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RESUMO

O alcool, uma droga psicotrépica amplamente comercializada, e o benzodiazepinico
Flunitrazepam, um ansiolitico amplamente prescrito para pacientes com problemas de
ansiedade e insbnia, sdo substancias bem conhecidas e ambas atuam no sistema
nervoso central. O uso indevido e a associacdo dessas duas substancias sdo
preocupacdes de saude publica em varios paises e podem causar efeitos
momentaneos, duradouros e até mesmo problemas neurofisiologicos letais, devido a
potencializacdo de seus efeitos adversos em sinergia. O presente estudo observou o
resultado da associacdo dessas drogas nas respostas eletrofisiolégicas do cérebro,
coracao e frequéncia respiratéria de ratos Wistar. Foram determinados 8 grupos
experimentais: um grupo controle, um grupo alcool (20% na dose de 1 ml/100 g VO),
trés grupos Flunitrazepam (doses 0,1; 0,2 e 0,3 mg/kg) e trés grupos com associacao
de alcool-Flunitrazepam (20% na dose de 1 ml/100 g VO de alcool, combinado com
0,1; 0,2 e 0,3 mg/kg de Flunitrazepam, respectivamente). Os resultados mostraram
gue houve uma reducdo mais acentuada da poténcia das ondas alfa e teta nos grupos
alcool-Flunitrazepam com diminuigdo da poténcia das oscilagcfes beta, além de maior
sedacao. Verificou-se uma diminuicdo progressiva da frequéncia respiratéria de
acordo com aumento da dose de Flunitrazepam na administragdo associada alcool-
Flunitrazepam. Foi observada alteracdo na frequéncia cardiaca e no intervalo Q-T em
doses elevadas de Flunitrazepam. Sob a perspectiva destes resultados, concluimos
gue a associagdo alcool-Flunitrazepam apresentou um aprofundamento dos efeitos
sinérgico-depressores no sistema nervoso central de acordo com o aumento da dose
do benzodiazepinico, o que poderia causar alteracdes nas oscilagdes cerebrais, na
respiracdo e na hemodinamica do rato.

Palavras-chave: Flunitrazepam; Alcool; Ondas cerebrais; Eletroencefalograma;
Eletrocardiograma



ABSTRACT

Alcohol, a widely commercialized psychotropic drug, and the benzodiazepine
Flunitrazepam, an anxiolytic widely prescribed for patients with anxiety and insomnia
problems, are well known drugs and both act on the central nervous system. The
misuse and the association of these two drugs are public health concerns in several
countries and could cause momentary, long-lasting and even lethal neurophysiological
problems due to the potentiation of their adverse effects in synergy. The present study
observed the result of the association of these drugs on electrophysiological responses
in the brain, heart, and respiratory rate in Wistar rats. 8 experimental groups were
determined: control, one alcohol group (20% at a dose of 1 ml/100 g VO), three
Flunitrazepam groups (doses 0.1; 0.2 and 0.3 mg/kg) and three alcohol-Flunitrazepam
groups (20% at a dose of 1 ml/100 g VO of alcohol, combined with 0.1; 0.2 and
0.3 mg/kg of Flunitrazepam, respectively). The results showed that there was a more
pronounced reduction in alpha and theta wave power in the alcohol-Flunitrazepam
groups, a decrease in the power of beta oscillations and greater sedation. There was
a progressive decrease in respiratory rate linked to the increase of Flunitrazepam dose
in the alcohol-Flunitrazepam associated administration. It was observed alteration in
heart rate and Q-T interval in high doses of Flunitrazepam. Therefore, we conclude
that the association alcohol-Flunitrazepam presented deepening of depressant
synergistic effects according to the increase in the dose of the benzodiazepine, and
this could cause alterations in brain oscillations, breathing, and hemodynamics of a
rat.

Keywords: Flunitrazepam;  Alcohol;  Brainwaves;  Electroencephalogram;
Electrocardiogram
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1. INTRODUCAO
1.1 Alcool

O élcool etilico € uma substancia psicoactiva amplamente consumida em todo
0 mundo, especialmente para fins recreativos. A sua estrutura quimica tem duas
cadeias de carbono e um grupo hidroxila (Fig. 1A, B), € conhecido pela sua
composicao equilibrada de moléculas hidrofilicas e moléculas hidrofobicas e pelo seu
baixo peso molecular, o que facilita a difusdo através dos tecidos e distribuicdo no
organismo (Maher 1997; Heckmann & Silveira 2009; Costardi et al. 2015). O seu
consumo constante ou em grande volume ao longo da vida, combinado com as
propriedades intoxicantes dessa substancia, podem comprometer 0s aspectos sociais
dos usuarios e afetar seus 6rgdos e tecidos, como o sistema cardiovascular e o
sistema nervoso central (SNC) (World Health Organization - WHO 2005; Rehm &
Roerecke 2017; Lau et al. 2024). No SNC, o alcool pode atuar como um depressor ao
agir nos receptores GABAAa e nos receptores de glutamato, aumentando o influxo de
Cl- mediado mediado por GABAAa e inibindo os efeitos excitatérios do glutamato nos
receptores NMDA (glutamatérgicos N-metil-Daspartato). Quando utilizados
continuamente, podem ser observados outros problemas, como perturbagdes no
comportamento, deméncia, deficiéncias cognitivas e deficits de memdria (Evert &
Oscar-Berman 1995; Oscar-Berman e Marinkovic 2003; Costardi et al. 2015; Sigel &
Ernst 2018).

Figura 1 - Representagédo molecular do Etanol (alcool etilico)

Etanol

A B

HO CH,

Fig. 1 Representacdo 2D e 3D da estrutura quimica de Etanol (alcool etilico) (A e B). Fonte: arquivo

do autor, produzido com software DrugBank e MoLinspiration.
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Paralelamente, os efeitos excitatorios também promovidos pelo alcool no SNC
contribuem para a manutencéo do seu consumo pela sociedade. O alcool pode agir
sobre o0s niveis de dopamina, serotonina, aspartato e glutamato, sendo
neurotransmissores do SNC (Costardi et al. 2015). No primeiro caso, tendo a
dopamina uma acdo motivadora e de reforco nos neurénios em diversas regidées do
cérebro a exemplo do nucleus accumbens (componente do sistema recompensa,
relacionado com o prazer e euforia), os neurbnios dessa regido que contém dopamina
sdo ativados por estimulos que influenciam na execucdo e repeticdo de um
comportamento e o aumento liberacdo de dopamina contribui para os efeitos
recompensadores do alcool, promovendo o continuo consumo (Di Chiara, 1997; Ji et
al, 2017). Ja a serotonina associada a endorfinas podem contribuir para manifestacao
do estado de bem-estar e melhora do humor em situa¢gdes de intoxicagcéo alcodlica,
com aumento da transmisséo de serotonina observada na administracdo aguda de
alcool (Bittencourt, 2000; Costardi et al. 2015). Ainda sob a condicdo de exposi¢cao
cronico ao alcool, os receptores NMDA tendem a ser estimulados em resposta aos
efeitos depressivos do etanol para reestabelecer o balanco energético inibitorio e
excitatorio (De Witte, 2004; Alexandre, 2018).

