encefélicas, entre elas o NTS (DIAS et al., 2005) e outras regides (SANTINI et
al., 2013; ADAMI et al., 2017) que compdem o tronco encefalico (PUNG et al.,
2006) e promovem respostas cardiovasculares quando o sistema de
neurotransmissao glutamatérgico esté ativado (DIAS et al., 2005; CAMARGO et
al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018). Apesar de existirem muitas evidéncias na
literatura que relacionam o desequilibrio na atividade deste sistema em
respostas mal-adaptadas no sistema cardiovascular em relacdo ao estresse,
(MARTISOVA et al., 2012; HOUTEPEN et al., 2017) n6s néo testamos
farmacologicamente o sistema glutamatérgico para analisar o envolvimento dele
nos efeitos da NAC em relacéo ao funcionamento dos barorreflexos e nem em
relacdo aos parametros cardiovasculares como PA, FC e temperatura da cauda.
Com base em nossos achados dos testes do barorreflexo, nés acreditamos que
a NAC pode ter efeitos no SNC ou no nervo aferente que liga os barorreceptores
ao SNC, porém sado necessarios outros estudos para testarmos esta nossa

hipotese.
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11.CONCLUSAO FINAL

Pela primeira vez a NAC foi testada em estados emocionais negativos
durante a sindrome de abstinéncia ao etanol de ratos expostos ao LCE para
avaliar os comportamentos relacionados com a ansiedade e nos barorreflexos e
modulacdes cardiovasculares induzidos ao estresse de restricdo. No entanto,
apesar de nossa hipotese dos efeitos protetores da NAC com base neste estudo,
demonstramos que o tratamento com a NAC ndo preveniu comportamentos
relacionados com a ansiedade no LCE durante a sindrome de abstinéncia ao
etanol. Além disso, a NAC néo foi eficiente em reverter a resposta ao estresse
de restricdo nos parametros cardiovasculares e autbnomos e 0 seu uso requer
cautela devido a alteracdo na FC por possiveis alteracdes na sensibilidade do

barorreflexo.
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13. APROVACAO DOS COMITES DE ETICA (CEUA)
13.1. CAPITULO1- APROVACAO DO COMITES DE ETICA

ol %
Vi #

Si%7  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA P

u n es 9ULIO DE MESQUITA FILHO” . §
Campus de Araraquara i

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Efeitos do tratamento com N-Acetilcisteina na
sindrome de abslinéncia, reinstala¢do da autoadministragdo induzida pelo estresse e
neuroadaptacoes associadas em ratos”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr:
04/2017, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Tadel Marin - que envolve a
produgao, manutencao ou ulilizacdo de animais perlencentes ao filo Chordala,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado ad-referendum pelo Coordenador da COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraguara da
UNESP em 08 de maio de 2017.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao maio de 2019
Espécie/linhagem/raga Rato Wistar/Long Evans

N? de animais 535

Peso/ldade 200/250g — 9/11 semanas

Sexo Macho

Origem Biotério Central da UNESP/Botucatu

Araraquara, 08 de maio de 2017.
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Profa. Dra. Carla Raquel Fontana Mendonga
Coordenadora da CEUA



13.2. CAPITULO2- APROVACAO DO COMITES DE ETICA
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da N-acetilcisteina sobre o sistema cardiovas-
cular de ratos expostos ao estresse”, registrada com o Protocolo CEUA/FCF/CAr: 03/2018,
sob a responsabilidade do Professor Doutor Marcelo Tadeu Marin, que envolve a producéo,
manutencio ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com o0s precei-
tos da Lein® 11.794, de § de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Expenimentacio Animal
(CONCEA). e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Facul-
dade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP em reumido de 18 de
abril de 2018.

Finalidade { ) Ensino {X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo Abril de 2018

Espécie/linhagem/raca Rato Heterogénico / Wistar- 200 g

168 M

N® de animais 168

Peso/ldade 200 gramas/ 09 semanas

Sexo Masculino

Origem Biotério Central Unesp/ Botucatu
Araraquara, 18 de abril de 2018.
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