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RESUMO

A ingestdo cronica de etanol é capaz de gerar lesbes no sistema nervoso periférico que podem
ocasionar uma neuropatia periférica dolorosa. A neuropatia alcoolica é caracterizada pela dor
em queimacao espontanea, hiperalgesia e alodinia. Evidéncias apoiam a ideia de que o estresse
oxidativo pode ser o gatilho bioquimico para o desenvolvimento da neuropatia alcodlica, visto
que, o etanol tem a capacidade de aumentar esse estresse atraves da formacao de espécies
reativas do oxigénio, danificar estruturas bioquimicas e de esgotar as reservas de antioxidantes
enddgenos. A N — acetilcisteina (NAC) é um antioxidante e exerce esta funcao por servir como
substrato da biossintese da glutationa e ao capturar espécies reativas do oxigénio. Portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar a acdo protetora da NAC na neuropatia alcoodlica induzida.
Foram utilizados ratos Wistar divididos em 4 grupos experimentais (grupo Controle, grupo
Etanol, grupo NAC + Etanol e grupo NAC) contendo uma média de 10 animais por grupo. Os
grupos foram tratados por 10 semanas e 0s testes nociceptivos, Randall Selitto (hiperalgesia
mecanica), Tail Flick (hiperalgesia térmica) e von Frey eletrénico (alodinia), foram realizados
no dia 0 (antes do tratamento), quarta, sexta, oitava e décimas semanas. O teste Rota — rod
também foi utilizado para avaliar o equilibrio e coordenacdo motora dos animais, este teste foi
realizado no dia 0 e na 102 semana de tratamento. Além dos testes comportamentais, na 102
semana de tratamento realizou — se imunofluoréscencia para investigar a expressao de ¢ — Fos
em éareas cerebrais que estdo relacionadas com a nocicepcdo (Nucleo Paraventricular
hipotalamico (PVN), nucleo Dorsal da Rafe (NDR) e Substancia Cinzenta Periaquedutal
(PAG)). Os resultados mostraram que os animais tratados com etanol apresentaram uma
diminuicdo significativa no limiar nociceptivo, como foi evidenciado a partir da diminuicao do
tempo de laténcia no teste Tail Flick e da diminui¢do do limiar de retirada de pata no teste
Randall Selitto e von Frey eletrdnico em relacdo a média basal (dia 0). O tratamento com NAC
durante 10 semanas, por sua vez, foi capaz de manter elevado o limiar nociceptivo térmico no
teste Tail Flick e manteve elevado também o limiar nociceptivo mecanico no teste Randall
Selitto e von Frey eletrdnico em relagdo ao grupo Etanol. Uma diminuigdo na laténcia de queda
no teste Rota — rod foi observada no grupo Etanol apds 10 semanas de tratamento em relacéo
ao dia 0. No entanto, o tratamento com NAC foi capaz de manter elevado a laténcia de queda
em relagdo ao grupo que so recebeu etanol. Para a imunofluoréscencia, os animais tratados com
etanol e que ndo receberam NAC apresentaram um aumento significativo do nimero de

neurdnios imunorreativos a c-Fos no NDR, PVN e PAG em comparagdo aos animais controle.



Ja o tratamento com NAC preveniu este aumento induzido pelo Etanol. Desta forma, esses

resultados sugerem que a NAC exerce uma acgao antinociceptiva e neuroprotetora na neuropatia
alcoolica.

Palavras - chave: Neuropatia alcodlica. Etanol. Acetilcisteina.



ABSTRACT

Chronic alcohol consumption produces a painful peripheral neuropathy which is characterized
by spontaneous burning pain, hyperalgesia and allodynia. Scientific evidences support
oxidative stress as the biochemical trigger for the development of alcoholic neuropathy, since
alcohol consumption increases the amounts of free radicals and damage biochemical structures,
in addition to deplete endogenous antioxidant reserves. N - acetylcysteine (NAC) is an
antioxidant agent that facilitates the biosynthesis of glutathione and capture reactive oxygen
species. Therefore, the aim of this study was to investigate the protective effect of NAC on
induced alcoholic neuropathy. Wistar rats were divided into 4 experimental groups (Control
group, Ethanol group, NAC + Ethanol group and NAC group) containing an average of 10
animals each group. Nociceptive tests, Randall Selitto (mechanical hyperalgesia), Tail flick
(thermal hyperalgesia) and electronic von Frey (allodynia) were performed at the day called 0
(before treatment) and at the fourth, sixth, eighth and tenth weeks. Rota-rod test was also
performed to assess the balance and motor coordination of the animals, at day zero and at the
tenth week. Immunofluorescence investigated the expression of ¢ - Fos at brain areas associated
with nociception (Paraventricular Nucleus of Hypothalamus (PVN), Dorsal Raphe Nuclei
(DRN) and Periaqueductal Gray (PAG)). Results showed that Ethanol group showed a
significant decrease in the nociceptive threshold, as evidenced from the reduced latency time in
Tail flick test and decreased paw withdrawal threshold in Randall Sellito test and electronic von
Frey compared to the mean baseline (day 0). NAC + Ethanol group at 10" week, in turn,
maintained a high thermal nociceptive threshold at Tail flick test and also retained high
mechanical nociceptive threshold at Randall Selitto and electronic von Frey relative to Ethanol
group. A decrease in the falling latency at Rota-rod test was observed in the ethanol group after
10 weeks of treatment compared to day 0. However, NAC + Ethanol group kept the high values
of falling latency compared to Ethanol group. Immunofluorescence tests showed, for Ethanol
group, a significant increase in the number of immunoreactive neurons for c-Fos in DRN, PVN
and PAG if compared to Control group. Once again, NAC prevented the increase induced by
ethanol. Thus, these results suggest that NAC exerts a neuroprotective and an antinociceptive
effect in alcoholic neuropathy.

Keywords: alcoholic neuropathy. Ethanol. Acetylcysteine.
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1 INTRODUCAO

O consumo cronico de etanol esta associado a varios tipos de danos neuroldgicos, tais
como a encefalopatia de Wernicke, deméncia e a polineuropatia periférica (HILLBOM,;
WENNEBERG, 1984; WINDEBANK, 1993).

O mecanismo preciso dos efeitos do etanol no sistema nervoso periférico ainda néo é
bem estabelecido, no entanto, deficiéncia nutricional, efeito toxico direto do etanol nos axénios
ou corpos celulares de neurdnios, e formacdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) sdo
algumas explicacbes propostas para o efeito do etanol nos nervos periféricos. (TAN et al.,
1984).

A ingestdo cronica de etanol € capaz de produzir uma neuropatia periférica dolorosa,
para a qual ainda ndo existe uma forma terapéutica eficaz, isto se deve, principalmente, a falta
da compreenséo da sua fisiopatologia (TIWARI et al., 2009).

A neuropatia alcoolica periférica é caracterizada por uma degeneracdo walleriana e uma
reducao na mielinizacdo das fibras neurais (YERDELEN; KOC; UYSAL, 2008), e, atualmente,
existem controvérsias que circundam o papel patogénico do etanol no desenvolvimento da
neuropatia alcodlica. Narita et al. ( 2007) mostraram que o etanol possui um efeito neurotdxico
direto sobre a medula espinhal e organelas neuronais, e que o acetaldeido seria um dos
causadores diretos desse efeito.

Além do efeito neurotdxico, o etanol tem a capacidade de aumentar o estresse oxidativo
através da formacao de ROS?, danificar estruturas bioquimicas (MONTOLIU et al., 1994), e de
esgotar as reservas de antioxidantes enddgenos. Mediante a isso, um grande nimero de
evidéncias surgiram para apoiar a idéia de que o estresse oxidativo pode ser o gatilho
bioquimico para o desenvolvimento deste tipo de neuropatia (BOSCH — MORELL et al., 1998).

Sabendo que ndo ha um tratamento eficaz e que o estresse oxidativo pode ser o causador
da fisiopatologia envolvida na neuropatia alcoodlica, ha a necessidade de desenvolver novos
tratamentos que garanta a melhora dos nervos danificados e que também previna o
desenvolvimento desta patologia, e 0 uso de antioxidantes pode garantir esta melhora e
prevencéao.

A N — acetilcisteina (NAC), € um antioxidante pertencente ao grupo tiol e,

historicamente, vem sendo utilizada como um agente mucolitico no tratamento de varias

1 Espécies reativas do oxigénio
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doencas pulmonares (GRASSI; MORANDINI, 1976), e é considerado o farmaco de eleicdo
para o tratamento do envenenamento por paracetamol (LAUTERBURG et al., 1983).

A NAC? exerce sua fungdo antioxidante ao facilitar a biossintese da glutationa (GSH) e
pela captura de ROS?® formadas durante o estresse oxidativo (OCAL et al., 2004). Ela oferece
protecdo contra les6es no figado induzidas por varios hepatotoxinas, tais como o etanol (RONIS
et al., 2005) e metanol (RAZA et al., 2003). Além da sua acdo hepatoprotetora, a NAC também
é amplamente utilizada como antiangiogénico (ALBINI et al., 2001), antifibrético (FILHO et
al., 2008), neuroprotetor (ESKIOCAK et al., 2008), renoprotetor (HEYMAN et al., 2003) e
como um agente quelante para o tratamento de intoxicacdo por metal pesado (MODI et al.,
2006).

Assim, frente a capacidade antioxidante da NAC, o objetivo deste estudo foi, através de
testes comportamentais e da expressao da proteina ¢ - Fos, investigar a sua acdo protetora na

neuropatia alcodlica induzida.

1.1 ETILISMO

A dependéncia de etanol (etilismo) é uma doenga cronica e multifatorial, ou seja,
existem diversos fatores que contribuem para o seu desenvolvimento, entre os quais, a
quantidade e frequéncia do consumo do etanol, a condicdo de saude do individuo, além de
fatores genéticos, psicossociais e ambientais. Entretanto, apesar da grande influéncia dos
precedentes acima citados, ndo sdo eles que definem o diagnostico de dependéncia (CISA,
2014). Este por sua vez, é estabelecido como um conjunto de eventos comportamentais,
cognitivos e fisioldgicos que se desenvolvem apds o uso repetido do etanol, tipicamente
associado aos seguintes sintomas: forte desejo de beber, dificuldade de controlar o consumo,
uso continuado apesar das consequéncias negativas, maior prioridade dada ao uso da substancia
em detrimento de outras atividades e obrigacdes, necessidade de doses maiores de etanol para
atingir o mesmo efeito obtido com doses anteriores inferiores e, finalmente, estado de
abstinéncia fisica quando da falta do consumo do etanol (OMS, 2010).

O uso nocivo do etanol é um dos fatores de risco de maior impacto para a morbidade,

mortalidade e incapacidades em todo o mundo e, pode estar relacionado a 3,3 milhGes de mortes

ZN - acetilcisteina
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a cada ano. Desta forma, aproximadamente 6% das mortes no mundo s&o total ou parcialmente
atribuidas ao etanol (CISA, 2014).

Atualmente, de acordo com a OMS* o consumo de etanol é um dos mais graves
problemas de salde publica, ocupando a terceira posicao entre os principais fatores de risco de
satde mundial. Estima — se que cerca de dois bilhdes de pessoas em todo 0 mundo consumam
bebidas alcoodlicas e que 76,3 milhdes fazem o uso abusivo do etanol. Assim, esta droga é
considerada como uma das mais populares no mundo. No Brasil, a dependéncia ao etanol atinge
12% dos adultos, sendo, o uso do etanol, também responsavel por 90% das mortes associadas
ao uso concomitante com outras drogas, ou seja, 0 etanol mata mais do que as drogas ilicitas
(PORTAL BRASIL, 2012), e ainda é apontado como um dos principais fatores responsaveis
pela alta incidéncia dos acidentes de transito com vitimas, costuma — se considerar que o uso
do etanol é causador da metade ou um quarto dos acidentes com vitimas fatais no transito
(ABREU; LIMA; ALVES, 2006).

Além do que ja foi exposto, nos Ultimos dez anos, 0 uso nocivo do etanol foi responsavel
por 3,8% do indice de mortalidade mundial, sendo considerado entdo como um dos principais
fatores de riscos para transtornos neuropsiquiatricos e de doencas nao transmissiveis, como a
cirrose hepatica, alguns tipos de cancer, como o de eséfago, e de doencas cardiovasculares
(OMS, 2011).

Desta forma, o uso abusivo do etanol pode trazer consequéncias sérias para a saude, ja
gue o seu consumo exagerado pode danificar significativamente os érgaos, debilitar o sistema

imune e contribuir para o desenvolvimento de vérias patologias.

1.2 PATOLOGIAS RELACIONADAS AO ETILISMO

Como mencionado anteriormente, o uso prejudicial do etanol é um problema mundial,
representando o terceiro maior fator de risco no mundo para doencas e incapacidades, sendo
considerado assim, como elemento gerador de 60 tipos de patologias e lesdes, e coadjuvante na
causa de pelo menos outras 200 doengas (ROCCO et al., 2014).

Ap0s a ingestdo, o etanol é capaz de se distribuir por todo o corpo e rapidamente

atravessar a barreira hematoencefélica, gerando danos em varios tipos de tecidos tais como o

4 Organizacdo Mundial da Salde
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figado, masculos cardiaco e esquelético, e o sistema nervoso central e periférico (CHOPRA,;
TIWARI, 2011). Na maioria dos paises industrializados, cerca de 25% dos casos de cirrose
hepatica tem como causa principal o uso abusivo do etanol (MANN; SMART; GOVONI, 2003;
SINGAL; ANAND, 2013). No entanto, geralmente os individuos expostos cronicamente ao
etanol desenvolvem, principalmente, esteatose hepatica, que é a primeira resposta do figado ao
consumo exagerado do etanol. Apenas a minoria desenvolve cirrose hepatica (KAMPER —
JORGENSEN et al., 2004; MANDAYAM; JAMAL; MORGAN, 2004).