Apos sua absorcao no estbmago e intestino, o etanol é metabolizado no figado,
onde é oxidado em acetaldeido, por trés vias metabdlicas: a principal sendo a via da
enzima alcool desidrogenase (ADH) no citosol, auxiliado pelo cofator nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD+), o qual é reduzido a NADH; pela via da enzima catalase
nos peroxissomos dos hepatdcitos, onde o etanol doa elétrons reduzindo o peroxido
de hidrogénio (H202) em agua (H20), responsavel por apenas cerca de 10% da
oxidacdo do etanol; e quando em grandes quantidades de consumo de alcool, pelo
sistema microssomal de oxidacdo do etanol (MEOS), nos microssomos do reticulo
endoplasmatico liso (REL), através do citocromo P450 IIE1 (CYP2E1 = isoforma) e
pelo cofator fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH) (NIAAA,
2007). O acetaldeido formado é oxidado a acetato pela enzima (ALDH) presente
nas mitocéndrias dos hepatdcitos, partindo para a circulacdo. Grande parte do
acetado formado é oxidado em dioxido de carbono ou metabolizado em Acetil-CoA
(Zehkari, 2013; Alexandre, 2018) (Fig.2).
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Figura 2 - Vias metabdlicas do alcool no organismo.

Acetil-CoA
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Fig. 2 Metabolismo do alcool. O etanol é oxidado em acetaldeido por Alcool desidrogenase, Catalase
e CYP2E1 no REL. O acetaldeido formado é oxidado a acetato pela enzima Aldeido desidrogenase
sendo distribuido pelo organismo. Fonte: arquivo do autor, adaptado de Zehkari, 2013; Alexandre,

2018; Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism -NIAAA- 2007, produzido com software BioRender.

1.2 Benzodiazepinicos

Os benzodiazepinicos sdo um grupo de drogas psicotropicas com estruturas
geralmente compostas por anéis de benzeno fundidos com heterociclos de sete
membros contendo nitrogénio (Zhang et al. 2023) e atuam como moduladores
alostéricos positivos do recetor GABAa, um canal ibnico seletivo de cloreto. O GABA
€ o principal neurotransmissor inibitério no SNC e tem a capacidade de reduzir a
excitabilidade neuronal, produzindo assim um efeito depressor (Grifn et al. 2013;
Hernandez-Matrtin et al. 2023; Pallanti et al. 2023) (Fig. 3A, B). Por conseguinte, os
farmacos desta classe podem ter propriedades ansioliticas, hipnéticas, amnésicas,
anticonvulsivantes e relaxantes musculares, e estdo entre os medicamentos
psicotropicos mais amplamente prescritos para a insénia e a ansiedade (Veldhuizen
et al. 2009; Quagliato et al. 2018; Cloos et al. 2021; Einloft et al. 2023; Adhikari et al.
2023). No entanto, quando os benzodiazepinicos sdo usados por um periodo
prolongado, podem levar a problemas relacionados com a abstinéncia e o abuso

(Olfson et al. 2015; Lin et al. 2023). No caso do abuso, é frequentemente descrito que
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0s benzodiazepinicos sdo geralmente usados em combinacdo com outras drogas
(National Institute of Drug Abuse - NIDA 2020).

Figura 3 - Representacéo molecular de Flunitrazepam.

Flunitrazepam
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Fig. 3 Representacdo 2D e 3D do benzodiazepinico flunitrazepam (A e B). Fonte: arquivo do autor,

produzido com software DrugBank e MoLinspiration.

1.3 Interacdo com Flunitrazepam

A interacdo deste tipo de medicamento com o &lcool pode promover
modificagdes farmacocinéticas, desestabilizando o metabolismo e as propriedades
iniciais do farmaco, bem como também modificacbes farmacodinamicas. Nesse
contexto, essa interagdo compromete mais especificamente as atividades do SNC,
intensificando os efeitos sedativos durante o uso de benzodiazepinicos (Weathermon
e Crabb 1999). Os efeitos observados na interacdo entre alcool e o Flunitrazepam
(Rohypnol®, um benzodiazepinico com acgdo sedativa-hipnotica rapida) incluem
sonoléncia extrema e amnésia, que podem levar o usuario a um estado de
vulnerabilidade (Seppala et al. 1983; Simmons e Cupp 1998). Popularmente, esta
combinacéo é conhecida pela sua utilizagcdo em casos de agressao sexual, roubo e
overdose (Druid et al. 2001; Treweek et al. 2010).

As principais vias metabodlicas do Flunitrazepam (Fig. 4) incluem N-
desmetilacdo, 3-hidroxilacéo, nitro-reducdo e N-acetilacdo adicional do grupo amino,
resultando na producdo de N-desmetilflunitrazepam, 3-hidroxiflunitrazepam, 7-
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aminoflunitrazepam e 7-acetamidoflunitrazepam, respectivamente. A combinacao
destas reacbOes pode levar a formacdo de 7-amino-N-desmetilflunitrazepam, 7-
acetamido-N-desmetilflunitrazepam,  3-hidroxi-7-aminoflunitrazepam,  3-hidroxi-7-
acetamidoflunitrazepam e  3-hidroxi-N-desmetilflunitrazepam. Varios destes
metabolitos apresentam atividade e mantém a sinergia com o alcool (Druid et al. 2001,
Dinis-Oliveira 2017; Busardo et al. 2019).
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Figura 4 - Perfil Metabdlico do Flunitrazepam
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Fonte: Arquivo do autor. Produzido com software DrugBank e MoLinspiration com base em Katselou
et al. 2016.
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1.4 Avaliacao de eletroencefalograma, eletrocardiograma e frequéncia respiratéria

Os efeitos sinérgicos da interacdo medicamentosa entre os benzodiazepinicos
e o0 alcool podem ser avaliados inicialmente através de testes comportamentais
(Almeida et al. 2010; Albrecht et al. 2014) e parametros eletroencefalograficos (EEG)
(Reeves-Darby et al. 2023), que analisam a atividade elétrica do cérebro através do
exame dos potenciais pos-sinapticos gerados pelas células piramidais do cortex
cerebral (Buzséki et al. 2012).

Ondas de menor frequéncia como Delta (0,5-4Hz) estdo relacionadas com o
estado de sono profundo, Teta (4-8Hz) com um relaxamento profundo ou foco mais
direcionado, ondas Alfa (8-12Hz) também apresentam relaxamento e atencdo passiva
além do estado observador com os eventos ao redor do individuo, ja ondas de maior
frequéncia como Beta (12-35Hz) e Gama (35-80Hz) estédo relacionadas com estados
de alerta, a primeira ainda mantém um pequeno nivel de relaxamento, mas para a
segunda é observado o foco e atencdo total, estando também relacionada a
capacidade de memdéria (Abhang et al. 2016; Terlouw et al. 2016; Schomer &
Fernando, 2024). A literatura neurocientifica destaca as similaridades na observacgao
de regides especificas do cérebro de humanos e roedores, 0 que resultou na vasta
utilizacdo de modelos animais para avaliar respostas a estimulos, assim como
padres comportamentais e a prépria atividade das ondas cerebrais (Ellenbroek &
Youn, 2016; Estumano et al. 2019; Beauchamp et al. 2022). Entretanto, no campo na
neuropsicofarmacologia, especificamente no teste de drogas psicoativas ha o desafio
de se traduzir os resultados obtidos no tratamento de roedores para o cérebro humano
(Watrous et al. 2013; Hay et al. 2014; Beauchamp et al. 2022), o que depende de
outros estudos complementares para entender como os efeitos no cérebro do roedor

poderiam se manifestar em outras espécies.