Muitas hipoteses vém sendo propostas para explicar 0 mecanismo patogénico das
doencas hepaticas causadas pelo etanol. Primeiramente, o figado é o principal 6rgdo
responsavel por metabolizar o etanol. Assim, € possivel que o etanol e seus metabolitos, como
0 acetaldeido, exercam um efeito citotdxico direto, atuando como hepatotoxinas (SETH et al.,
2011). No caso do acetaldeido, este tem a capacidade de danificar o figado por desencadear
inflamacdo, remodelacdo da matriz extracelular e fibrogénese (MELLO et al., 2008). Além
disso, 0 abuso cronico do etanol garante a producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) que
sdo as principais responsaveis pelo perfil pré — inflamatério presente no figado danificado por
esse consumo crénico do etanol (PAROLA; ROBINO, 2001).

Além do figado, o uso nocivo do etanol também pode afetar o sistema cardiovascular,
sendo associado ao desenvolvimento de cardiomiopatia e arritmias, geralmente fibrilacao atrial,
0 que poderia levar a um infarto do miocardio e morte stbita (SIDORENKOV et al., 2011). O
etilismo também parece ser um fator de risco para a hipertensao, através do aumento da secrecdo
de catecolaminas, seguido por aumento da angiotensina Il, e aumento da aterosclerose (DA
SILVA et al., 2013; KLATSKY; FRIEDMAN; ARMSTRONG, 1986).

Os efeitos do etanol no masculo cardiaco sdo dose — dependentes. Em um estudo
comparativo entre pacientes alcodlatras e pacientes saudaveis, 0s que faziam o uso abusivo do
etanol, mostraram possuir uma menor fracdo de ejecdo, diametro diastolico final maior, e uma
massa ventricular esquerda maior (URBANO — MARQUEZ et al., 1989). Outros estudos ainda
mostraram que a contragdo ventricular e a inibicdo de proteinas ndo — contrateis podem ser
diretamente mediadas pelo etanol. Além disso, a oxidagdo do acetaldeido aumenta as ROS®,
que sdo responsaveis pela oxidacdo de estruturas bioquimicas e por danificar as organelas
através da oxidacdo de residuos de aminoacidos. Possivelmente, a autofagia também seja

induzida pelo acetaldeido, levando assim a injuria do miocardio (GUO et al.,2012).
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No caso das arritmias, tal como a fibrilacdo arterial, novamente, as ROS tém a maior
participacdo na patogenia da fibrilagéo arterial em pacientes etilistas, isso devendo — se ao fato
de uma maior formacdo de metabolitos reativos do oxigénio tais como glutationa reduzida e
cisteina (NEUMAN et al., 2007). O estudo de Lin et al. (2010) demonstrou que o estresse
oxidativo induz um aumento na for¢a de contragcdo e uma diminuicdo no comprimento do
potencial de acdo do miocardio, conduzindo desta forma ao aparecimento da fibrilagdo atrial.

O uso nocivo do etanol ndo causa danos apenas no musculo cardiaco, mas também nos
musculos esqueléticos. Nestes o etanol é capaz de desencadear dois tipos de miopatia, a
rabdomiodlise aguda, que é a quebra rdpida das fibras musculares esqueléticas, e a miopatia
alcodlica cronica, sendo esta ultima definida como atrofia e fraqueza dos musculos proximais
(PREEDY et al., 2001). A atrofia da fibra ocorre devido a um desequilibrio entre a sintese e a
quebra de proteinas, assim como a ocorréncia de apoptose na fibra muscular, e o etanol parece
ter um efeito direto na sintese dessas proteinas (FERNANDEZ — SOLA et al., 2003).

Adicionalmente, o etanol pode alterar a sinaliza¢do da insulina e do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) — 1, contribuindo assim para a atrofia muscular, ja que essas
sinalizagcBes possuem papéis importantes no crescimento e metabolismo muscular. Alteractes
nesses fatores podem gerar dano oxidativo e disfungdo mitocondrial, e 0 estresse oxidativo
formado pode também inibir a acetilcolinesterase, podendo ser este, mais um fator envolvido
na atrofia da fibra muscular (NGUYEN et al., 2012).

No sistema nervoso central, 0 consumo excessivo do etanol pode resultar em reducéo
do peso cerebral e atrofia em suas regides cortical e subcortical, podendo gerar, nos etilistas,
certo tipo deméncia (HARPER, 2007; HARPER, 2009; NORDSTROM et al., 2013; ZAHR;
KAUFMAN; HARPER, 2011).

A producdo de metabolitos toxicos do etanol e o dano a proteinas celulares é um dos
mecanismos propostos para a ocorréncia do prejuizo neuronal (RINTALA et al., 2000;
UPADHYA; RAVINDRANATH, 2002; ZAHR; KAUFMAN; HARPER, 2011), ou seja, 0
etanol é capaz de aumentar o nivel de morte neuronal e diminuir a neurogénese, porém, a
intensidade da atrofia do cérebro esta relacionada a quantidade de etanol consumido
(GONZALEZ — REIMERS et al., 2014).

Ainda segundo Crews e Nixon (2009), a morte neuronal em etilistas esta relacionada
com o estado inflamatorio desses pacientes. Dois fatores de transcricdo séo importantes para a
manutencdo neuronal: a proteina ligadora do elemento responsivo ao Monofosfato Ciclico de
Adenosina (CREB), o qual promove a sobrevivéncia neuronal e protege os neurbnios da

excitotoxidade, e o fator nuclear kappa B (NFxB), um complexo proteico pro — inflamatério
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cuja ativacgdo resulta em aumento da formacdo de citocinas pré — inflamatérias, tal como do
fator de necrose tumoral (TNF) — a. O consumo exacerbado de etanol garante uma maior
ativacdo do NF«B® e transcri¢io de genes alvo, e uma menor transcrigio de genes oriundos do
CREB’ (CREWS; NIXON, 2009), ou seja, o CREB, que regula no cérebro fatores
neurotroficos, esta reduzido nos cérebros de pacientes que fazem o uso abusivo do etanol,
principalmente nas areas onde ocorreu neurodegeneracdo (ZOU; CREWS, 2010). O etanol
também inibe diretamente a neurogénese, ja que afeta, principalmente, a proliferacdo das
células tronco neuronais, fendmeno este, exacerbado pela presenca do processo inflamatério
(MONJE; TODA; PALMER, 2003; NIXON; CREWS, 2002).

J& no sistema nervoso periférico, 0 consumo excessivo do etanol pode desencadear uma
neuropatia periférica, a qual é caracterizada por polineuropatia simétrica com maior
envolvimento dos membros inferiores e, em menor grau, dos membros superiores (KOIKE et
al., 2001a; KOIKE et al., 2003). Achados patoldgicos e eletrofisiologicos indicam que o etanol
gera neuropatia axonal com diminuigé&o na densidade das fibras nervosas, sendo que as fibras
mais acometidas seriam as mielinizadas de pequeno calibre e as ndo mielinizadas, as fibras C
(KOIKE et al., 2001b).

1.3 NEUROPATIA ALCOOLICA PERIFERICA

A neuropatia alcodlica periférica € uma complicacdo ocasionada pelo consumo
prolongado do etanol. E caracterizada por disfuncdo dos nervos sensoriais, motores e
auténomos, ocorrendo primeiramente nas extremidades inferiores. A falta de compreenséo da
sua fisiopatologia dificulta o desenvolvimento de terapias confiaveis, tornado o tratamento
desta patologia, um processo complexo. (KOIKE et al., 2003; KOIKE; SOUBE, 2006; MANJI,
2011; TIWARI et al., 2009).

A etiologia da neuropatia induzida pelo etanol vem sendo debatida por mais de um
século e, atualmente, considera - se que ela esteja associada a varios fatores de risco, tais como
predisposicdo genética, ma nutricdo, doencas sistémicas, deficiéncia de tiamina, toxicidade dos
metabolitos do etanol, como o acetaldeido que aumenta a concentragdo de espécies reativas do

oxigénio, e historico familiar de etilismo. Porém, ainda ndo esta claro qual desses fatores possui

® Fator nuclear kappa B
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0 papel fundamental na inducéo desta patologia (MELLION; GILCHRIST; DE LA MONTE,
2010). A neuropatia alcodlica severa causa dificuldade de caminhar, perda do equilibrio e até
paralisia. Suas caracteristicas clinicas desenvolvem — se lentamente e estendem — se por varios
meses (PETERS et al., 2006). Nas fases iniciais, as queixas apresentadas sdo dor em queimacao
nas extremidades, hiperalgesia (dor exagerada em resposta a um estimulo doloroso) e alodinia
(dor evocada por estimulos normalmente inécuos) (TIWARI et al., 2009). Clinicamente, as
caracteristicas da neuropatia alcoolica séo parecidas com as da doenca beribéri (deficiéncia de
tiamina — vitamina Bi1), afetando principalmente os sistemas muscular, cardiovascular,
gastrointestinal e nervoso (PETERS et al., 2006).

Os pacientes que apresentam a neuropatia alcodlica periférica, expressam degeneracao
axonal das fibras nervosas sensoriais e motoras, no entanto, com maior envolvimento dos
nervos sensoriais presentes nos membros inferiores e, reducdo na mielinizacdo dessas fibras
neurais (AMMENDOLA et al., 2001).

A neuropatia alcodlica corresponde a um tipo de axonopatia distal, j& que as mudancas
axonais envolvem principalmente a parte distal das fibras mais longas dos membros inferiores
(KOIKE et al., 2003; KOIKE et al., 2001) e, quando essa axonopatia estad acentuada, ha o
envolvimento tanto de fibras mielinizadas quanto de ndo mielinizadas. O mecanismo que leva
a essa degeneracdo ainda ndao é bem compreendido (KOIKE et al., 2004; NOVAK; VICTOR,
1974).

Inicialmente, foi considerado que a patogenia da neuropatia alcodlica estava relacionada
com deficiéncias nutricionais, especialmente com a deficiéncia de tiamina. O etanol dificulta a
absorcédo da tiamina no intestino, reduzindo o armazenamento desta no figado e afetando assim
a sua fosforilacéo, ndo permitindo que ela seja transformada na sua forma ativa (SINGLETON;
MARTIN, 2001). Pacientes que fazem o uso abusivo de etanol também tendem a consumir
pequenas quantidades de nutrientes essenciais e vitaminas, e/ou possuem a absorcao
gastrointestinal comprometida devido aos efeitos diretos do etanol (MEZEY, 1980; RYLE;
THOMSON, 1984).

Entretanto, em 1979, Bosch et al. observaram que o etanol ou seus metabdlitos possuem
efeitos neurotoxicos que levam & degeneracdo axonal, desenvolvendo assim neuropatia
alcoolica em ratos tratados com etanol, porém com os niveis de tiamina dentro da normalidade,
mostrando entdo, que a deficiéncia de tiamina ndo era o gatilho bioquimico envolvido na sua
patogenia.

Mediante isso e sabendo que 0 mecanismo exato que leva a neuropatia alcodlica ainda

nédo é bem entendido, novos estudos foram realizados e novas explicagcdes para tal mecanismo
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foram propostas. Estas incluem ativagdo da microglia presente na medula espinhal apos a
ingestdo cronica de etanol (NARITA et al., 2006), ativacdo de receptores mGIu58 na medula
espinhal (MIYOSHI et al., 2007), estresse oxidativo formando espécies reativas do oxigénio
que causam danos aos nervos, com a liberagao de citocinas pré — inflamatérias (TNF — B°, TGF
— 119, IL - 1B) sequida da ativacdo da proteina C quinase (PKC) (DINA et al., 2000),
envolvimento de sinais extracelulares regulados por quinases ou o classico MAP quinase
(proteinas quinases ativadas por mitdgenos) (DINA et al., 2007), envolvimento do sistema
opioidérgico (NARITA et al., 2007) e do sistema hipotdlamo-hipofise-adrenal
(GIANOULAKIS et al., 2003).

Diante dessas novas proposigdes e apesar de ter sido visto que a deficiéncia nutricional,
principalmente deficiéncia de tiamina, ndo € o gatilho bioquimico, chegou — se a concluséo de
qgue a neuropatia alcoolica poderia ocorrer devido a uma combinacdo entre a deficiéncia
nutricional e os efeitos toxicos do etanol e dos seus metabdlitos (FIGURA 1) (CHOPRA,;
TIWARI, 2011).

8 Receptor de glutamato metabotropico 5
® Fator de necrose tumoral 3
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Figura 1 - Diagrama ilustrando as diferentes vias envolvidas na fisiopatologia da neuropatia alcoodlica.
Fonte: modificado de CHOPRA; TIWARI, 2011.

Dina et al. (2007) em seu estudo indicaram que a ingestdo de etanol pode diminuir o
limiar nociceptivo e aumentar o estresse oxidativo/nitrosativo com posterior liberacdo de
citocinas pro — inflamatorias (TNF — B2, TGF — B1%, IL - 1p*) seguidas da ativagio da PKC™®.

Um decréscimo significativo na atividade de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutases (SODs) e catalase (CAT)) e um aumento na peroxidacéo lipidica foram observados
no nervo ciatico de ratos diabéticos com dor neuropética estabelecida (SHARMA; SAYYED,
2006). Devido a isso, o0 etanol é capaz de aumentar o estresse oxidativo atraves da formacéo de
ROS'® e por danificar estruturas bioquimicas (MONTOLIU et al., 1994), e de diminuir as
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reservas de antioxidantes tais como o o — tocoferol, glutationa (GSH), acido ascorbico e
vitamina E (MCDONOUGH, 2003).

Atualmente, as terapias para o tratamento da neuropatia alcodlica sdo direcionadas para
0 blogqueio dos danos adicionais que possam Vir a ocorrer nos nervos periféricos e garantir
assim, a volta do seu funcionamento normal. Entretanto, o tratamento somente alcanca o
sucesso através da abstinéncia ao etanol, associado a uma dieta equilibrada, complementada
com todos as vitaminas do complexo B. Quando a ingestdo de etanol € mantida, a degeneracéo
das fibras nervosas continua a progredir e, apenas a suplementacdo vitaminica ndo garante a
melhora do quadro dos pacientes. Quando isso acontece, a Unica opgao possivel é o tratamento
com analgésicos para a dor aguda, ndo se tratando a patologia envolvida na neuropatia alcoolica
(CHOPRA; TIWARI, 2011).