Além disso, os benzodiazepinicos podem bloquear os canais de potassio no
tecido cardiaco, sendo assim associados a alteracdes na repolarizacdo ventricular
(Spadafore et al. 2015). Estas alteracbes podem ser observadas no eletrocardiograma
(ECG) como desvios na morfologia da onda T (especificamente no comprimento da
onda), “notching”, intervalo QT, variabilidade QT, dispersdo QT e area da onda T. A
avaliacdo do ECG pode ser melhor utilizada na observacdo de eventos
cardiovasculares adversos em casos de intoxicacdo (overdose) por

benzodiazepinicos comumente prescritos, como Flunitrazepam, Lorazepam e
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Midazolam (Olkkola e Ahonen 2008; Manini et al. 2010), quer sejam utilizados

individualmente ou em combinac&o com alcool.

O presente estudo investigou os efeitos da combinacdo de alcool etilico e
Flunitrazepam através da andlise dos parametros eletrocorticogréficos (ECoG) e
eletrocardiograficos, bem como registros de frequéncia respiratoria em ratos Wistar.
O estudo avaliou o comportamento das ondas cerebrais, incluindo as ondas Delta,
Teta, Alfa, Beta e ondas Gama, bem como a atividade cardiaca e respiratoria, em

doses crescentes de Flunitrazepam.

2. OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial depressor do alcool etilico em sinergia com diferentes doses
de Flunitrazepam a partir de parametros eletrofisiolégicos neurais, respiratorios e

cardiaco.

2.1 Objetivos especificos

e Verificar alteracbes no padrdo de ondas cerebrais a partir de analise
eletrocorticografica apos a administracdo dos farmacos.

e Observar possiveis alteracbes na frequéncia respiratéria dos animais e
poténcia da contracdo muscular, apdés a administracdo dos farmacos.

e Averiguar provaveis alteracdes na atividade cardiaca a partir da anélise do
eletrocardiograma, apos a administracédo dos farmacos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de

Produtos Naturais, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Para (UFPA), Brasil.

Um total de 72 (n=9 ratos por grupo) ratos “Wistar” (Rattus norvegicus) com
idades entre 90 e 120 dias, pesando entre 240-280 gramas, foram utilizados no
estudo. Os ratos foram obtidos do Biotério da UFPA e mantidos em ambiente com
temperatura de 22+2 °C, umidade de 55+10% e ciclo claro/escuro de 12 horas, com
agua e comida ad libitum durante todo o estudo. As gaiolas foram limpas trés vezes

na semana.

O estudo teve a aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo da UFPA (CEPAE-UFPA) sob o protocolo CEUA N° 6233270619.
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3.2 Drogas

O élcool etilico absoluto foi obtido da “ACS cientifica” (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil); o Flunitrazepam (Rohypnol® 1 mg) foi obtido do laboratério Roche; o cloridrato
de cetamina foi obtido do laboratério Kéing (Santana de Parnaiba, SP, Brasil); e

cloridrato de xilazina foi obtido do laboratério Vallée (Montes Claros, MG, Brasil).

3.3 Delineamento experimental

Para a experiéncia de avaliacdo do ECoG apoés a implantacdo do elétrodo e
administracéo do farmaco, foram formados 8 grupos cada um composto por 9 ratos
com as drogas sendo administradas por gavagem: a) Grupo | (controle); b) Grupo I
recebeu alcool a 20% na dose de 1 ml/100 g de peso do animal peso do animal por
via oral (VO); c) Grupo Ill recebeu Flunitrazepam na dose de 0,1 mg/kg (VO); d) Grupo
IV recebeu Flunitrazepam na dose de 0,2 mg/kg (VO); e) Grupo V recebeu
Flunitrazepam na dose de 0,3 mg/kg (VO); f) O grupo VI recebeu uma combinacgéo de
alcool a 20% (1 ml/100 g) e Flunitrazepam na dose de 0,1 mg/kg (VO); g) O grupo VII
recebeu uma combinacao de alcool a 20% (1 ml/100 g) e Flunitrazepam na dose de
0,2 mg/kg (VO); h) O grupo VIII recebeu uma combinacgéo de alcool a 20% (1 ml/100
g) e Flunitrazepam na dose de 0,3 mg/kg (VO). Foram avaliados os
eletrocorticogramas, a atividade respiratéria e a atividade cardiaca. Os registros foram
efetuados 20 minutos (periodo de acomodacdo) apds a administragdo da droga e

duraram 120 segundos.

3.4 Implementacgé&o dos eletrodos e Eletrocorticograma (ECoG)

Os protocolos e o desenho experimental (Fig. 5) foram estabelecidos seguindo
os procedimentos descritos por Hamoy et al. (2018), Estumano et al. (2019), Muto et
al. (2021) e Bastos de Araujo et al. (2023). Os animais foram anestesiados com uma
combinacéao de cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e cloridrato de cetamina (100 mg/kg)
por injecao intraperitoneal. Quando o animal apresentava perda de reflexo interdigital,
era fixado em um aparelho estereotaxico para a implantacdo de elétrodos. O
procedimento iniciou-se com a tricotomia da pele na regido da cabeca, seguida de
assepsia adequada. A lidocaina a 2% foi infiltrada no local da incisao cirurgica, que foi
feita a 1,0 cm da linha média no sentido rostro-caudal, expondo a superficie 6ssea
craniana. A lidocaina também foi aplicada no canal auditivo externo para reduzir os
efeitos da presséo das barras do aparelho estereotaxico. Apds a exposicao do 0sso
craniano, foram feitos dois orificios com broca odontoldgica seguindo as coordenadas
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estereotaxicas de -0,96 mm de bregma e 1 mm latero-lateral (Paxinos e Watson 2013).
Os elétrodos (Ag/AgCl), com um diametro de 0,5 mm, foram implantados na dura-

mater e fixados com acrilico dental autopolimerizavel.

O principal método de aquisicdo de dados foi através de registros
eletrofisiol6gicos de potencial de campo, que foram realizados com um amplificador
diferencial AC de alta impedancia (Grass Technologies, Modelo P511) ajustado com
configuracdes de filtro de 0,3 Hz (passa-alta) e 300 Hz (passa-baixa). Os sinais foram
monitorados com um osciloscépio (Protek, modelo 6510) e continuamente
digitalizados a uma taxa de 1 kHz por um computador equipado com uma placa de
aquisicao de dados (National Instruments, Austin, TX). Os dados foram armazenados
em disco rigido e processados utilizando software especifico (LabVIEW Express).
Para a andlise das modificacbes neuronais, foi utilizado o programa Python 2.7, que

permitiu a inspecédo das frequéncias das ondas cerebrais.

O eletrodo de registro foi colocado no hemisfério direito e o eletrodo de
referéncia no lado esquerdo. Todo o experimento foi realizado dentro de uma gaiola
de Faraday. Apos um periodo de acomodacéo de 20 minutos, foi efetuado um registro

de 2 minutos para cada animal.

3.5 Registro da atividade respiratoria

Para a analise da frequéncia respiratoria e da poténcia de contracdo muscular,
foram colocados eletrodos com 2 mm de comprimento e diametro de 0,2 mm,
posicionados a 2 mm de distancia um do outro. Eles foram inseridos no décimo espaco
intercostal para registrar a atividade muscular, utilizando amplificagcdo de 2000X, com
filtro passa-baixa de 300 Hz e passa-alta de 0,3 Hz, utilizando o mesmo modelo de
amplificador citado anteriormente. Os registros foram realizados com duracéo de 1
minuto. (Muto et al. 2021).