Sabendo que o consumo excessivo do etanol é capaz de diminuir as concentracdes de
antioxidantes enddgenos e de aumentar o estresse oxidativo, tratamentos com antioxidantes tais
como vitamina C, vitamina E e a — tocoferol vem sendo utilizados para gerar melhora na fungéo
dos nervos danificados pelo consumo crénico do etanol, ja que estes possuem a capacidade de
inibir a formacdo de ROS e também por alterarem o potencial redox intracelular. Por este
motivo, h& a necessidade de se identificar novos antioxidantes que possam vir a ter efeito
benéfico maior ou mais complexo, quando comparados aos ja existentes, sobre 0s danos neurais

causados pela neuropatia alcodlica.

1.4 N — ACETILCISTEINA

A N — acetilcisteina (NAC) é o precursor acetilado dos aminoacidos sulfurados, L —
cisteina (L - Cys), e possui efeitos antioxidantes por reagir diretamente com eletrofilicos e por
facilitar a formacdo de um antioxidante intracelular, a GSHY', que é um tripeptideo linear,
composto por trés aminoacidos, o acido — L — glutdmico (L - Glu), L - Cys e a L - glicina (L -
Gly) (FIGURA 2) (RUSHWORTH; MEGSON, 2014).

17 Glutationa
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Figura 2 - Esquema representativo da formacdo da Glutationa a partir da N — acetilcisteina (NAC). L —Cys (L -
cisteina); L — Glu (&cido — L - glutdmico); L — Gly (L — glicina).
Fonte: modificado de RUSHWORTH; MEGSON, 2014.

A NAC!® foi introduzida no mercado na década de sessenta e desde entdo, tem sido
utilizada como agente mucolitico de doencas cronicas do trato respiratorio e como um antidoto
para a hepatotoxicidade ocasionada pela sobredosagem do acetaminofeno (paracetamol)
(HARADA et al., 2001). Modelos experimentais em animais € humanos mostraram que a NAC
é um poderoso antioxidante e um agente terapéutico potente no tratamento de cancer, doencas
cardiacas, infeccdo por HIV, intoxicacdo por metais pesados, e outras doengas provocadas por
ROS'® (SUAREZ, 2005).

A NAC?° é um composto que contém um grupo sulfidrila e um grupo acetil (FIGURA
3), sendo o grupo acetil responsavel pela sua rapida absorcdo em varios tecidos apos a sua
administracdo pela via oral. Ela € desacetilada e metabolizada no intestino e figado, e depois
incorporada em proteinas sulfidicas. A sua atividade antioxidante pode ser atribuida, como dito
acima, ao fato dela servir como substrato para a sintese da GSH?! mas também pela presenca
do grupo sulfidrila, pois é através deste que a NAC reage diretamente com as ROS
(BORGSTROM et al., 1986).

8 N — acetilcisteina
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Figura 3 - Estrutura molecular da N — acetilcisteina. O grupo Sulfidrila encontra — se sublinhado em vermelho e
0 grupo Acetil encontra — se sublinhado em azul.
Fonte: Do autor.

A NAC possui a capacidade de reduzir extracelularmente o aminoéacido cistina em
cisteina e intracelularmente serve como fonte de grupos sulfidrilas. Como fonte do grupo
sulfidrila, a NAC além de estimular a sintese da GSH, aumenta a atividade da glutationa —S-
transferase (GST), que é importante para a desintoxicacdo celular causada por xenobidticos,
promove a desintoxicagdo do figado e € um poderoso antioxidante capaz de reduzir bastante as
ROS presentes no organismo (DE VRIES; DE FLORA, 1993).

A GSH, quando na sua forma reduzida, estd envolvida na eliminacdo de perédxidos e
proteinas nitrosiladas presentes no citosol celular e nas mitocondrias. Anormalidades no
metabolismo dessa substancia podem gerar um aumento na producgdo de TNF — a??, que é um
importante mediador envolvido na dor neuropética. (SAGARA et al., 1994). Diferente da L -
Cys?3, a NAC é uma forma permeavel 8 membrana celular, e desta forma, consegue atravessar
passivamente a barreira hematoencefalica e assim, promover o aumento da GSH?* neuronal
(AOYAMA et al., 2006; DRINGEN, HAMPRECHT, 1999; FARR et al., 2003).

Como um potente antioxidante, a NAC?® tem o poder de sequestrar peréxido de
hidrogénio (H,0,) e hidroxilas (*OH) (ARUOMA et al., 1989). Além disso, ela restringe as
ROS?, aumenta a viabilidade de células em cultura, incluindo entre estas, neur6nios motores
(ROTHSTEIN et al., 1994), oligodendrécitos (MAYER; NOBLE, 1994), neurdnios corticais
(RATAN et al., 1994) e células PC — 12 (células derivadas de uma linhagem clonal de
feocromocitoma que exibem caracteristicas de neurdnios) (FERRARI et al., 1995). NAC
tambem é capaz de diminuir ROS através do aumento da sintese de GSH (SONG et al., 2004).

2 Fator de necrose tumoral a
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O estudo de Verhasselt (1999) mostrou também que este precursor de L - Cys?’ inibe a
sintese do 6xido nitrico (* NO), diminui a expressio do fator de necrose tumoral (TNF) — a2 e
da ativacio de NFkB?® (envolvido na transcri¢do de enzimas apoptoticas).

Moosmann e Behl (2002) observaram que a NAC tem um poder antioxidativo efetivo
contra a apoptose celular induzida pelo estresse oxidativo, que geralmente esta envolvido na
fisiopatologia de numerosas doencas.

Pascale et al. (1989) comprovaram que a NAC previne a inibicdo da Na+/K+ ATPase
presente nas membranas plasmaticas dos hepatocitos de ratos tratados com etanol através da
manutencdo dos estoques da glutationa intracelular. J& no estudo de Aydin et al. (2002)
conseguiu - se demonstrar que, a NAC diminui, em tecido cerebral de ratos que receberam
etanol, a lipoperoxidacdo e a producio de® NO®, e aumentou a concentracio de enzimas e
substancias antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx), CAT®!, SODs* e GSH.

Kamboj et al. (2010) evidenciaram em seu estudo que apds 7 semanas de tratamento
com a NAC, os ratos com neuropatia diabética obtiveram melhora na hiperalgesia, coordenacao
motora e aumento da atividade da Na+/K+ ATPase presente no nervo ciatico. Apos a instalacéo
da neuropatia diabética, estes ratos apresentaram aumento da peroxidacao lipidica no nervo
ciatico e diminuicdo nos niveis de fosfolipidios. Porém, o tratamento com a N — acetilcisteina
atenuou a peroxidacdo lipidica e aumentou os niveis de fosfolipidios, fato que parece estar
ligado ao aumento subsequente da concentragio da GSH* e proteinas do grupo tiol, o que levou
a reducdo da atividade de enzimas antioxidantes como a SODs**, CAT®®, glutationa redutase
(GSR), GPx* e GST¥. O tratamento com a NAC®, além de aumentar a defesa por
antioxidantes, foi capaz ainda de prevenir a liberagdo do citocromo c e a ativacéo da caspase 3,
mostrando uma diminui¢do na ativacdo das vias de apoptose que antes, nos ratos que
apresentavam neuropatia diabética, se encontravam elevadas.

Desta forma, como a N — acetilcisteina revelou possuir propriedades protetoras contra o

estresse oxidativo na neuropatia diabética e nos efeitos neurotdxicos do etanol, o estudo

27 L - cisteina

28 Fator de necrose tumoral o
29 Fator nuclear Kappa B

30 Oxido nitrico

31 Catalase

32 Superoxido dismutases

33 Glutationa

34 Superoxido dismutases

3 Catalase

% Glutationa peroxidase

37 Glutationa — S - transferase
38 N — acetilcisteina
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presente, atraves de testes nociceptivos e da expressao da proteina ¢ — Fos em sitios especificos
do cérebro, teve a finalidade de investigar se a N — acetilcisteina possui também propriedades

antioxidantes sobre a neuropatia alcodlica induzida experimentalmente.
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2 JUSTIFICATIVA

Além de ser considerado um dos mais graves problemas de satde publica, o consumo
crénico do etanol pode induzir neuropatia periférica dolorosa para a qual ndo existe ainda, uma
terapia eficaz. Em virtude disso, a procura por novas substancias que possam ser usadas na
melhoria do funcionamento dos nervos danificados pela neuropatia alcodlica, se faz muito
importante. Com isso, novas modalidades terapéuticas poderdo ser desenvolvidas, diminuindo,
assim, a morbidade gerada por esta neuropatia, com consequente aumento da qualidade de vida
do doente.
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3 OBJETIVOS

Diante das exposicdes apresentadas este estudo teve como objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial de neuroprotecdo da N — acetilcisteina na neuropatia alcotlica

induzida experimentalmente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

Para investigar o potencial neuroprotetor da N — acetilcisteina foi avaliado:

A acdo da N — acetilcisteina sobre o limiar nociceptivo dos animais com neuropatia
alcoolica induzida através dos testes von Frey eletronico (alodinia), Randall — Sellito

(hiperalgesia mecénica) e retirada de cauda (hiperalgesia térmica).

A acdo da N — acetilcisteina sobre a coordenacdo motora dos animais com neuropatia
alcoolica induzida por meio do Teste da locomocéo forcada em cilindro giratério (Rota
—Rod).

O efeito da administracdo da N - acetilcisteina na expressao da proteina ¢ — Fos, em
sitios especificos no sistema nervoso central, relacionados a nocicepcdo, tais como, o
nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), nucleo dorsal da rafe (NDR) e substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), em animais com neuropatia alcoolica induzida, apos

estimulo nocivo (hiperalgesia mecanica).
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia da Universidade
Federal de Alfenas — UNIFAL — MG.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar divididos em quatro grupos experimentais contendo em
média dez animais por grupo, com peso entre 150 a 200 gramas, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL - MG. Os animais foram alojados em
caixas de polipropileno, em numero méximo de seis por caixa, tratados com racdo comercial e
agua “ad libitum”. Estas caixas foram mantidas em uma sala com temperatura controlada (22
+ 2°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luzes acesas as 7:00 am. Os animais foram
ambientados as condic6es do laboratorio antes da realizacdo dos testes e todos 0s experimentos
foram realizados entre 08:00 e 18:00 h. O uso dos animais foi aprovado pelo comité de ética
para 0 uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL - MG com o

namero de protocolo correspondente a 521/2013.

4.2 DROGAS UTILIZADAS

- N —acetilcisteina (Fagron, Brasil) — Precursor de aminoacidos sulfurados, L - cisteina,
o qual apresenta efeitos antioxidantes. A N — acetilcisteina foi diluida em agua destilada e sua
concentracdo foi ajustada para se obter uma dose diaria de 1,4 — 1,5 g/kg de peso corporeo
(média de 1,41 + 0,1 g/kg/dia) por gavagem (KAMBOJ et al., 2010).

- Etanol (Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Brasil) — Indutor da neuropatia
alcoolica que foi administrado por via oral (gavagem) e diluido em agua destilada. Inicialmente,
utilizou — se Etanol 35% (v/v) para induzir a neuropatia alcodlica, no entanto, a administracdo
de Etanol 35% (v/v) nos ratos do grupo Etanol, ndo conseguiu induzir os sinais caracteristicos

que evidenciam a presenca da neuropatia alcodlica, hiperalgesia e alodinia. Desta forma,
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decidiu — se por aumentar a porcentagem de Etanol até que tais sinais fossem evidenciados nos
animais do grupo Etanol, logo, a porcentagem de Etanol que garantiu o desenvolvimento da
neuropatia alcodlica foi a de 38% (v/v).

- Agua destilada — Veiculo utilizado para preparar o Etanol 38% (v/v) e a NAC
4.3 PROCEDIMENTOS/PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os protocolos experimentais, utilizados para estudar o efeito da NAC na neuropatia
alcodlica, foram baseados e adaptados de TIWARI et al. (2009), TIWARI et al. (2010) e
KAMBOJ et al. (2010).

Juntamente com a avaliacdo do efeito da NAC na neuropatia alcodlica, experimentos
para verificar se a dose de Etanol administrada aos animais poderia estar influenciando no
ganho de peso, na motivagdo em explorar o ambiente e se uma indug&o de Ulcera gastrica estava

ocorrendo, foram realizados.

4.3.1 Peso dos animais

A partir da primeira semana de tratamento e até o fim da 10? semana, os animais foram
pesados a cada 3 dias. A pesagem foi realizada antes do tratamento diario com as respectivas
drogas e, em seguida, um ajuste na dose de cada droga foi realizada de acordo com o ganho de
peso do animal. O controle do ganho de peso, além de ser importante para o ajuste da dose de
Etanol, NAC e 4gua destilada, foi importante também para verificar se a dose de 38% (v/v) de
Etanol, que nunca antes na literatura havia sido administrada em ratos para induzir a neuropatia

alcodlica, foi capaz de influenciar no ganho de peso dos animais.

4.3.2 Campo aberto
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Para avaliar a motivacdo dos animais de cada grupo (n = 10) em explorar o ambiente foi
implementado o teste do Campo aberto (Insight Ltda, Brasil). O teste do Campo aberto
(WALSH, CUMMINS, 1976) promove a mensuracdo da locomocao, exploracéo e ansiedade.
O ndmero de quadros cruzados e a frequéncia de Rearing sdo usados como parametros para
avaliar a atividade locomotora, mas também sdo pardmetros para avaliar a exploracdo e
ansiedade. Uma alta frequéncia nesses comportamentos indica, respectivamente, aumento na
locomocdo e exploracdo e/ou diminuicdo no nivel de ansiedade. Este teste foi realizado na 102
semana de tratamento e, antes da sua realizacdo, na noite anterior, os animais foram
ambientados a sala de experimentacdo. No dia da realizagdo do teste, um animal por vez de
cada grupo foi colocado no centro do Campo aberto e filmado por 5 minutos. Ao terminar a
filmagem, o animal foi retirado do Campo aberto e levado novamente ao biotério do
Laboratorio de Fisiologia da Universidade Federal de Alfenas — MG. Antes de realizar nova
filmagem com outro animal, o0 Campo aberto foi devidamente higienizado com alcool etilico
10% (v/v) para eliminar qualquer odor do animal anterior.