3.6 Registros eletrocardiogréaficos (ECG)

Os registros eletrocardiograficos foram obtidos na derivacdo D-2. Os eletrodos
nao foram conjugados, com o eletrodo de referéncia ficando posicionado abaixo da
axila direita (0,5 cm) e o eletrodo de registro colocado no décimo espaco intercostal,
2,5 cm abaixo da axila esquerda, seguindo o vetor de registro. Cada registro teve a

duracdo de 2 minutos e foram analisados 0s seguintes parametros: Frequéncia
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cardiaca (BPM), Amplitude (mV), intervalo R-R (ms), intervalo P-Q (ms), duracéo do
QRS (ms) e intervalo QT (ms). (Muto et al. 2021; Bastos de Araujo et al 2023).

3.7 Eutanéasia dos animais

Ao final do experimento, os animais utilizados no estudo foram submetidos a
eutanasia, utilizando a técnica de aprofundamento de plano anestésico com cetamina
(300mg/kg i.p.), xilazina (20 mg/kg i.p.) e diazepam (10mg/kg i.p.) para evitar ao

maximo maiores sofrimentos aos animais.

Figura 5 - Desenho experimental
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Fonte: arquivo do autor. Produzido com software BioRender.

3.8 Analise dos dados

Para a analise dos sinais adquiridos, foi desenvolvida uma ferramenta
utilizando a linguagem de programacéao Python versao 2.7. As bibliotecas “Numpy” e
“Scipy” foram utilizadas para o processamento matematico e a biblioteca “Matplotlib”
para a geracao de graficos. A interface grafica do usuério foi desenvolvida com a
biblioteca PyQt4.

Os gréficos de amplitude mostram a diferenca de potencial entre os eletrodos
de referéncia e de registro. Os sinais foram observados a uma taxa de 1000 amostras
por segundo. Os espectrogramas foram calculados usando uma janela de Hamming
com 256 pontos (256/1000 segundos), e cada quadro foi gerado com uma

sobreposicao de 128 pontos por janela. Para cada fotograma, a densidade de poténcia
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espectral (PSD) foi calculada usando o método do periodograma de Welch (Ferreira
et al. 2020).

3.9 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos & estatistica descritiva, como média e desvio
padrdo. Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguida do teste de Tukey. Um nivel de significancia de *p<0,01, **p<0,001
e ***p<0,0001 foi adotado.

4. RESULTADOS

4.1 A combinacéo de alcool e Flunitrazepam alterou os padrdes de ondas cerebrais
No registro do grupo controle, observou-se regularidade no tracado
eletrocorticogréfico, como visto na amplificagdo do registro e no espectrograma
mostrando maior intensidade de energia nas frequéncias abaixo de 10 Hz (Fig. 6A). A
média linear de poténcia obtida no grupo foi de 0,7030 + 0,08959 mV? / Hzx102 (Fig.
6A). Apds a administragdo do alcool, observou-se diminuigdo da amplitude do registro
(Fig. 6B), e o0 espectrograma demonstrou menor intensidade de poténcia (Fig. 6B).
Esse grupo apresentou média linear de poténcia de até 40 Hz de 0,1213 + 0,01074
mV?/Hz x 1072 e diferenca estatistica em relagédo ao grupo controle (P < 0,0001) (Fig.
7A). Apo6s a administracao de Flunitrazepam nas doses de 0,1, 0,2 e 0,3 mg/kg, os
tracos apresentaram maiores irregularidades, com amplitudes acima de 0,05 mV e

maior distribuicdo de poténcias nos espectrogramas até 40 Hz (Fig. 6C, D e E).

As respectivas médias lineares de poténcia de 0,5014 + 0,06054 mV?/Hzx1073,
0,4760 + 0,08207 mV?/Hzx10-3 e 0,5115 + 0,07469 mV?/Hzx103 apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos grupos controle e alcool (P<0,0001). Apds a
administracdo da combinacdo alcool-Flunitrazepam, as amplitudes dos registros
diminuiram e tornaram-se menos irregulares, caindo abaixo de 0,05 mV. Os
espectrogramas revelaram diminui¢cdo da intensidade de poténcia (Fig. 6F, G e H). As
médias lineares de poténcia para os grupos alcool-Flunitrazepam (0.1, 0.2 e 0.3
mg/Kg) foram 0,1233 + 0,01715 mV? / Hzx1073, 0,1255 * 0,01401 mV? / Hzx10% e
0,1049 + 0,01892 mV? / Hzx107%, e demonstraram diferencas estatisticas em relacéo
ao grupo controle e grupos Flunitrazepam 0,1 mg/kg, Flunitrazepam 0,2 mg/kg e
Flunitrazepam 0,3 mg/kg (P < 0,0001) (Fig. 7A).
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As oscilacfes cerebrais delta médias para o grupo controle foram 0,02341 +
0,02752 mV?/ Hzx 1073, Todos os outros grupos apresentaram diferencas estatisticas
(P < 0,0001) em relacéo ao grupo controle devido a diminuicdo das oscilacdes delta.
O grupo alcool apresentou 0,03110 + 0,003793 mV?/Hzx10~2 nas oscilacdes delta, o
grupo Flunitrazepam 0,1 apresentou 0,03658 + 0,004676 mV?/Hzx1073, o grupo
Flunitrazepam 0,2 apresentou 0,03256 + 0,006148 mV?/Hzx10® e o grupo
Flunitrazepam 0,3 apresentou 0,03730 + 0,003922 mV?/Hzx10~3. Quanto aos grupos

I+

de combinacdo de drogas, o grupo alcool-Flunitrazepam 0,1 apresentou 0,03157
0,004925 mV? / Hzx1073, o grupo alcool-Flunitrazepam 0,2 apresentou 0,03432 +
0,004089 mV?/Hzx10=2 e o grupo alcool-Flunitrazepam 0,3 apresentou 0,02953 +
0,004558 mV2/Hzx10-2 (Fig. 7B).

Houve diminuicdo da poténcia de teta em todos os grupos em relagdo ao grupo
controle (0,1291 + 0,01869 mV? / Hzx107®) (P < 0,0001). O grupo alcool (0,01538 +
0,002185 mV? / Hzx107%) apresentou reducdo nas oscilacbes teta e manteve
diferencas estatisticas (P < 0,0001) quando comparado ao grupo Flunitrazepam 0,1
(0,05915 + 0,009238 mV?/ Hzx107%), grupo Flunitrazepam 0,2 (0,05936 + 0,005033
mV?/ Hz x1072) e grupo Flunitrazepam 0,3 (0,06231 + 0,010139 mV?/ Hzx107%). Os
grupos Flunitrazepam 0,1, 0,2 e 0,3 mg/kg apresentaram diferencas estatisticas (P <
0,0001) quando comparados aos grupos alcool-Flunitrazepam 0,1 (0,01390 =*
0,002145 mV?/Hzx1073%), grupo &lcool-Flunitrazepam 0,2 (0,01588 + 0,002205
mV?2/Hzx1073) e grupo alcool-Flunitrazepam 0,3 (0,01321 + 0,001960 mV?/Hzx1073)
devido a diminuicdo da poténcia (Fig. 7C).

Houve diminuicdo das oscilacbes alfa (P < 0,0001) quando comparados 0s
grupos administrados com farmacos e o grupo controle (0,1368 + 0,02776 mV?/
Hzx10-3). O grupo alcool (0,02070 + 0,0035502 mV?/ Hzx1073) apresentou diferenca
estatistica (P < 0,0001) em relacdo ao grupo Flunitrazepam 0,1 (0,06579 + 0,01237
mV?/ Hzx107%), grupo Flunitrazepam 0,2 (0,06667 + 0,01235 mV?% Hzx107%) e grupo
Flunitrazepam 0,3 (0,08314 + 0,01463 mV?/ Hzx107%). O grupo &lcool também
demonstrou diferenca estatistica (P < 0,01) em relacdo ao grupo alcool-Flunitrazepam
0,1 (0,01425 + 0,002577 mV?/ Hzx103), grupo alcool-Flunitrazepam 0,2 (0,006502 +
0,001392 mV?/Hzx107%) e grupo alcool-Flunitrazepam 0,3 (0,005402 + 0,0007311
mV?/Hzx10-3) devido a sua diminuicdo nas oscilacdes alfa (Fig. 7D).
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Para as oscilacdes beta, todos os grupos apresentaram diferencas estatisticas
(P <0,0001) quando comparados ao grupo controle (0,1223 + 0,01647 mV2/Hzx1073).
Como resultado da diminui¢cao das oscilacdes beta, o grupo alcool (0,06645 + 0,01331
mV?/ Hzx10-3) apresentou diferenca significativa (P < 0,0001) em relagédo ao grupo
Flunitrazepam 0,1 (0,02161 * 0,03008 mV?/ Hzx1073), grupo Flunitrazepam 0,2
(0,2382 + 0,02293 mV?/ Hzx107%) e grupo Flunitrazepam 0,3 (0,2176 + 0,04078 mV?/
Hzx107%), uma vez que esses Ultimos grupos apresentaram um aumento na poténcia
de beta. Devido a diminuicdo explicita da poténcia beta nos grupos &lcool-
Flunitrazepam 0,1 (0,01949 + 0,001003 mV?/ Hzx1073), alcool-Flunitrazepam 0,2
(0,01526 + 0,001994 mV?/ Hzx1073) e alcool-Flunitrazepam 0,3 (0,01011 + 0,0009309
mV?/ Hzx1073), eles mantiveram uma diferenca estatistica em relagdo aos grupos
alcool, Flunitrazepam 0,1, Flunitrazepam 0,2 e Flunitrazepam 0,3 (P < 0,0001) (Fig.
7E).

Apo6s a administracdo de Flunitrazepam nas doses de 0,1, 0,2 e 0,3 mg/kg,
houve aumento das oscilacdes gama, com valores de (0,02132 + 0,006896 mV?/Hz
x107%), (0,01866 + 0,006323 mV2/Hzx107%) e (0,02042 + 0,006597 mV?/Hzx1073),
respectivamente. Esses valores apresentaram diferenca estatistica em relacédo ao
grupo controle (0,01237 + 0.001904 mV?/ Hzx1073) e o grupo alcool (0,005919 +
0,0009495 mV?/ Hzx1073) (P < 0,0001). Para os grupos alcool-Flunitrazepam 0,1
(0,004302 + 0,0005440 mV?/ Hzx107%), Aalcool-Flunitrazepam 0,2 (0,004177 +
0,0004988 mV?/ Hzx1073), e &lcool-Flunitrazepam 0,3 (0,003368 + 0,0006748 mV?/
Hzx1073), manteve-se diferenca estatistica em relagédo aos grupos Flunitrazepam 0,1,
0,2 e 0,3, bem como para o grupo controle (P < 0,0001) devido a diminuicdo das

oscilac6es gama (Fig. 7F).
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Figura 6 - Demonstracao dos registros obtidos apés administracdo de alcool e Flunitrazepam.
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Figura. 6 Registros obtidos apés administracdo de alcool e Flunitrazepam, com duracdo de dois
minutos (esquerda), amplificacdo dos registros (centro) e espectrograma de distribuicdo de poténcia
(direita). (A) Registro ECoG do grupo controle; (B) Registro ECoG obtido do grupo administrado apenas
com dalcool (a 20%, 1 ml/100 g por via oral); (C) Registro ECoG obtido apdés administracdo de
Flunitrazepam 0,1 mg/kg por via oral; (D) Registro ECoG obtido apds administracdo de Flunitrazepam
0,2 mg/kg por via oral; (E) Registro ECoG obtido ap6s administracdo de Flunitrazepam 0,3 mg/kg por
via oral; (F) Registro ECoG obtido apds administracdo da associacao alcool-Flunitrazepam 0,1 mg/kg
por via oral; (G) Registro ECoG obtido ap6s administracdo da combinagéo &lcool-Flunitrazepam 0,2
mg/kg por via oral; (H) Registo do ECoG obtido apdés a administracdo da associagcdo &alcool-
Flunitrazepam 0,3 mg/kg por via oral. Fonte: arquivo do autor.

Figura 7 - Graficos representando registros da poténcia e oscilacdes das ondas.

A *okok B wk C
1.0+ % 0.30 ’——_| S 0.20 ol
2
2 EEES ; ot
z 0.8+ F - 2 0.25 £ 0.154 ik
N o ~
N * k%
=% 2 o020 £ 0.10- B —
Y Eoos ¢ co
E 0.4+ _— = 0.04 k]
i oo —
0.24 = 0.02-] -
g £ 0011 g
0.0 & 0.00- £ 0.00-
AN Y
CF PP O F 8% 8% % 8° O F %%
ST T T TS & & & O E O & P E & E P S
00 A '\6\ 'lu@ '56\ '\6\ 4 el © Q"\ Q‘} Q“"’ Q{\ Qr“' Qr‘b © Q"\ Q‘} Q“B Q"\ 5‘} 0‘3’
S 2% 0¥ 9% % o PR E PR LLE
(3’3 & ,(&3 SIFSL &I SE SIS
RIGIC S & &8
v\,“ vyc’ @," L v

Luiz Gustavo dos Reis de Freitas Mestrado em Farmacologia e Bioquimica — Pag. 16



® owkk ok ok R¥ RE B

TS * Kk
* %k k *
D I | E F

* %k %

2 0.20— ‘ ?*** 2 0.3 _i G 003

> 0.15- * x 0.2 =

o — R i ﬂ i ye

> 0.054 (=N i > | | z

Eoo3r E 0.025 s

£ 2 0.020 £ oot

£ 0.02 @ 0.015+ g

I = 0.010 9

g 0017 £ 0.005- 2

2 0.00- £ 0.000- 5000

> > WO O O @ & O
S R RN R S ) R PP FFFFFLFES
S SIS VP E SO S CHAENI RN
¥ AT 4T o W 4C o o oF o o o o? o qm-,‘ge- QQ-6Q<6Q~
Q97 07 9 Q7 o R AR R 8RR Y& Y
R L A @ P L L L PGP UL
PGP P R R ol o CE NS
x x x EEIC S & & O
K & o5 o0 L
L

Fig. 7 (A) Gréficos mostrando a média linear de poténcia da atividade registrada captada pelos
eletrodos para os grupos; (B) Avaliagdo da poténcia em oscilagGes delta; (C) Analise de poténcia em
oscilacdes teta; (D) Analise de poténcia em oscilagfes alfa; (E) Analise da média linear de poténcia em
oscilagbes beta; (F) Andlise da poténcia em oscilages gama. Apés ANOVA e teste de Tukey, (*)
P<0,01; (**) P<0,001; (***) P<0,0001. Fonte: arquivo do autor.