4.3.3 Anélise macroscopica do estbmago

Ulceras gastricas sdo caracterizadas por longas bandas de lesdes hemorragicas na
mucosa gastrica superficial (NORDIN et al., 2014). Antes da coleta dos estbmagos, 0s animais
permaneceram em jejum por 24 horas, para 0 esvaziamento gastrico. No dia da coleta, o0s
animais foram anestesiados com tribromoetanol (TBE 2,5%, 1 mL/100g de peso corporeo,
intraperitonial), eutanasiados por decapitacdo e, em seguida, o estbmago de cada animal foi

retirado e lavado com salina para posterior exame macroscopico.

4.3.4 Inducdo da neuropatia alcodlica

A neuropatia alcoolica foi induzida através da administracdo de etanol 38% v/v
preparado em agua destilada (10g/kg de peso corpdreo por via oral - gavagem) todos os dias

por 10 semanas.
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4.3.5 Tratamento com as drogas

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais contendo de dezesseis a
quatro animais por grupo. O grupo Controle foi o controle do grupo Etanol e, os animais
receberam agua destilada (10g/kg de peso corporeo por via oral - gavagem) no lugar do etanol.
No grupo Etanol foi administrado aos animais etanol 38% v/v (10g/kg de peso corpdreo por via
oral - gavagem) por 10 semanas. O grupo NAC + Etanol recebeu Etanol 38% v/v (10g/kg de
peso corpdreo por via oral - gavagem) e NAC (1,4 — 1,5 g/kg de peso corpdreo por via oral -
gavagem). O grupo NAC recebeu apenas NAC (1,4 — 1,5 g/kg de peso corpéreo por via oral -
gavagem) sem a administracdo do Etanol (TABELA 1).

A NAC foi preparada todos os dias antes da sua administracdo aos animais em agua
destilada e também foi administrada todos os dias por via oral (gavagem) por dez semanas a
partir do dia 1.

Tabela 1 - Tratamento dos grupos com suas respectivas drogas.

Grupos Drogas
Controle Agua destilada (10g/kg por via oral) por 10 semanas
Etanol Etanol 38% v/v (10g/kg por via oral) por 10 semanas

NAC + Etanol Etanol 38% v/v (10g/kg por via oral) + NAC (1,4 —1,5 g/kg

por via oral) por 10 semanas

NAC NAC (1,4 — 1,5 g/kg por via oral) por 10 semanas

Fonte: Do autor.
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4.3.6 Testes comportamentais

Todos os testes nociceptivos foram realizados no dia zero (antes do tratamento), em
sequéncia, no primeiro dia, foi iniciado o tratamento dos animais e, na quarta, sexta, oitava e

décima semanas novos testes nociceptivos foram realizados (FIGURA 4).
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Figura 4 - Esquema representativo do protocolo experimental para os testes nociceptivos que foram
realizados.
Fonte: do autor.

4.3.6.1 Alodinia mecanica

Os ratos de cada grupo (n = 8) foram alocados individualmente em camaras acrilicas
com o fundo composto por uma grade metéalica e adaptados ao ambiente de teste por pelo menos
30 minutos. O von Frey Eletronico (Insight Ltda, Brasil) foi utilizado para produzir estimulos
mecéanicos pontuais (em g) em varias intensidades. No método eletronico, um transdutor de
pressao acoplado a uma ponteira de calibre fixo possibilita o registro da forca necesséria para a
resposta comportamental. A ponta do transdutor foi pressionada a planta da pata posterior até
provocar uma ligeira deflex&o contra a pata, e foi mantida por 1 segundo. Cada estimulo foi
aplicado quatro vezes com um intervalo de 4 — 5 segundos. Um cuidado foi tomado para que
locais aleatdrios fossem estimulados na superficie plantar. Uma resposta positiva foi observada

quando a pata estimulada foi retirada. O limiar de retirada da pata foi definido como a forca
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minima necessaria para provocar um reflexo de retirada da pata, pelo menos uma vez em quatro
ensaios. Movimentos voluntérios relacionados com a locomocao nao foram considerados como
uma resposta de retirada. A alodinia mecanica foi definida como uma diminuicao nos limiares
de retirada da pata (FIGURA 5).
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Figura 5 - von Frey eletrdnico utilizado para verificar a alodinia mecénica nos ratos de cada grupo experimental.
Fonte: Do autor.

4.3.6.2 Hiperalgesia mecanica

A laténcia da resposta nociceptiva foi quantificada pelo teste de Randall — Selitto
(Insight Ltda, Brasil). Neste teste, foi aplicada uma pressédo mecénica aumentada linearmente
no dorso da pata do rato (TAIWO et al., 1989). Os limiares nociceptivos, expresso em gramas
(9), foram obtidos através do aumento da pressao no dorso da pata do animal até que ocorresse
a retirada desta pata ou que uma vocalizacdo fosse emitida. Como este teste envolve a
manipulacdo do animal, o pesquisador habituou o rato da seguinte forma: 3 dias antes do
experimento, os ratos foram manipulados pelo experimentador por 20 segundos, duas ou trés
vezes, dependendo da capacidade do animal em ficar quieto. No dia do experimento, 0s ratos
foram novamente habituados 2 — 3 vezes por 20 segundos, para que 0S animais nao
demonstrassem reagdes aversivas durante 0 manuseio. Em seguida, a pata do rato foi colocada
sob a ponta presente no aparelho e uma progressiva pressao foi aplicada até que o rato retirasse
a pata ou vocalizasse. O limiar foi medido trés vezes a fim de se obter dois valores consecutivos
e que tivessem apenas 10% de diferenca entre si. Um intervalo de pelo menos dez minutos foi
feito entre as medicdes. A hiperalgesia mecanica foi definida como uma diminuicdo nos
limiares de retirada da pata (FIGURA 6).



41

Figura 6 - Randall Sellito utilizado para verificar a hiperalgesia mecanica nos ratos de cada grupo experimental.
Fonte: Do autor.

4.3.6.3 Hiperalgesia térmica

A hiperalgesia térmica foi obtida através do teste da laténcia para o reflexo de retirada
da cauda, Tail flick (Insight Ltda, Brasil). Neste teste, um estimulo térmico foi aplicado a cauda
dos ratos de cada grupo (n = 8) por meio de uma resisténcia elétrica capaz de promover um
aquecimento com taxa de 6,0°C/s até que ela fosse retirada. Como este teste envolveu a
manipulagéo dos animais, um dia antes da realizag&o do experimento, os ratos foram habituados
ao ambiente do teste. No dia do experimento, os ratos foram novamente habituados, para que
assim ficassem familiarizados com as condic¢des que foram submetidos durante a realizagdo do
teste. Nenhum dos ratos deveria mostrar comportamento aversivo durante 0 manuseio. Apos 0s
ratos serem habituados, a cauda de cada rato foi colocada na resisténcia de aquecimento do
analgesimetro. O teste foi repetido 3 vezes para se obter dois valores consecutivos. Quando
houve um aumento do tempo ou da temperatura de retirada da cauda, este foi interpretado como

uma acgdo analgeésica, j& uma retirada de cauda breve indicou hiperalgesia térmica (FIGURA 7).



Figura 7 - Tail Flick utilizado para verificar a hiperalgesia térmica nos ratos de cada grupo experimental.
Fonte: Do autor.
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4.3.7 Teste da locomocao forcada em cilindro giratério (Rota — Rod)

O teste do Rota — Rod foi realizado no dia zero (antes do tratamento), no primeiro dia

foi iniciado o tratamento dos animais e, na décima semana este teste foi realizado novamente
(FIGURA 8A).
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Figura 8A - Esquema representativo do protocolo experimental para o teste da locomogao for¢ada em
cilindro giratorio (Rota — rod) que foi realizado.
Fonte: Do autor

4.3.7.1 Procedimento experimental para o teste da locomocéo for¢ada em cilindro giratério
(Rota — Rod)

O teste do Rota — Rod (Insight Ltda, Brasil) foi realizado para avaliar o equilibrio e a
coordenacao motora dos ratos de cada grupo (n = 6). O Rota — Rod é composto por 4 baias, de
modo que quatro animais sdo avaliados por vez, e um cilindro rotatério, aonde os ratos devem
caminhar continuamente sobre este para evitar a queda. Os animais foram mantidos na sala de
experimentacdo e manipulados pelo experimentador por pelo menos duas horas antes do
experimento. Os ratos foram inicialmente mantidos sobre os cilindros por cinco minutos, para
habituacdo. Cinco minutos ap6s o periodo de habituacdo, os animais foram novamente
colocados sobre o Rota — Rod e a velocidade de rotagédo foi mantida de 5 a 35 RPM (rotacdes
por minuto). A laténcia para queda dos animais foi medida automaticamente através de um

sensor mecanico localizado na base do aparato (FIGURA 8B).



Figura 8B - Rota — Rod utilizado para avaliar o equilibrio e coordenag¢do motora dos ratos de cada
grupo experimental.
Fonte: Do autor.
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4.3.8 Expressdo da proteina ¢ — Fos em sitios especificos do sistema nervoso central
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A perfusdo dos animais para a realizacdo da imunofluorescéncia foi realizada na 10?

semana de tratamento, e apds 1 semana os cérebros foram cortados para a realizacdo da técnica

de imunofluorescéncia (FIGURA 9A).
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Figura 9A - Esquema representativo do protocolo experimental para a técnica de Imunofluoréscencia que foi
realizada.
Fonte: Do autor.

4.3.8.1 Procedimento experimental para a técnica de Imunofluoréscencia

Noventa minutos apds a realizacdo do teste Randall Selitto (Insight Ltda, Brasil), os

animais foram anestesiados com tribromoetanol (TBE 2,5%, 1 mL/100g de peso corporeo,

intraperitonial) e, a seguir, perfundidos por meio de puncdo intracardiaca com 300 mL de

solugdo de tampéo fosfato-salina (PBS, pH 7,4), seguido de 600 mL de solucdo de PBS

contendo formaldeido a 4%. A seguir, os encéfalos foram removidos e mantidos imersos na

solucdo fixadora por cerca de 14 horas em temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, eles

foram transferidos para solucdo de sacarose a 30%, na qual permaneceram durante

aproximadamente 36 horas. A seguir, 0os encéfalos foram seccionados no plano coronal em

cortes de 30 um de espessura utilizando-se um criostato. Os cortes de encéfalo foram coletados

em solucdo anti-congelante e armazenados a - 20°C até o momento do processamento

imunoistoquimico pela técnica de free-floating.
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Os cortes de encéfalo foram incubados com soro normal de cavalo 10% em PBS (0,01 M,
contendo Triton 0,1% e NaNz 0,04%) por, no minimo, 2 horas. Apés esse periodo, eles foram
lavados (3x) com PBS 0,01M e incubados overnight com o anticorpo primario anti-c-Fos
(rabbit, 1:5000, Oncogene). Apos esse periodo, esses cortes foram novamente lavados em PBS
0,01M e incubados com o anticorpo secundario fluorescente Cy3 donkey a-rabbit (1:250,
Jackson Immunoresearch) por um periodo de 2 horas. Os cortes de encéfalo foram, por sua vez,

montados sobre laminas gelatinizadas e cobertos com o meio de montagem.

A gquantificacdo do sinal imunofluorescente foi realizada 1) no nucleo paraventricular
do hipotadlamo (PVN), em sua porcdo lateral magnocelular e por¢es parvocelulares, 2) na
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e 3) no nucleo dorsal da rafe (NDR) (FIGURAS 9B,
9C e 9D). Seccdes representativas de 4 a 6 animais de cada condicdo experimental foram
adquiridas no mesmo nivel anatdmico. A contagem visual foi realizada unilateralmente (no caso
das estruturas encefélicas) em uma sec¢do por animal e foi repetida ao menos por dois
pesquisadores alheios as condicBGes experimentais. A visualiza¢cdo microscopica do tecido
avaliou o padrdo espacial de imunomarcacgéo por meio de um sistema de videomicroscopia. As
imagens foram capturadas em alta resolucdo por uma cdmera digital acoplada a um microscopio
(Nikon), e transmitidas a um computador dotado de um programa digitalizador. Os resultados

foram expressos em nimeros de neurdnios imunorreativos a c-Fos.
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DELIMITACAO DOS NUCLEOS PARA CONTAGEM DA IMUNORREATIVIDADE
A C-FOS (PAXINOS & WATSON, 2004)

Figura 9B - Nucleo Dorsal da Rafe (NDR),
em suas por¢des ventrolateral,
dorsal e ventral. F: fasciculo
longitudinal medial.

Fonte: Do autor.

Figura 9C - Ndcleo Paraventricular do
Hipotalamo (PVN), com

-

,-oDosalcap - suas porgdes parvocelulares
(PaDC)_ == (Dorsal cap, PaDC; medial,

-
-
-

PaMP; e ventral, PaV) e
magnocelular

(lateral, PaLM).

\  Lateral magno 3V: terceiro ventriculo.

%\, (Palm) Fonte: Do autor.

Figura 9D - Substancia Cinzenta
Periaquedutal (PAG), com
suas por¢des dorsomedial,
dorsolateral, lateral e
ventrolateral.

A: aqueduto de Sylvius.

Fonte: Do autor.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para realizar a analise estatistica, o programa GraphPad Prism (GraphPad, Reino Unido)
foi utilizado. Os resultados obtidos foram apresentados como media * erro padrdo da média, e
analisados considerando-se, dentro de cada protocolo, sempre a coerente relagao entre 0s grupos
experimentais e seus respectivos controles. Os dados dos testes von Frey eletronico, Randall
Sellito, Tail Flick, Rota — rod, peso dos animais e Campo aberto foram confrontados através do
teste Two - Way ANOVA seguido do pos — teste de Bonferroni. J& para a imunofluoréscencia
os dados foram confrontados através do teste Two — Way ANOVA seguido do pds — teste de

Newman-Keuls. Foram considerados diferentes grupos analisados em que P<0,05.
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5 RESULTADOS

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos apds a realizacdo dos testes
nociceptivos (von Frey, Randall Sellito e Tail Flick), Rota — Rod, Imunofluorescéncia para
expressdo da proteina ¢ — Fos, Peso dos animais, Campo aberto e Analise macroscopica do

estdmago.

5.1 NAC PREVINE O DESENVOLVIMENTO DA ALODINIA MECANICA NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR ETANOL

O gréafico 1A mostra a média do limiar de retirada de pata (g) na 4%, 68, 82 e 102 semanas
de cada grupo, com seus respectivos tratamentos (colunas pretas) em relacdo ao limiar de
retirada de pata (g) antes do tratamento (basal — colunas brancas), de cada grupo avaliado, pelo
teste von Frey eletronico, a alodinia mecanica. Os animais do grupo Controle, antes do
tratamento (70,95 + 3,05 g), ndo apresentaram diferenca significativa em relagéo ao limiar de
retirada de pata apresentado pelos animais do grupo Etanol antes do inicio do tratamento (73,56
+ 3,61 g). No entanto, ap06s as 10 semanas de tratamento, a média do limiar de retirada de pata
na 42 62 8% e 10? semanas destes mesmos animais (grupo Etanol) apresentaram diminuicéo
(32,37 + 4,43 g), quando comparados a eles préprios, antes do tratamento (73,56 + 3,61 g), bem
como quando comparados ao grupo Controle ap6s as 10 semanas de tratamento com agua
(84,55 + 1,12).

Em relacdo aos grupos que receberam NAC, antes do tratamento, o limiar de retirada de
pata do grupo NAC + Etanol (72,22 + 4,11 g) ndo apresentou diferenca significativa em relacéo
ao limiar de retirada de pata do seu controle, grupo NAC, antes do tratamento (70,11 + 4,32 g)
e, também, em relacdo ao grupo Etanol antes do tratamento (73,56 + 3,61 g). Entretanto, apds
o tratamento por 10 semanas do grupo NAC + Etanol, a média do limiar de retirada de pata na
48 62 82 e 10% semanas (81,06 + 2,89 g) se manteve elevado em comparagdo com a média do
limiar de retirada de pata do grupo Etanol na 43, 62 82 e 10? semanas (32,37 + 4,43 @), assim
como também se manteve elevado em relagdo ao seu limiar de retirada de pata antes do
tratamento (72,22 + 4,11 g). Estes resultados sugerem que a NAC foi capaz de prevenir na

neuropatia alcodlica a alodinia mecéanica.
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Grafico 1A - Efeito do tratamento cronico da N — acetilcisteina (NAC) na alodinia mecanica induzida por etanol,
o teste nociceptivo foi realizado utilizando o von Frey eletrénico.
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Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a meédia £ EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do pos -
teste de Bonferroni. ***P<0,001 diferenga entre o grupo Etanol e o grupo Controle apés as 10 semanas de
tratamento. *#P<0,001 diferenca entre o grupo Etanol e o grupo NAC + Etanol apds 10 semanas de
tratamento. ***P<0,001 diferenga entre o grupo Etanol e o seu basal, antes do tratamento (n de 16 a 8).

O grafico 1B mostra detalhadamente a diminuigdo do limiar de retirada de pata (g) do
grupo Etanol ao longo das 10 semanas de tratamento. A 42 (44,49 + 2,14 g), 62 (33,49 £ 2,14
g), 8% (25,94 + 191 g) e 10% (25,56 + 1,31 g) semanas apresentaram uma diminuicao
significativa no limiar de retirada de pata em relacdo ao dia 0, basal (73,56 + 3,61 g), anterior
ao inicio do tratamento. Assim como em relacdo a 42 semana (44,49 + 2,14 @), a 62 (33,49 +
2,14 @), 8 (25,94 + 1,91 g) e 10? (25,56 + 1,31 g) semanas apresentaram, também, uma
diminuig&o significativa no limiar de retirada de pata. O mesmo aconteceu ao se comparar a 82
(25,94 +£1,91 g) e a 102 (25,56 + 1,31 g) semanas em relacdo a 62 semana de tratamento (33,49
+ 2,14 g), uma diminuicdo no limiar de retirada de pata também foi observada. Estes resultados
sugerem que o tratamento com etanol foi capaz de induzir alodinia mecéanica nos animais

tratados apenas com etanol.
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Grafico 1B — Efeito do tratamento crénico com Etanol na alodinia mecanica pelo teste von Frey eletronico.
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Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a média £ EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do p6s —
teste de Bonferroni. ***P<0,001 diferenca do tratamento na 42, 62, 82 e 10? semanas em relagéo ao dia 0.
**P<0,001 diferenca do tratamento na 62, 8% e 102 semanas em relagéo a 4 semana de tratamento. #P<0,05
diferenga do tratamento na 8% e 102 semanas em relagdo a 62 semana de tratamento (n de 16 a 8).
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5.2 NAC PREVINE O DESENVOLVIMENTO DA HIPERALGESIA MECANICA NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR ETANOL

O gréfico 2A mostra a média do limiar de retirada de pata (g) na 42, 62, 8% e 102 semanas
de cada grupo, com seus respectivos tratamentos (colunas pretas) em relacdo ao limiar de
retirada de pata (g) antes do tratamento (basal — colunas brancas) de cada grupo avaliado, pelo
teste Randall Selitto, a hiperalgesia mecanica. O limiar de retirada de pata basal do grupo
Controle antes do tratamento (153,04 + 5,79 g) nédo apresentou diferenca significativa em
relacdo ao limiar de retirada de pata basal do grupo Etanol (153,68 + 8,86 g). Contudo, apds 10
semanas de tratamento, uma diminuicdo significativa na média do limiar de retirada de pata do
grupo Etanol na 42, 62, 8% e 10? semanas (61,51 + 6,16 g) ocorreu em relacdo ao seu limiar de
retirada de pata basal (153,68 + 8,86 g) e também em relacdo a média do limiar de retirada de
pata do grupo Controle na 42, 62, 8% e 10? semanas (151,21 + 4,27 g).

Em relacéo aos grupos que receberam NAC, o limiar de retirada de pata basal do grupo
NAC + Etanol (147,08 + 8,86 g) ndo apresentou diferenca significativa em relacédo ao limiar de
retirada de pata basal do grupo NAC (146,07 + 5,89 g) e do grupo Etanol (153,68 + 8,86 g). No
entanto, apds o tratamento por 10 semanas, a média do limiar de retirada de pata do grupo NAC
+ Etanol (142,67 £ 4,06 g) manteve-se elevado em relagéo ao seu limiar de retira de pata basal
(147,08 + 8,86 g) e em relacdo a média do limiar de retirada de pata do grupo NAC na 42, 62, 82
e 102 semanas (145,39 + 1,36 g). Essa mesma manutencdo da média do limiar foi observada ao
se comparar a média do limiar de retirada de pata do grupo NAC + Etanol na 42, 62, 8% e 10?
semanas (142,67 + 4,06 g) com a média do limiar de retirada de pata do grupo Etanol na 42, 62,
82 e 102 semanas de tratamento (61,51 + 6,16 g). Assim, estes resultados sugerem que a NAC

foi efetiva em prevenir o desenvolvimento a hiperalgesia mecanica na neuropatia alcoélica.



53

Grafico 2A - Efeito do tratamento cronico da N — acetilcisteina (NAC) na hiperalgesia mecanica induzida por

Fonte:

Nota:

etanol, o teste nociceptivo foi realizado utilizando o teste Randall Selitto.
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Do autor.

Os dados foram expressos como a média £ EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do p6s —
teste de Bonferroni. ***P<0,001 diferenga entre o grupo Etanol e o grupo Controle apés as 10 semanas de
tratamento. *#P<0,001 diferenca entre o grupo Etanol e o grupo NAC + Etanol apds 10 semanas de
tratamento. ***P<0,001 diferenga entre o grupo Etanol e o seu basal, antes do tratamento (n de 16 a 8).
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O grafico 2B mostra detalhadamente a diminuigdo no limiar de retirada de pata (g) do
grupo Etanol ao longo das 10 semanas de tratamento. Uma diminuicdo significativa no limiar
de retirada de pata na 42 (77,61 + 3,86 g), 62 (60, 37 + 2,95 g), 82 (60,44 + 2,09 g) e 10? (47,61
+ 2,01 g) semanas em relacdo ao dia 0 (153,68 + 8,86 g), basal, foi observada. Essa mesma
diminuicdo também foi observada ao se comparar o limiar de retirada de pata na 62 (60, 37 +
2,95 @), 82 (60,44 £ 2,09 g) e 102 (47,61 £ 2,01 g) semanas em relacdo ao limiar de retirada de
pata na 4% semana de tratamento (77,61 + 3,86 g). Estes resultados sugerem que o etanol foi

capaz de induzir hiperalgesia mecanica nos animais tratados apenas com etanol.

Gréfico 2B — Efeito do tratamento crdnico com etanol na hiperalgesia mecénica pelo teste Randall Selitto.
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Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a média + EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do pos -
teste Bonferroni. ***P<0,001 diferenca do tratamento do grupo etanol na 42, 62, 82 e 10% semanas em relacéo
ao dia 0 do grupo etanol. *P<0,05 e ***P<0,001 diferenca do tratamento do grupo do etanol na 62, 82 e 102
semanas em relagdo a 42 semana de tratamento do grupo etanol (n de 14 a 8).
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5.3 NAC PREVINE O DESENVOLVIMENTO DA HIPERALGESIA TERMICA NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR ETANOL

O gréfico 3 expbe a media do tempo de laténcia (s) de cada grupo na 42, 62 82 e 10?
semanas de tratamento em relagéo ao tempo de laténcia (s) basal de cada grupo para avaliar,
pelo teste de retirada de cauda (Tail Flick), a hiperalgesia térmica. Antes do inicio do
tratamento, o tempo de laténcia basal do grupo Etanol (9,08 + 0,57 s, P>0,05) néo era diferente
do tempo de laténcia basal do grupo Controle (9,27 + 0,77 s, P>0,05). No entanto, apds o
tratamento, a média do tempo de laténcia do grupo Etanol na 43, 62, 82 e 102 semanas (4,995 +
0,209 s, P<0,001) diminui significativamente em relacdo ao seu tempo de laténcia basal (9,08
+ 0,57 s, P>0,05) e em relacdo a média do tempo de laténcia do grupo Controle na 43, 62, 8% e
102 semanas (9,063 £ 0,333 s, P>0,05).

J& os grupos que foram tratados com NAC, antes do tratamento, o tempo de laténcia
basal do grupo NAC + Etanol (9,542 £ 0,761 s, P>0,05) ndo diferiu do tempo de laténcia basal
do seu grupo controle (9,590 £ 0,467 s, P>0,05), grupo que recebeu apenas NAC, e do tempo
de laténcia basal do grupo Etanol (9,084 + 0,570 s, P>0,05). Apds o tratamento por 10 semanas,
a média do tempo de laténcia do grupo NAC + Etanol (8,390 + 0,261 s, P>0,05) continuou ndo
diferindo da média do tempo de laténcia do grupo NAC na 42, 6?8, 82 e 10? semanas (8,682 +
0,392 s, P>0,05), porém, ao ser comparado com a média do tempo de laténcia do grupo Etanol
na 4%, 62 82 e 10? semanas (4,995 £ 0,209 s, P<0,001), este se manteve elevado, sugerindo assim
que o tratamento com a NAC é efetivo em prevenir o desenvolvimento da hiperalgesia térmica

na neuropatia experimental induzida por etanol.
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Grafico 3 - Efeito do tratamento crénico da N — acetilcisteina (NAC) na hiperalgesia térmica induzida por etanol,
0 teste nociceptivo foi realizado utilizando o teste de retirada de cauda (Tail Flick).
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Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a media £ EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do poés -
teste Bonferroni. ***P<0,001 diferenca entre o grupo etanol e o grupo controle apds as 10 semanas de
tratamento. ##P<0,001 diferenca entre o grupo etanol e o grupo Nac + etanol apds 10 semanas de tratamento.
***P<0,001 diferenca entre o grupo etanol e o seu basal, antes do tratamento (n = 8).
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5.4 NAC PREVINE ALTERACOES NO EQUILIBRIO E COORDENACAO MOTORA NA
NEUROPATIA INDUZIDA POR ETANOL

O gréfico 4 mostra a laténcia para queda (s) de cada grupo na 102 semana de tratamento
em relacdo a laténcia para queda (s) basal de cada grupo para avaliar, através do teste de
locomocdo forgcada em cilindro giratdrio (Rota — Rod), o equilibrio e a coordenacao motora. No
dia 0, basal, a laténcia para queda do grupo Etanol (300,77 + 30,831 s, P>0,05) nédo era diferente
em relagdo da do grupo Controle (321,835 £ 17,978 s, P>0,05). Contudo, ap6s o tratamento, a
média da laténcia para queda do grupo Etanol na 10* semana (88,860 + 18,062 s, P<0,001)
diminui significativamente quando comparado com a sua laténcia para queda basal (300,777
30,831 s, P>0,05) e com a média da laténcia para queda do grupo Controle na 10% semana
(226,610 £ 16,722, P>0,05).