4.2 A combinacdo de alcool e Flunitrazepam causou diminuicdo da frequéncia
respiratoria

Houve manutencéo da frequéncia respiratéria para os grupos: controle (66,67
+ 4,796/minuto), grupo alcool (67,11 + 8,433/minuto), grupos Flunitrazepam 0,1 mg/kg
(69,11+7,079/minuto),  Flunitrazepam 0,2 mg/kg (70,44+4,773/minuto) e
Flunitrazepam 0,3 mg/kg (66,44 = 5,457/minuto) (Figs. 8A, 8B, 8C, 8D, 8E e 9A).
Entretanto, houve diminui¢do da frequéncia respiratéria (P < 0,0001) nos grupos que
receberam a combinacdo alcool-Flunitrazepam nas doses de 0,1 mg/kg (50,57 +
3,606/minuto), 0,2 mg/kg (36,00 + 5,657/minuto) e 0,3 mg/kg (31,78 = 2,333/minuto).
Os grupos que receberam doses de Flunitrazepam 0,2 e 0,3 mg/kg em combinacgao
com &lcool apresentaram maior depresséo respiratoria (P < 0,0001) em comparac¢ao
ao grupo que recebeu Flunitrazepam a 0,1 mg/kg em combinacdo com é&lcool (Figs.
8F, 8G, 8H e 9A).

Na avaliacdo da poténcia de contracdo muscular do décimo musculo intercostal
durante o tratamento, o grupo controle (17,39 + 4,086 mV?/ Hz x 10-3) e 0 grupo
alcool (14,98 + 1,830 mV? Hzx10-3) apresentaram diferenca estatisticamente
significante (P < 0,0001) devido a diminuicdo da poténcia em relacdo aos grupos

+ 1,312 mV?/ Hzx10-3), Flunitrazepam 0,2 mg/kg
(9,030 + 0,6202 mV?/ Hzx10-3) e Flunitrazepam 0,3 mg/kg (10,09 + 0,9611 mV?/

Flunitrazepam 0,1 mg/kg (10,87
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Hzx10-3), que apresentaram diminuicdo da poténcia. Por outro lado, houve um
aumento estatisticamente significativo na poténcia (P < 0,0001) para os grupos alcool-
Flunitrazepam 0,2 mg/kg (21,85 * 2,338 mV?/ Hz x 10-3) e &lcool-Flunitrazepam 0,3
mg/kg (23,71 + 1,301 mV?/ Hzx10-3). Os grupos tratados apenas com Flunitrazepam
apresentaram diferenca estatisticamente significante (P < 0,0001) em relagdo aos

grupos que receberam a combinacéao alcool-Flunitrazepam (Fig. 9B).
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Figura 8 - Demonstragéo dos registros eletromiogréaficos realizados no décimo musculo intercostal
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Fig. 8 (A) Grupo controle; (B) Grupo alcool; (C) Grupo Flunitrazepam 0,1 mg/kg; (D) Grupo
Flunitrazepam 0,2 mg/kg; (E) Grupo Flunitrazepam 0,3 mg/kg; (F) Grupo alcool-Flunitrazepam 0,1
mg/kg grupo; (G) Grupo alcool-Flunitrazepam 0,2 mg/kg grupo; (H) Grupo alcool-Flunitrazepam 0,3
mg/kg. Cada registro durou 10 segundos. Fonte: arquivo do autor.
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Figura 9 - Gréficos representando a frequéncia respiratéria
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Fig. 9 (A) Grafico mostrando a frequéncia respiratéria média durante os tratamentos; (B) Gréfico
mostrando a média linear da poténcia das contracdes do musculo intercostal nos grupos de animais
submetidos ao tratamento. Apds ANOVA e teste de Tukey, (***) P<0,0001. Fonte: arquivo do autor.

4.3 A combinacao de alcool e Flunitrazepam causou mudancas na atividade cardiaca

A frequéncia cardiaca média (Fig. 10) para o grupo controle foi de 325,0 + 11,75
bpm e ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo élcool (310,1 + 12,57
bpm) (p=0,1968), grupo Flunitrazepam 0,1 (316,4 + 11,44 bpm) (p=0,8246), grupo
Flunitrazepam 0,2 (318,4 + 13,14 bpm) (p = 0,9501) e grupo Flunitrazepam 0,3 (306,7
+ 15,00 bpm) (p = 0,0503). Entretanto, demonstrou diferenca estatistica para os
grupos alcool-Flunitrazepam 0,1 (283,3 + 16,58 bpm), alcool-Flunitrazepam 0,2 (251,6
+ 9,684 bpm) e alcool-Flunitrazepam 0,3 (247,6 + 6,386 bpm). Os grupos alcool-
Flunitrazepam 0,1 e alcool-Flunitrazepam 0,2 foram semelhantes (p=0,9972), mas
diferiram estatisticamente dos grupos Flunitrazepam 0,3 e alcool-Flunitrazepam 0,1.
O grupo alcool-Flunitrazepam 0,1 apresentou diferenca cardiaca em relagcao ao grupo
Flunitrazepam 0,3 (Fig. 11A).

Para a amplitude do QRS, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
controle (2.; 563 + 0,306 mV), grupo alcool (2,690 + 0,145 mV), grupo Flunitrazepam
0,1 (2,574 £ 0,0996 mV), grupo Flunitrazepam 0,2 (2,484 * 0,2224 mV), grupo
Flunitrazepam 0,3 (2,433 + 0,1925 mV), grupo alcool-Flunitrazepam 0,1 (2,536 +
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0,2022 mV), grupo alcool-Flunitrazepam 0,2 (2,517 + 0,1311 mV) e grupo alcool-
Flunitrazepam 0,3 (2,503+0,1002 mV) (F(7, 64)=1,490; p=0,1869) (Fig. 11B).

O intervalo R-R médio para o grupo controle foi de 0,1848 + 0,0069 ms, nao
apresentando diferenca estatistica em relacdo ao grupo alcool (0,1894 + 0,01301 ms)
(p = 0,9648), grupo Flunitrazepam 0,1 (0,1893 + 0,00717 ms) (p=0,9675), grupo
Flunitrazepam 0,2 (0,1882 + 0,008303 ms) (p=0,9936) e grupo Flunitrazepam 0,3
(0,1958+0,00914 ms) (p=0,2119). Entretanto, diferencas estatisticas foram
observadas para os grupos alcool-Flunitrazepam 0,1 (0,2121 + 0,01165 ms), alcool-
Flunitrazepam 0,2 (0,2361 + 0,00957 ms) e &lcool-Flunitrazepam 0,3 (0,2422 +
0,00641 ms). Os grupos alcool-Flunitrazepam 0,2 e alcool-Flunitrazepam 0,3 foram
semelhantes entre si (p=0,8557), mas estatisticamente diferentes dos grupos
Flunitrazepam 0,3 e alcool-Flunitrazepam 0,1. O grupo alcool-Flunitrazepam 0,1

apresentou diferenca estatistica em relacéo ao grupo Flunitrazepam 0,3 (Fig. 11C).

Para o intervalo P-Q, a média do grupo controle foi de 62.0 + 3,082 ms, ndo
apresentando diferenca estatistica para o alcool (60,33 + 4,153 ms) (p = 0,9986),
Flunitrazepam 0,1 (61,78 = 3,032 ms) (p = 0,9999), Flunitrazepam 0,2 (61,11+3,756
ms) (p=0,9999), Flunitrazepam 0,3 (61,56 +* 4,065 ms) (p = 0,9999), alcool-
Flunitrazepam 0,1 (65,56 + 6,307 ms) (p = 0,8958) e alcool-Flunitrazepam 0,2
(67,898,710 ms) (p=0,3941). O grupo alcool-Flunitrazepam 0,3 (73,89+9,347 ms)
apresentou diferenca estatistica para os grupos: controle, alcool, Flunitrazepam 0,1,
Flunitrazepam 0,2 e Flunitrazepam 0,3, mas ndo demonstrou diferenca estatistica
para os grupos alcool-Flunitrazepam 0,1 (p=0,0627) e alcool-Flunitrazepam 0,2
(p=0,3699) (Fig. 11D).

Para a duracdo do QRS nédo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
controle (7,267 + 0,0,0 396 ms), &lcool (7,500+0,441 ms), Flunitrazepam 0,1
(6,689£0,6314 ms), Flunitrazepam 0,2 (7,056 + 0,4876 ms), Flunitrazepam 0,3 (7,378
+ 0,5761 ms), alcool-Flunitrazepam 0,1 (7,133 £ 0,7616 ms), alcool-Flunitrazepam 0,2
(6,778 = 0,4816 ms) e alcool-Flunitrazepam 0,3 (7,200£0,324 ms) (F (7, 64)=2,509;
p=0,0242) (Fig. 11E).

Para o intervalo Q-T, a média do grupo controle foi de 82,11 + 5,061 ms, ndo
apresentando diferenca estatistica para os grupos éalcool (88,22 + 9,404 ms) (p =
0,3056), Flunitrazepam 0,1 (83,895,349 ms) (p=0,9975), Flunitrazepam 0,2
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(82,89+5,036 ms) (p=0,9999), Flunitrazepam 0,3 (82,22+3,328 ms) (p=0,9999) e
alcool-Flunitrazepam 0,1 (84,003,841 ms) (p=0,9963). Os grupos 4alcool-
Flunitrazepam 0,1 (67,89+8,710 ms) (p=0,3941), Aalcool-Flunitrazepam 0,2
(98,22+5,783 ms) e Flunitrazepam 0,3 (106,3+4,873 ms) ndo apresentaram diferenca
estatistica (p=0,0599) entre si. Entretanto, observou-se diferenca estatistica para o0s

demais grupos (Fig. 11F).

Figura 10 - Demonstracéo dos registros eletrocardiograficos (ECG).
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Fig. 10 ECGs obtidos apés a administracdo de alcool e Flunitrazepam, com registros com duracao de
120 segundos (esquerda) e registros amplificados com duragdo de 1 segundo (119-120 s) (direita),
mostrando os componentes do registro eletrocardiografico analisados: frequéncia cardiaca, amplitude,
intervalo R-R, intervalo P-Q, intervalo Q-T e dura¢édo do QRS. (A) Registro de ECG do grupo controle;
(B) Registro de ECG obtido apds a administracdo de alcool a 20% (1 ml/100 g via oral); (C) Registro
obtido apés a administracdo de Flunitrazepam 0,1 mg/kg via oral; (D) Registro de ECG obtido apés a
administracdo de Flunitrazepam 0,2 mg/kg via oral; (E) Registro obtido apés a administracdo de
Flunitrazepam 0,3 mg/kg via oral; (F) Registro obtido ap6s a administragéo de alcool-Flunitrazepam 0,1
mg/kg via oral; (G) Registro obtido apds a administracdo de &lcool-Flunitrazepam 0,2 mg/kg via oral;
(H) Registro obtido ap6s a administracdo de alcool-Flunitrazepam 0,3 mg/kg via oral. Fonte: arquivo
do autor.
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Figura 11 - Gréaficos demonstrando os valores médios dos registros de atividade cardiaca.
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Fig. 11 Foram avaliados os seguintes parametros morfograficos cardiacos: (A) Frequéncia cardiaca
(bpm); (B) Amplitude do QRS (mV); (C) Intervalo R-R (ms); (D) Intervalo P-Q (ms); (E) Durag&o do
complexo QRS (ms); (F) Intervalo Q-T (ms). Apds ANOVA e teste de Tukey, (*) P<0,01; (**) P<0,001;
(***) P<0,0001. Fonte: arquivo do autor.

5. DISCUSSAO

Os efeitos do alcool promovem acao depressora da atividade neuronal como
resultado da potencializacdo dessa acédo no receptor do neurotransmissor GABA
através da atividade do receptor GABAAa. Essa atividade foi demonstrada por meio de
registros eletrocorticogréficos, nos quais foi observada uma diminuicdo na poténcia
dos registros como resultado da diminuicdo da diferenca de potencial captada pelo
eletrodo (Sanei e Chambers 2007; Ima 2010; Michalak & Biala 2016; Varghese &
Darkhode 2022; Kobayashi et al., 2022). O &lcool age sobre a transmisséo
glutamatérgica através de efeitos nos receptores NMDA e AMPA (Roberto et al. 2012).
Nossos resultados demonstraram uma redugdo na intensidade de poténcia do sinal
elétrico no grupo alcool, com diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, o

gue esta de acordo com os achados descritos na literatura atual.

De acordo com Jin et al. (2021), astrocitos de camundongos podem metabolizar
o alcool por meio da sintese de aldeido desidrogenase 2, gerando acetato, que age
no cerebelo e exalta o estado de intoxicacdo nesses animais, levando a alteragoes
comportamentais caracterizadas pelo aumento da agressividade quando combinado
com o Flunitrazepam. O trabalho de Gruol et al. (2023) examinou os efeitos durante o

consumo e no pos-consumo de alcool na atividade cerebral e registros de EEG de
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camundongos transgénicos e ninhadas “wild type”, observando que as bandas de
frequéncia alfa e teta foram afetadas negativamente pela administracdo de alcool.
Nossos dados também demonstram uma reducdo nas oscilacdes alfa e teta, que
estédo relacionadas ao desempenho de tarefas e atencédo, em animais expostos ao
consumo de alcool, essa reducdo na poténcia oscilatoria foi ainda mais perceptiva

guando o alcool foi combinado com o Flunitrazepam.

De acordo com Berro et al. (2021), a administracdo de altas doses de
benzodiazepinicos (Alprazolam) poderia aumentar o poder das oscilacbes cerebrais
no cortex occipital na banda de frequéncia beta, juntamente com a inducdo de efeitos
sedativos, diminuicdo da temperatura corporal e atividade locomotora. Esses dados
corroboram nossos achados, pois observamos um aumento da banda beta ap6s a
administracao de Flunitrazepam, acompanhado de sedacao nos animais. No entanto,
apos a administracdo de Flunitrazepam combinado com alcool, a banda beta perdeu
poténcia, levando a um aprofundamento da sedacao. Resultados semelhantes foram
observados por Feinberg et al (2000) e Engel e Fries (2010).

A atividade de alta poténcia ligada ao ritmo teta (4—7,5 Hz) foi proposta para
manter a consciéncia, a percepcao e a fungao cognitiva durante a vigilia e as funcdes
relacionadas a atividade cortical (Ehlers et al. 2018; Leitdo et al., 2022; Gruol et al.,
2023). As ondas apresentaram poténcia reduzida nos grupos alcool e alcool-
Flunitrazepam em todas as doses administradas quando comparadas aos grupos que
utilizaram Flunitrazepam isoladamente, demonstrando que o alcool compromete mais
intensamente a atividade da onda (Ehlers et al. 2012; Abrahdo et al., 2020; Young e
McNaughton 2020) quando comparados aos benzodiazepinicos (Kopp et al. 2004;
Van Lier et al., 2004).

Outros estudos em animais propuseram gue as ondas gama estao associadas
a atividade sensorial, motora e cognitiva, portanto, um aumento nessas atividades
esta diretamente relacionado a um aumento na atividade da onda gama (Mann et al.,
1993; Jacobs & Kahana 2009), podendo haver um ligeiro aumento ou reduc¢éo durante

0 uso de benzodiazepinicos (Van Lier et al., 2004, Ito et al., 2013).