Em relagéo ao tratamento com NAC, antes do tratamento, a laténcia para queda basal
do grupo NAC + Etanol (253,500 + 13,527 s, P>0,05) ndo diferiu da laténcia para queda do
grupo NAC (281,390 £ 19,984 s, P>0,05) e do grupo Etanol (300,777 £+ 30,831 s, P>0,05).
Apos as 10 semanas de tratamento, a laténcia para queda do grupo NAC + Etanol (191,907 +
30,222 s, P>0,05) em relacéo a laténcia para queda do grupo NAC (220,693 + 18,906 s, P>0,05)
continuou a néo diferir, porém, ao ser comparado com a laténcia do grupo Etanol na 10? semana
(88,860 * 18,062 s, P<0,01), este se manteve elevado, o que ndo ocorreu com o grupo Etanol,
que apds as 10 semanas de tratamento, teve sua laténcia para queda (88,860 + 18,062 s,
P<0,001) em relacdo a basal (300,777 + 30,831 s, P>0,05) diminuida significativamente,
sugerindo que o tratamento com a NAC foi capaz de prevenir alteracdes no equilibrio e

coordenacao motora dos animais tratados apenas com etanol.
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Grafico 4 - Efeito do tratamento cronico da N — acetilcisteina (NAC) no equilibrio e coordenagdo motora dos
animais com neuropatia induzida por etanol através do teste da locomogdo forgada em cilindro
giratdrio (Rota — Rod).
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Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a média + EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do pos -
teste Bonferroni (n = 6). ***P<0,001 diferenca entre o grupo Etanol e o grupo Controle ap6s as 10 semanas
de tratamento. #P<0,01 diferenca entre 0 grupo Etanol e o grupo NAC + Etanol apds 10 semanas de
tratamento. ***P<0,001 diferenga entre o grupo Etanol e o seu basal, antes do tratamento.
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5.5 NAC PREVINE AUMENTO NO NUMERO DE NEURONIOS IMUNORREATIVOS
PARA C- FOS INDUZIDO PELO ETANOL

Os gréficos 5A, 5B, 5C e 5D e as figuras 5A, 5B e 5C mostram o nimero de neurdnios
imunorreativos para ¢ —Fos nos nlcleos NDR, PVN e PAG apds 10 semanas de tratamento. Os
animais tratados com Etanol e que ndo receberam NAC apresentaram um aumento significativo
do nimero de neurdnios imunorreativos a c-Fos no NDR em comparacdo aos animais controle
(16,7 £ 7,0 versus 39,0 = 5,8 neurdnios, P < 0,05). O tratamento com NAC ndo somente
preveniu este aumento induzido pelo Etanol (39,0 £ 5,8 versus 6,7 = 2,4 neurdnios, P < 0,001)
como reduziu o nimero de neurénios marcados para C-Fos para valores mais baixos que 0s
encontrados no grupo controle (29,0 + 5,4 versus 6,7 = 2,4 neurénios, P < 0,05).

O mesmo padréo de resposta foi observado nas porc¢des parvocelulares do PVN. O
tratamento com Etanol aumentou o nimero de neurdnios imunorreativos a c-Fos (27,6 + 3,6
versus 52,7 + 4,5 neurbnios, P <0,05), enquanto que o tratamento com NAC preveniu esta
resposta induzida pelo Etanol (52,7 + 4,5 versus 17,3 £ 3,8 neur6nios, P < 0,01). Novamente o
tratamento com NAC em animais que receberam Etanol reduziu o nimero de neurdnios
positivos para c-Fos para valores inferiores aos observados no grupo Controle (45,5 £ 10,2
versus 17,3 = 3,8 neurodnios, P < 0,05). Na porcéao lateral magnocelular do PVN, o tratamento
com Etanol também aumentou significativamente o nimero de nucleos imunorreativos a c-Fos
(3,5 = 1,2 versus 13,6 + 4,2 neurdnios, P < 0,05). Mais uma vez, o tratamento com NAC foi
efetivo em reduzir a imunomarcacédo para c-Fos neste sub-ndcleo (13,6 + 4,2 versus 4,2 + 1,4
neuronios, P < 0,05).

O tratamento com Etanol também induziu aumento de quase 100% no ndmero de
neurdnios imunorreativos a c-Fos na PAG (47,5 + 8,43 versus 84,8 £ 8,3 neurbnios, P < 0,05),
sendo este aumento prevenido em presenca do tratamento com NAC (84,8 + 8,3 versus 39,7 +
12,1 neurdnios, P < 0,01).
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Grafico 5A — NUmero de neurdnios imunorreativos a c-Fos no NDR.
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Fonte: Do autor.

Nota: Analise por Two-Way ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls. * P < 0,05 versus o respectivo
grupo controle, +++ P < 0,001 versus o grupo Etanol sem Nac (n =5 e 4).

Figura 10A — Fotomicrografias representativas do Nucleo Dorsal da Rafe (NDR) de animais controles e tratados
com Etanol que receberam ou ndo N-acetilcisteina (NAC), mostrando a marcacao fluorescente para
a proteina c-Fos (em vermelho). Escala: 50 um. F: fasciculo longitudinal medial.
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Grafico 5B — NUmero de neurdnios imunorreativos a c-Fos nas porgdes parvocelulares do PVN.
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Fonte: Do autor.

Nota: Analise por Two-Way ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls. * P < 0,05 versus o0 respectivo
grupo controle, ++ P < 0,01 versus o grupo Etanol sem NAC (n=5 e 4).

Grafico 5C — Numero de neur6nios imunorreativos a c-Fos na por¢do lateral magnocelular do PVN.
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Fonte: Do autor.

Nota: Analise por Two-Way ANOVA seguido do p6s-teste de Newman-Keuls. * P < 0,05 versus o respectivo
grupo controle, + P < 0,05 versus o grupo Etanol sem NAC (n=5¢e 4).
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Figura 10B — Fotomicrografias representativas do Nucleo Paraventricular do hipotalamo (PVN) de animais
controles e tratados com Etanol que receberam ou ndo N-acetilcisteina (NAC), mostrando a
marcacdo fluorescente para a proteina c-Fos (em vermelho). Escala: 50 pum. 3V: terceiro
ventriculo.

CONTROLE COM ETANOL

SEM NAC

COMNAC

Fonte: Do autor.

Grafico 5D — NUmero de neurdnios imunorreativos a c-Fos na PAG.
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Fonte: Do autor.

Nota: Andlise por Two-Way ANOVA seguido do pds-teste de Newman-Keuls. * P < 0,05 versus o respectivo
grupo controle, ++ P < 0,01 versus o grupo Etanol sem Nac (n de 5 a 4).
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Figura 10C - Fotomicrografias representativas da Substancia Cinzenta Periaquedutal (PAG) de animais controles
e tratados com Etanol que receberam ou ndo N-acetilcisteina (NAC), mostrando a marcagdo
fluorescente para a proteina c-Fos (em vermelho). Escala: 50 um. A: aqueduto de Sylvius.
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5.6 PESO DOS ANIMAIS

A tabela 2 mostra 0 ganho de peso (g) dos animais de cada grupo ao longo das 10
semanas de tratamento, com o objetivo de avaliar se o tratamento com o Etanol estaria
influenciando no ganho de peso desses animais. Os animais do grupo Etanol em relag&o aos
animais do grupo Controle ndo apresentaram diferenca de peso ao longo das 10 semanas de
tratamento (363,5 + 5,9 g versus 390, 4 + 9,6 g), assim como também n&do apresentaram diferenca
no ganho de peso em relagdo aos animais do grupo NAC (363,5 + 5,9 versus 344,5 + 10,5 g).
Entretanto, o grupo NAC teve um aumento de ganho de peso menor que 0s animais do grupo
Controle a partir da 62 semana de tratamento (316,4 + 8,9 g versus 350, 2 + 7,9 g, P<0,05) e
continuou assim até a 10? semana (344,5 + 10,5 g versus 390, 4 + 9,6 g, P<0,01). O mesmo
aconteceu com o grupo NAC+Etanol, este também teve um aumento de ganho de peso menor
que o grupo Controle a partir da 42 semana de tratamento (280,4 + 10,3 g versus 3189 + 7,3,
P<0,05) e persistiu até a 10* semana (325,7 + 13,9 g versus 390, 4 + 9,6 g, P<0,001). O grupo
NAC+Etanol, na 10? semana de tratamento, também comecgou a apresentar um ganho de peso
menor que o0 grupo Etanol (325,7 + 13,9 g versus 363,5 + 5,9 g, P<0,05). Apesar de ocorrer essa
diferenca no ganho de peso dos animais dos grupos citados, nenhum grupo ao longo das 10
semanas de tratamento apresentou perda de peso, ou seja, durante todo o tratamento os animais

de cada grupo apresentaram um aumento no peso corporal.
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Tabela 2 - Ganho de peso (g) dos animais de cada grupo ao longo das 10 semanas de tratamento.

Peso (9) Peso (g) Peso (9) Peso (g) Peso (9)
12 Semana 43Semana 62 Semana 82 Semana 102 Semana

Controle 2303+7,1 3189+73 350,279  3759+95  390,4+9,6
Etanol 2189+72 301,2+62 3267+62  3528+64  3635%59
Nac + Etanol  217,0£12,6 280,4+10,3° 3055+11,9% 3232127 39574 13 gsss*

Nac 2149+8,4 291,0+6,1 316,4 +8,9° 339,7+10,7° 3445+ 10,5

Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a media + EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do pos -
teste Bonferroni de (n de 16 a 8). $P<0,05, $*P<0,01 e **¥P<0,001 diferenga entre o grupo Controle e o grupo
NAC + Etanol. °P<0,05 e ®P<0,01 diferenca entre o grupo Controle e o grupo NAC. #P<0,05 diferenca entre
0 grupo Etanol e o grupo NAC + Etanol.
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5.7 ETANOL E NAC NAO AFETARAM A MOTIVACAO DOS ANIMAIS EM
EXPLORAR O AMBIENTE

A tabela 3 mostra a atividade locomotora dos animais de cada grupo apos as 10 semanas
de tratamento. O intuito do experimento utilizando o teste de campo aberto foi para certificar
que a administracdo do Etanol e da NAC néo induz efeitos inespecificos em nivel central sobre
a motivacdo dos animais em explorar o ambiente. Os dados apresentados demonstraram que 0s
grupos que receberam Etanol com ou sem NAC, tanto em relagdo ao numero de quadros
cruzados e ao numero de rearing, ndo apresentaram diferenca dos seus respectivos controles,
indicando assim que tanto a administracdo do Etanol como a da NAC nao induziram nenhum

efeito debilitante nos animais.

Tabela 3 - Atividade locomotora no campo aberto dos animais de cada grupo ap6s as 10 semanas de tratamento.

Quadros Cruzados  Numero de Rearing

Controle 46,000 = 7,474 24,625 £ 3,645
Etanol 46,167 + 8,392 31,833 + 5,344
Nac + Etanol 39,227 + 3,227 24,750 + 1,377
Nac 45,200 + 10,210 24,600 + 4,456

Fonte: Do autor.

Nota: Os dados foram expressos como a média + EPM e analisados por Two — Way ANOVA seguido do pos -
teste Bonferroni (n de 16 a 8).
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5.8 ETANOL NAO FOI CAPAZ DE INDUZIR ULCERA GASTRICA NOS ANIMAIS
TRATADOS COM ETANOL COM OU SEM NAC

A figura 11 mostra o0 exame macroscopico do estdmago dos animais apos as 10 semanas
de tratamento. Essa andlise foi realizada para verificar se a porcentagem de Etanol administrada
diariamente aos ratos seria capaz de induzir Ulcera gastrica, a qual poderia debilitar os animais,
interferir no desenvolvimento da neuropatia alcoolica e nos resultados obtidos pelo tratamento
com a NAC. Ao fim das 10 semanas de tratamento, a analise macroscopica do estbmago dos
animas de cada grupo ndo indicou a presenca de lesbes hemorrdgicas na mucosa gastrica,
inferindo assim, que os animais que receberam Etanol com ou sem NAC, ndo apresentavam um

quadro de Ulcera gastrica induzido pela administracao cronica do Etanol.

Figura 11 - Exame macroscopico do estdmago dos animais de cada grupo apds as 10 semanas de tratamento.

Controle Com Etanol

Sem NAC

Com NAC

Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

O etilismo crénico € um problema social e de satde publica em todo o mundo. O
consumo crénico do etanol é a causa para o desenvolvimento da polineuropatia alcodlica. Esta
é caracterizada por um distarbio no sistema nervoso periférico, acometendo a funcdo dos nervos
sensoriais, motores e autdbnomos (PETERS et al., 2006). Os pacientes que apresentam esta
patologia queixam-se de dor em forma de queimacdo espontanea, hiperalgesia e alodinia
(TIWARI; KUHAD; CHOPRA, 2009).

Dina et al. (2000) desenvolveram o primeiro modelo de dor neuropética experimental
induzido por etanol. Os autores observaram que ap0s 12 semanas de tratamento com etanol,
seus animais apresentavam alteracdes na funcdo de nociceptores aferentes primarios e na via
de sinalizacdo da PKC®*°, que contribuiam para o desenvolvimento da hiperalgesia.

Atualmente, sabe — se que trés fatores priméarios sdo responsaveis pela hiperalgesia
presente na dor neuropatica: a producdo de descargas ectdpicas provindas do axénio lesionado,
as quais ocorrem devido a porc¢do proximal a lesdo que persiste e forma um neuroma; liberacédo
de mediadores inflamatdrios tais como TNF — o*? e IL — 18* provenientes das células nervosas
danificadas; mudancas plésticas nas vias sensoriais que fazem comunicacdo com a medula
espinhal e o sistema nervoso central. JA em relagdo a hiperalgesia térmica, a diminui¢cdo no
tempo de laténcia térmica, é ocasionada por uma sensibilizacdo dos neurdnios centrais devido
a lesBes ou danos nos nervos motores, bem como nas fibras sensoriais (KANDHARE et al.,
2012).

No presente estudo, a administracdo cronica de etanol por 10 semanas induziu a reducéo
significativa no limiar nociceptivo dos animais experimentais, sendo evidenciado através da
diminuic&o do tempo de laténcia no teste Tail Flick (hiperalgesia térmica — GRAFICO 3) e da
diminuicdo no limiar de retirada de pata nos testes Randall Selitto (hiperalgesia mecénica —
GRAFICO 2B) e von Frey eletronico (alodinia mecanica— GRAFICO 1B). Os resultados aqui
apresentados estdo de acordo com dados anteriores de outros grupos de pesquisa (DINA et al.,
2000; KANDHARE et al., 2012; NARITA et al., 2006; TIWARI; KUHAD; CHOPRA, 2009),
demonstrando assim, que um estado semelhante a dor neuropética estava presente nos ratos

apos a administragédo crénica de etanol.
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O estresse oxidativo é considerado um fator muito importante no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas agudas ou cronicas, em lesdes cerebrais traumaticas e, também
estd envolvido na manutencdo da dor persistente (KIM et al.,, 2004; TAL, 1996;
THIEMERMANN, 2003). O consumo exagerado do etanol, e com a posterior producao de
metabdlitos, tem a capacidade de aumentar a concentragdo de ROS*: e de diminuir os
mecanismos de defesa, como a remocdo de ROS pela presenca de eliminadores de ROS,
aumentando assim a oxidacao de proteinas, lipidios e DNA*®. Desta forma, o etanol garante a
formacdo de ROS, que aumenta o estresse oxidativo, levando ao dano neuronal (TIWARI;
KUHAD; CHOPRA, 2012).