Quando comparados ao grupo controle, houve aumento da atividade gama nos
grupos administrados apenas com Flunitrazepam e diminuicAo nos grupos

administrados apenas com &lcool e grupos administrados com a associagéo alcool-
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Flunitrazepam. O aumento da atividade gama ap6s a administracdo de
benzodiazepinicos foi observado nos trabalhos de Van Lier et al. (2004) e Hao et al.
(2022), inferindo que 0 aumento da atividade gama causado pelos benzodiazepinicos
esta ligado a estimulacdo do comportamento ativo individual por um mecanismo
compensatoério. No entanto, esse mecanismo tem sua operacdo comprometida
guando ocorre associagcdo com o alcool, indicando uma influéncia maior da acéo

deste.

Ainda considerando que tanto para Teta quanto para Gama, o Flunitrazepam
isolado mostrou as maiores médias entre os grupos administradas com as drogas, e
que o alcool provocou reducdo acentuada dessas meédias quando administrado
isoladamente e em conjunto, é importante considerar uma prevaléncia do efeito do
alcool sobre o efeito do benzodiazepinico na interacdo medicamentosa para essas
ondas. Observando que Teta esta relacionada com o relaxamento profundo e Gama
com a alta concentragcdo cognitiva, outros estudos justificam a grande influéncia do
alcool em estados de sonoléncia (Kobayashi et al, 2001; Thakkar et al, 2015; Sharma
et al, 2018) e no comprometimento de a¢cées motoras e cognitivas (Sullivan et al, 2010;
Campbell et al, 2014), para ambas as situacdes a acéo do alcool que inibe os efeitos
excitatorios do glutamato nos receptores NMDA, agindo como depressor nos
receptores GABAa e de glutamato é tida como possivel resposta para explicar as
condicOes de relaxamento e perda de reflexo como mencionado anteriormente, efeitos

do alcool que se sobressaem em comparacao aos efeitos do benzodiazepinico.

Musizza et al. (2007), demonstrou que durante a anestesia de animais
monitorados com EEG, a diminuicdo das oscilacdes delta esta deterministicamente
relacionada a uma diminui¢cdo unidirecional da atividade cardiorrespiratéria. Podemos
observar que tanto a administracdo isolada de alcool quanto de Flunitrazepam
resultaram em diminuicdo da poténcia em oscilagdes de baixa frequéncia como a
delta.

Os resultados dos grupos da combinacgéao alcool-Flunitrazepam mostraram uma
reducdo significativa na frequéncia respiratéria em comparag¢do com 0S outros grupos,
com uma diminuicdo na frequéncia associada ao aumento das doses de
Flunitrazepam (0,1,0,2 e 0,3 mg/kg). Houve também maior poténcia nos registros

musculares intercostais dos animais do grupo da combinacéo alcool-Flunitrazepam,
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indicando uma resposta compensatéria para aprofundar a respiracdo (Matsuo &
Morita 2007). Essa maior dependéncia da musculatura acessOria para respirar
destaca a potencial letalidade associada a combinacgéo de &lcool e benzodiazepinicos
(Hollister 1990; Hirschtritt et al., 2019; Uchida et al., 2019).

Estudos anteriores também observaram o potencial dos benzodiazepinicos
associados a outras drogas para alterar a dinamica respiratéria em animais e
humanos, o experimento de Afzal & Kiyatkin (2019) prop6s que a coadministracédo de
Midazolam e heroina em um tratamento de hip6xia cerebral induzido por heroina em
ratos, poderia aumentar os efeitos do opioide, causando mais diminuigc&o nos ja baixos
niveis de oxigénio, ja Hagiwara et al. (2018) observou que a administracao de Propofol
combinado com Midazolam alterou a dinamica respiratéria de um grupo de voluntarios
humanos adultos mais rapidamente do que a administracdo de Propofol isolado. Ao
compararmos os dois estudos citados acima com nossos achados, o efeito sinérgico
do benzodiazepinico associado a outras drogas com propriedades sedativas que
podem comprometer o sistema respiratorio € mais evidente e pode promover uma

condicao prejudicial durante o uso indevido.

No eletrocardiograma, todos 0s grupos apresentavam ritmo sinusal com todas
as despolarizacGes cardiacas normais. Ap0s o0 uso de alcool e Flunitrazepam, os
parametros mais afetados foram frequéncia cardiaca, intervalo R-R, intervalo P-Q e
intervalo Q-T, especialmente em doses mais elevadas da combinacdo alcool-
Flunitrazepam, indicando que essa interacdo prejudica a homeostase circulatoria. A
intoxicacdo aguda com doses mais elevadas de benzodiazepinicos pode levar a
alteracdes circulatdrias, incluindo diminuicao da frequéncia cardiaca (National Center
for Biotechnology Information -NCBI, 2016), intervalo Q-T prolongado (mesmo em
individuos sem histérico de problemas cardiacos) (Ahn et al., 2020) e alteracfes em
outros intervalos, como R-R e P-Q (Manini et al., 2010). Esses intervalos também séo

prolongados em casos de overdose de alcool (Aasebg et al. 2007; Aasebg 2009).

De acordo com a literatura revisada, ha um consenso quanto ao potencial
desenvolvimento de arritmias cardiacas como um dos principais efeitos adversos da
intoxicacdo em relacao a esse tecido (Manini et al., 2010; NCBI 2016; NIDA 2020).

Entretanto, ndo foram observadas arritmias cardiacas graves nos tracados
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eletrocardiogréficos, que permaneceram em ritmo sinusal, mesmo durante a

administracdo concomitante de alcool e o benzodiazepinico.

6. CONCLUSAO

Sob a perspectiva do experimento e andlise de dados, as alteragdes
morfograficas observadas nos registros demonstraram o envolvimento de 6rgaos que
sdo alvos dos principais fatores deletérios resultantes da sinergia de alcool e
benzodiazepinicos. Houve alteracao no padrdo de ondas em todas as administracfes
de droga testadas, a associacao alcool-Flunitrazepam influenciou a queda acentuada
nas meédias de ondas Beta e Alfa, geralmente associadas com estados de atencao
passiva, memoria e percepcao espacial, ja em Teta e Gama foi observado prevaléncia
do efeito do alcool sobre o do Flunitrazepam quando durante a associacéo, perceptivel
pela médias menores em comparacdo a administracdo isolada de Flunitrazepam.
Além disso, com a diminuigdo da frequéncia respiratoria paralela ao aumento da
frequéncia cardiaca conforme o aumento da dose da associacdo alcool-
Flunitrazepam, observou-se uma correspondéncia entre as atividades cerebral,
respiratéria e cardiaca influenciada pelo benzodiazepinico Flunitrazepam devido aos
efeitos adicionais sobre as alteracdes cardiorrespiratorias ja resultantes da acéo do
alcool, isso demonstra a letalidade desta interacdo medicamentosa, principalmente
em casos onde o individuo ja € suscetivel a problemas nestes sistemas. Os achados
deste trabalho legitimam e incrementam o debate sobre os problemas do uso irregular
de remédios ansioliticos junto ao alcool e suas possiveis consequéncias. Para todo
modo, andlises complementares sdo necessarias para se estabelecer o real grau de
comprometimento dos 6rgaos expostos a intoxicacdo por estas drogas. Este trabalho
resultou na autoria de um artigo intitulado “Potentiation of the depressant effect of
alcohol by flunitrazepam in rats: an electrocorticographic, respiratory and
electrocardiographic study”, na revista “Naunyn-Schmiedeberg's Archives of
Pharmacology” (Anexo 1) e co-autoria de outro artigo intitulado “Cryoanesthesia in
tambaqui Colossoma macropomum: Behavioral and electrocardiographic responses”,

na revista “Aquaculture” (Anexo Il).
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