O tratamento com antioxidantes vem sendo amplamente utilizado para a obtencdo da
melhora dos nervos danificados pelo uso crénico do etanol, o qual esgota as reservas enddgenas
de antioxidantes e aumenta o estresse oxidativo, levando ao dano neuronal. Pesquisas com
Vitamina E e com Epigalotequina — 3 — galato, uma catequina presente no cha verde, foram
realizadas para investigar, se as propriedades antioxidantes dessas substancias possuiam
potencial de protecdo na neuropatia alcodlica. Ao término das 10 semanas de tratamento, o
resultado para ambos antioxidantes foi 0 aumento do limiar de retirada de pata, bem como do
tempo de laténcia, que possivelmente esta relacionado com as propriedades antioxidantes de
ambos compostos, na protecdo contra o estresse oxidativo mediado pela ativagdo da via de
sinalizaco da PKC**, supressdo do estresse nitrosativo, através da diminuigio da concentragéo
da 6xido nitrico sintase (NOS) e do®*NO*, e de citocinas, como TNF —a*® e IL — 1 B*’, presentes
no plasma sanguineo e no nervo ciatico dos ratos com neuropatia alcodlica induzida (TIWARI,
KUHAD; CHOPRA, 2010 e 2009).

A NAC é uma substancia que possui propriedades antioxidantes, ja que possui a
capacidade de atuar como doadora de grupos sulfidrilas, contribuir para a formacdo da
glutationa, e reagir diretamente com as ROS.

A administracdo cronica de etanol é capaz de aumentar o estresse oxidativo no sistema
nervoso central de ratos, através do aumento exacerbado de ROS que sdo evidenciados pelo

aumento de certos parametros bioquimicos como o malondialdeido (MDA), produto da
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lipoperoxidacdo, e ®* NO*® e, diminuicio das SODs*, GSH> e CAT®. No entanto, a
administracdo de NAC®? garante uma diminuicao da lipoperoxidagdo e do® NO, e aumentou as
reservas de GSH, SODs e CAT, inferindo que a NAC atenua os efeitos toxicos do etanol sobre
0 sistema oxidante/antioxidante presente no cérebro (AYDIN, 2002).

Os receptores mGIu5°2 estdo relacionados na modulagdo da dor inflamatéria no corno
dorsal da medula espinhal, através da ativagdo de segundos mensageiros e de proteinas
quinases, principalmente ativacdo da PKC* (CODERRE, 1992; FISHER; CODERRE, 1996;
KARIM et al., 2001; YOUNG et al., 1997). O estudo de Miyoshi et al. (2007) avaliou se 0s
receptores mGlu5 e a PKC estavam envolvidos no desenvolvimento e/ou manutengéo da dor
neuropética desenvolvida pelo consumo crénico de etanol. Apos ser estabelecida a neuropatia
alcoolica, a utilizacdo de inibidores seletivos de receptores mGlu5 e da PKC reverteram
significativamente a inducdo da dor neuropatica. Assim, 0s autores sugeriram que tanto os
receptores mGIlu5 e a PKC estdo envolvidos no estabelecimento da neuropatia alcodlica, ja que
0 etanol é capaz de modular a ativacdo dos receptores mGlu5, que resulta na hidrélise do
fosfoinositideo pela fosfolipase C, que conduz a liberacdo de calcio presente em reservas
intracelulares e consequente estimulacdo da PKC.

Sun et al. (2012) investigaram os efeitos da NAC na ativacdo dos receptores mGlus>
do grupo I (mGlu 1% e mGlu5) para a ocorréncia de apoptoses em linhagens de células gliais
C6 e células neuronais dopaminérgicas MN9D, e no modelo animal (ratos) de doenca de
Parkinson. Os resultados indicaram que a NAC preveniu a formacdo de ROS®’ e a oxidagéo da
GSH celular e, da subsequente ativacao dos receptores mGlus do grupo | (mGlu 1 e mGlu5),
nos modelos experimentais que foram utilizados. Além disso, esses resultados sugerem que a
NAC pode exercer uma funcdo regulatéria na atividade dos receptores mGlus do grupo |,
atuando tanto na neuroprotecdo e na neurotoxicidade atravées da reducdo do estresse oxidativo.
Portanto, a NAC pode representar um novo tratamento para uma variedade de doencas
neurodegenerativas que possam ser associadas com receptores mGlus®® do grupo I, como a

neuropatia alcoolica.
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Ja Naik et al. (2006) em seu estudo verificaram o efeito da administragio de NAC*® em
ratos com neuropatia periférica por constricdo do nervo ciatico. Apos realizarem a constrigdo
crénica do nervo ciatico, os testes comportamentais indicaram diminuicao nos limiares térmicos
e mecanicos, sugerindo efeito hiperalgésico, e os parametros bioquimicos indicavam aumento
na concentracdo do MDA®, diminuicdo na concentracdo da glutationa reduzida e na
concentragio das SODs®!, dados que indicam a participacdo do estresse oxidativo na
manutencdo da dor neuropatica. Porém, a NAC teve a capacidade de reverter os resultados
anteriores, ou seja, ela aumentou os limiares térmicos e mecanicos e, também manteve dentro
dos padrdes da normalidade os pardmetros bioquimicos. Assim, esses resultados sugerem que
a NAC pode ser um candidato com grande potencial para o tratamento da dor neuropética.

Em 2010, Kamboj et al. observaram o efeito neuroprotetor da NAC no comportamento
nociceptivo, bioquimico e estrutural do nervo ciatico na neuropatia diabética. Apds 8 semanas
de tratamento com a estreptozotocina, indutor da diabetes, os ratos apresentaram neuropatia
diabética, que foi evidenciada através da diminuicéo do tempo de laténcia no teste Tail Flick, o
que indicou hiperalgesia térmica. No entanto, o tratamento com a NAC foi capaz de melhorar
essa hiperalgesia, pois esta conseguiu atenuar o estresse oxidativo e a ocorréncia de apoptoses,
que sdo os possiveis causadores da neuropatia diabética. Desta forma, esses resultados sugerem
que a NAC possui um potencial terapéutico na atenuacao da neuropatia diabética.

Com base nos estudos anteriormente citados, observou-se que seria interessante
investigar o efeito da NAC no comportamento nociceptivo associado ao consumo cronico de
etanol em ratos. Dos resultados obtidos neste estudo, a diminui¢do do tempo de laténcia no teste
Tail Flick (GRAFICO 3) e a diminuic&o no limiar de retirada de pata nos testes Randall Selitto
(GRAFICO 2B) e von Frey eletronico (GRAFICO 1B) indicaram alteragdo do limiar
nociceptivo nos ratos tratados com etanol. Entretanto, apos as 10 semanas de tratamento com
NAC, os ratos do grupo NAC + Etanol mantiveram tanto o tempo de laténcia (GRAFICO 3)
como os limiares de retirada de pata elevados (GRAFICOS 1A e 2A), indicando que a
nocicepc¢do desses animais ndo havia sido alterada pelo etanol, ou seja, da mesma forma que
para a neuropatia diabética, a NAC® também demonstrou importante funcdo neuroprotetora,

impedindo o desenvolvimento das hiperalgesias térmica, mecanica e da alodinia.
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Os animais que receberam apenas etanol também exibiram acentuado prejuizo na
coordenacdo motora (GRAFICO 4), além da hiperalgesia (GRAFICOS 2B e 3) e da alodinia
(GRAFICO 1B). Foi observado uma diminuicdo significativa na laténcia para queda desses
animais (GRAFICO 4) no teste da locomocéo forcada em cilindro giratdrio (Rota — rod - teste
utilizado para observar alteracdo na coordenacdo motora). A disfuncdo neuropética pode
desencadear este tipo de alteracdo na motricidade, indicando possiveis altera¢es no tdnus dos
musculos so6leo e extensor longo dos dedos (TORREJAIS et al., 2002). Os resultados deste
estudo obtidos ap6s a administracdo de etanol no teste Rota — rod, corroboram com os dados de
Kandhare et al. (2012), os quais, apos 10 semanas de tratamento, também apresentaram uma
diminuig&o significativa no tempo de queda de seus animais.

Estudos sobre a histologia do nervo ciatico mostraram que, a administracao crénica de
etanol é capaz de diminuir o tamanho das fibras neurais, de aumentar o nimero dos nervos
periféricos regenerativos e também de garantir a perda da sua inervacdo nos musculos
esqueléticos, potencializando assim a manutencdo da dor neuropética e de maiores alteraces
na coordenacdo motora (MELLION et al., 2013).

Além da perda da inervacdo, outra causa que poderia gerar alteracdo na coordenacao
motora seria uma disfuncdo na atividade da Na*, K* - ATPase. O decréscimo na atividade dessa
enzima, aumenta a concentracdo de sodio intra — axonal e bloqueia a despolarizacdo da
membrana (COPPEY et al., 2000; POP —BUSUI et al., 2002). Com isso, ocorreria a diminuicéo
na velocidade da conducgédo nervosa motora, contribuindo para os sintomas clinicos de fraqueza
e fadiga muscular.

No estudo de Raygude et al. (2012), a administracdo cronica de etanol desenvolveu
neuropatia alcodlica nos ratos, sendo evidenciada pela presenca de hiperalgesia e alodina. Além
dessas duas caracteristicas, o etanol teve a capacidade de diminuir a laténcia de queda no teste
Rota - rod, reduzir a velocidade de condugdo nervosa motora e de diminuir a atividade da Na*,
K" - ATPase. Esses resultados mostram que o consumo de etanol tem o poder de alterar a
atividade da Na*, K" - ATPase e a velocidade de conducdo nervosa motora no nervo ciatico
que, por sua vez, levam a altera¢des na coordenacdo motora.

No presente estudo, o tratamento com NAC®3, além de prevenir o aparecimento da
hiperalgesia térmica (GRAFICO 3), mecénica (GRAFICO 2A) e alodinia (GRAFICO 1A),
também preveniu a alteracdo da motricidade, mantendo elevada a laténcia para queda no teste
Rota — rod dos animais do grupo NAC + Etanol (GRAFICO 4). O mesmo efeito foi obtido no

83 N - acetilcisteina
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estudo de Kamboj et al. (2010); apds 8 semanas de tratamento, 0s animais com neuropatia
diabética tratados com NAC mostraram aumento da laténcia para queda quando comparados
aos nao tratados com NAC. Neste estudo ainda, a NAC conseguiu aumentar a atividade da Na*,
K* - ATPase no nervo ciatico desses animais.

Mediante isso e lembrando que, o etanol é capaz de aumentar a ROS® e a NAC é capaz
de manter os marcadores bioquimicos que estdo relacionados com o estresse oxidativo dentro
dos padrdes da normalidade, o efeito benéfico do tratamento da NAC nas fun¢bes motoras
sugere que o estresse oxidativo e a reducdo na atividade da Na*, K™ - ATPase possam estar
envolvidos nos danos que ocorrem na fungdo motora.

Além do interesse em investigar o efeito da NAC no comportamento nociceptivo e na
coordenacdo motora de ratos tratados com etanol, foi realizado imunofluoréscencia para
observar também o efeito da NAC no namero de neurdnios imunorreativos para ¢ — Fos.

Quando um neurdnio é ativado de forma intensa desencadeia — se sintese de proteinas
especificas que demandam ativacdo de genes de expressdo imediata, dentre eles 0 mais
conhecido é o ¢ — Fos. Este gene esta relacionado a ativacdo neuronal e é expresso em situacdes
onde o animal é exposto a novas situa¢es, como um estimulo doloroso. Ha evidéncias que
mostram que o estimulo nocivo pode induzir, no sistema nervoso central, variacdes de longa
duragéo nos processos celulares pela modulagdo da expressao dos genes de ativagdo imediata
como a ¢ — Fos. A distribuicdo da c- Fos no sistema nervoso central apés a estimulagdo nociva
inclui: estruturas envolvidas com respostas emocionais que parecem ter um papel importante
no componente afetivo da dor, ou seja, 0 qudo desagradavel é a experiéncia da dor (nucleo
paraventricular hipotalamico - PVN); estruturas usualmente responsaveis a nocicep¢do, no
entanto podem atuar também como componente afetivo da dor (substancia cinzenta
periaquedutal - PAG) e nucleos da rafe; e areas que participam na modulacdo do impulso
nociceptivo (PAG — regido ventral) (PRADO; DEL BEL, 1998).

No presente estudo, os animais que foram tratados com Etanol e em seguida submetidos
ao teste Randall Selitto, apresentaram um aumento no ndmero de neurdnios imunorreativos
para c-Fos na porcdo lateral magnocelular do PVN®® e nas porcdes parvocelulares do PVN
(GRAFICOS 5C e 5B e, FIGURA 10B), no ntcleo dorsal da rafe (NDR) (GRAFICO 5A e
FIGURA 10A) e, na PAG®® (GRAFICO 5D e FIGURA 10C), o que corrobora com outros
estudos de dor (NARITA, 2003; RODELLA et al., 1998; TAKEDA et al. 2009).
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Os grupos de neurdnios magnocelulares do hipotalamo estdo organizados em dois
nacleos: o PVN e o nucleo supradptico (SON). Destas areas partem axonios que se projetam a
neuro-hipofise e liberam os neuro-hormonios vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) na
circulacdo porta-hipofisaria. Os neurénios magnocelulares do PVN sdo subdivididos nas
porcbes medial (PaMM) e lateral (PaLM), sendo que esta Ultima subéarea apresenta uma
predominancia de neurbnios vasopressinérgicos. Além destas, que sdo as porgdes
magnocelulares mais caracteristicas do PVN, este nucleo possui ainda neurdnios
magnocelulares nas regides periventricular (PeM) e comissural anterior (AC) (ARMSTRONG,
1995). O unico destino conhecido para os axénios dos neurdnios magnocelulares, como ja
mencionado, é a neuro-hipdfise, passando pela camada interna da eminéncia mediana.

Em nosso estudo, o tratamento com Etanol promoveu um aumento no nimero de
neurdnios imunorreativos para c-Fos na porcéo lateral magnocelular do PVN (GRAFICO 5C e
FIGURA 10B), o que corrobora achados prévios da literatura. Ja foi demonstrado que o
tratamento com Etanol por quatro semanas aumenta a secrecdo de AVP® e a expressio de seu
RNA mensageiro no PVN e SON® (DA SILVA et al, 2013). O aumento nos niveis circulantes
de AVP parece contribuir de maneira significativa para o desenvolvimento de quadro
hipertensivo nestes animais, uma vez que o0 tratamento com um antagonista dos receptores
vasopressinérgicos V1 reverte a hipertensdo induzida pelo tratamento com Etanol (RESSTEL
et al, 2008).

Quando comparado ao SON, que s6 contem neurdnios magnocelulares, o PVN mostra-
se muito mais complexo quanto a sua citoarquitetura, porque, além dos neurénios
magnocelulares, 0 PVN apresenta seis subnucleos parvocelulares (ARMSTRONG, 1995).
Dentre eles, destacamos a por¢éo medial parvocelular (PaMP), cujos neurdnios, em sua maioria,
se projetam para a camada externa da eminéncia mediana. Fenotipicamente, esses neurénios
sdo caracterizados como CRH-érgicos, vasopressinérgicos ou ocitocinérgicos, estando
associados a ativacdo do eixo hipotalamo hipofise-adrenal, lembrando que, além do CRH®®, os
neuro-horménios AVP? e OT™, uma vez liberados na eminéncia mediana, também agem como
secretagogos de ACTH"? na adeno-hipofise (KISS et al, 1984). Também ja foi demonstrado

que neurdnios parvocelulares do PaMP™ se projetam para outras areas, como 0S Orgaos
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circunventriculares, provavelmente participando de respostas integrativas no controle da
osmolalidade e do volume do liquido extracelular (LARSEN, 1991). O PaMP’* esta entre as
porcdes parvocelulares do PVN™ avaliadas no presente estudo, sendo que nossos resultados
demonstraram um aumento na ativacdo destes neurdnios em decorréncia do tratamento com
Etanol (GRAFICO 5B e FIGURA 10B), o que indica uma provavel ativacdo do eixo
hipotdlamo-hipdfise-adrenal nestes animais. De fato, j& foi demonstrado que o tratamento com
Etanol por 4 semanas aumenta significativamente a secrecéo de corticosterona em ratos (DA
SILVA, 2012). Além disso, animais tratados com Etanol por periodos prolongados tendem a
desenvolver um quadro progressivo de desidratacdo (DA SILVA, 2012; DA SILVA et al.,
2013), o que justifica a ativacdo, via PaMP, de A&reas osmossensiveis (0rgdos
circunventriculares), as quais estdo envolvidas no recrutamento de respostas comportamentais
homeostaticas como a sede (MCKINLEY; JOHNSON, 2004).

Adicionalmente, um grupo distinto de neurdnios parvocelulares se projeta para alvos
extra-hipotalamicos, particularmente para centros autondémicos do bulbo e para a medula
espinhal, como é o caso das porcdes Dorsomedial cap (PaDC) e a porg¢do parvocelular ventral
(PaV) (ARMSTRONG, 1995). Estes subnucleos aparentemente estdo envolvidos com a
modulacéo pré-autondmica no controle da presséo arterial e frequéncia cardiaca. Nosso estudo
demonstrou em animais tratados com Etanol um aumento no ndmero de neurdnios
parvocelulares ativados notadamente na regido PaV’® (GRAFICO 5B e FIGURA 10B), o que
pode indicar o recrutamento de mecanismos de ajuste cardiovascular nestes animais. De fato,
como ja mencionado, animais tratados por 4 semanas com doses crescentes de Etanol na agua
de beber (5 a 20% v/v) desenvolvem um aumento progressivo da pressao arterial média, sem
alteracdo na frequéncia cardiaca (DA SILVA, 2012; DA SILVA et al., 2013). Além disso, esses
animais também apresentam alteracdes vasculares importantes, como o aumento da
responsividade a agentes vasoconstritores (CRESTANI et al, 2014).

Como citado anteriormente, o PVN’’ ¢ um nuicleo que esta envolvido com o componente
afetivo da dor, assim, quando o animal, que possui alteracbes no seu comportamento
nociceptivo, é exposto a um estimulo nocivo, uma maior expressao no numero de neurdnios
imunorreativos para ¢ — Fos ocorrera neste nucleo também, o que foi evidenciado no presente

estudo. Os ratos tratados apenas com Etanol e que apresentaram neuropatia alcoolica, ao serem
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submetidos a um estimulo nocivo, Randall Selitto, apresentaram um aumento difundido no
nimero de neurdnios imunorreativos para ¢ — Fos no PVN (GRAFICOS 5B e 5C e, FIGURA
10B), mostrando entdo que esta area do cérebro estd envolvida com o processamento
nociceptivo causado pelo estimulo nocivo nos ratos com neuropatia alcodlica induzida.

Este resultado esta4 de acordo com Takeda et al. (2009), cujo estudo demonstrou que
ratos com dor neuropética, devido a constri¢do crénica do nervo ciatico, quando submetidos ao
teste Randall Selitto apresentaram aumento significativo no ndmero de neurbnios
imunorreativos para ¢ — Fos no PVN, confirmando a participacdo deste nucleo no
processamento nociceptivo, devido a um estimulo nocivo em animais que estavam
sensibilizados a dor.

Outro nicleo importante que esta relacionado a nocicepcdo é o NDR',
Anatomicamente, o0 NDR esta inserido na parte ventro — medial da substancia cinzenta
periaquedutal presente no mesencéfalo, mas devido a sua citoarquitetura diferente, projecdes
dos seus neurénios, liberacdo de neurotransmissores e caracteristicas fisiologicas, ele ndo é
reconhecido como parte da PAG™. Além disso, 0 NDR® ¢ um ndcleo neuroquimico
heterogéneo sendo composto principalmente por neurdnios serotonérgicos. Ele esta envolvido
em varias funcdes fisioldgicas, sendo que a mais significativa é sua funcdo antinociceptiva, e
0S neurotransmissores mais envolvidos nessa funcdo antinociceptiva sdo a serotonina, 0s
opidides e o &cido aminobutirico — 6 (GABA) (WANG; NAKAI, 1994).

O NDR é um nucleo presente no mesencéfalo, recrutado na elaboracdo do processo
antinociceptivo ap6s estimulo nocivo (FREITAS et al.,, 2005). O NDR faz parte da via
descendente da transmissdo da dor e sua participacdo na antinocicepcdo ocorre atraves da
inibicdo da propagacdo do estimulo nocivo que é enviado pela medula espinhal (WANG;
NAKAI, 1994). A maioria das fibras serotonérgicas originadas no NDR se projetam para o
corno dorsal da medula espinhal e, varios tipos de estimulos nocivos estdo associados a
liberacdo de serotonina no corno dorsal. Assim, esta resposta € capaz de modular o processo de
sensacao da dor. A estimulacgdo elétrica ou de microinjeces de morfina no NDR acarretam em
intensa antinocicepcdo. Estudos radioautograficos e imunohistoquimicos mostraram que a
serotonina e os seus receptores sao difusamente localizados no NDR (DESCARRIES et al.,
1982; WANG; NAKAI, 1994).

8 Nticleo dorsal da rafe
9 Substancia cinzenta periaquedutal
80 Nucleo Dorsal da Rafe
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No presente estudo, os animais do grupo Etanol submetidos ao teste Randall Selitto,
apresentaram um aumento no numero de neurdnios imunorreativos para ¢ — Fos, quando
comparados aos ratos do grupo Controle, que sé receberam agua (GRAFICO 5A e FIGURA
10A). Este resultado também esta de acordo com o trabalho de Takeda et al. (2009), ja que os
animais que foram submetidos a cirurgia de constrigdo crénica do nervo ciatico e posterior
estimulo pelo teste Randall Selitto também apresentaram aumento no numero de neurénios
imunorreativos para ¢ — Fos.

O estimulo nocivo, ao qual os ratos com neuropatia alcoolica foram submetidos, foi
eficaz também em aumentar o nimero de neurdnios imunorreativos para ¢ — Fos na PAG®!
(GRAFICO 5D e FIGURA 10C), aumento que corrobora também com o estudo prévio de
Takeda et al. (2009). Anatomicamente, a PAG € uma regido presente no mesencéfalo e que
circunda o aqueduto de Sylvius. Ela também é considerada como um importante sitio para a
modulacdo da nocicepcao, ja que participa da transmissao ascendente da dor. A PAG recebe
terminagcOes nervosas dos neurdnios nociceptivos aferentes, presentes na medula espinhal e
envia projecGes para o nucleo talamico, que processa a nocicepcdo. Ela também é um
componente importante no sistema inibitério da dor descendente. A ativacao deste sistema inibe
0s neurdnios nociceptivos presentes no corno dorsal da medula espinhal (BEHBEHANI, 1995).
Apos estimulacdo elétrica ou administracdo de aminoécidos excitatorios, a PAG é capaz de
coordenar a atividade descendente das vias noradrenérgicas e serotonérgicas que suprimem a
transmissdo nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal, sugerindo que alteracées na PAG
podem desencadear a dor neuropatica (LI et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, a PAG®2 é um componente substancial na modulagéo
da dor descendente e exerce controle inibitorio ou excitatorio sobre a transmissao da dor através
da regido ventromedial rostral da medula espinhal, local da sinapse do neurdnio sensitivo de
primeira ordem. Essas descobertas sdo particularmente interessantes, devido o papel central da
PAG na integragdo das respostas somatomotoras, autondmicas e comportamentais frente a dor
(GUO et al., 2014). Seria interessante notar, a partir de nossos resultados, que, apesar da
necessidade de outras evidéncias, estas respostas poderiam estar associadas com o efeito do
consumo crénico do etanol (GRAFICO 5D e FIGURA 10C).

A caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na inducéo da ¢ — Fos por lesdo do nervo
periférico pode fornecer uma pista para elucidar as alteragcdes funcionas que ocorrem nos

neurdnios de nervos lesionados a longo prazo. O estudo de Narita et al. (2003) demonstrou que

81 Substancia cinzenta periaquedutal
82 Substancia cinzenta periaquedutal
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0s niveis de ¢ — Fos na PAG aumentaram significativamente ap6s a ligacao do nervo ciatico de
ratos. Este resultado fornece evidéncia direta de que a lesdo no nervo ciatico pode conduzir a
uma mudanca acentuada no nivel de expresséo da ¢ — Fos no cérebro de ratos, podendo levar a
dor neuropatica associada a plasticidade sinaptica.

Ap0s estabelecida a dor neuropética devido a constrigdo crénica do nervo ciatico e
subsequente aplicacdo de estimulo nocivo, um aumento na expressdo de ¢ — Fos na PAG
também foi observada no estudo de Takeda et al. (2009).

Como mencionado anteriormente, nos resultados, os ratos com neuropatia alcoolica
submetidos ao teste Randall Selitto, também apresentaram aumento na expressdo de neurénios
imunorreativos para ¢ — Fos na PAG (GRAFICO 5D e FIGURA 10C), sugerindo assim, que a
PAG também possa ser uma area cerebral envolvida no processamento nociceptivo ao estimulo
doloroso da neuropatia induzida pelo consumo croénico de etanol. Além disso, o grupo NAC +
Etanol garantiu a diminui¢&o no nimero de neurdnios imunorreativos para ¢ — Fos em todos as
areas cerebrais analisadas (PVN®, porcdo magnocelular lateral e porgoes parvocelulares, NDR
e PAG) que, quando comparadas ao grupo Etanol, haviam apresentado aumento da expressédo
dessa proteina, ratificando a possivel funcdo neuroprotetora da NAC na ingestdo crbnica de
etanol, contra a neuropatia alcodlica (GRAFICOS 5A, 5B, 5C e 5D e, FIGURAS 10A, 10B e
10C).

Uma explicagdo para tal diminuicdo na expressdo dos numeros de neurdnios
imunorreativos para ¢ — Fos nas areas analisadas pode ter sido a capacidade antioxidante da
NAC? e ao fato dela servir de substrato para a formacdo da GSH®, que também é conhecida
como um poderoso antioxidante enddgeno. Assim, o tratamento com a NAC possivelmente foi
capaz de reduzir a producdo de ROS®, manter os marcadores bioquimicos relacionados ao
estresse oxidativo dentro dos padrbes da normalidade e reduzir o préoprio estresse oxidativo,
sendo este Gltimo, um vildo em potencial para o desenvolvimento da neuropatia alcodlica, ja
que o etanol pode aumentar seus niveis, levando ao dano neuronal e a consequente dor
neuropéatica (CHOPRA; TIWARI, 2011). Desta forma, como a NAC preveniu 0 aparecimento
da neuropatia alcoolica, informacgdo que pode ser comprovada pela auséncia de hiperalgesia
térmica, mecanica e alodinia (depois de 10 semanas de tratamento do grupo NAC + Etanol),

possivelmente ndo ocorreu a sensibilizacdo das fibras neurais periféricas e o estimulo nocivo,

8 Ncleo paraventricular hipotalamico
8 N - acetilcisteina

8 Glutationa

8 Espécies reativas do oxigénio
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antes acentuado nas neuropatias, ndo desencadeou aumento exagerado da despolarizacdo de
neuronios presentes no corno dorsal da medula espinhal, que por sua vez ndo teve a capacidade
de ativar uma quantidade exacerbada de neurdnios nos sitios nociceptivos analisados no

cérebro.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir com este estudo, que o tratamento da neuropatia alcodlica
experimental utilizando a NAC foi eficaz em prevenir o desenvolvimento da dor neuropatica,
ja que os animais tratados concomitantemente com NAC e Etanol ndo apresentaram, em
nenhum momento do tratamento, 0s sinais caracteristicos que definem a neuropatia alcodlica,
a citar, as hiperalgesias térmica e mecanica e a alodinia. Assim, pela primeira vez na literatura,

fica evidenciado que a NAC possui efeito neuroprotetor na neuropatia alcodlica.
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