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RESUMO

ALTERACOES NO COMPORTAMENTO MOTOR E NA BIOQUIMICA OXIDATIVA
DE RATAS INTOXICADAS AGUDAMENTE COM ETANOL NO PERIODO INICIAL
DA ADOLESCENCIA.

O etanol € uma das substancias psicoativas mais consumidas pelos jovens e
geralmente este consumo ocorre em episodios de binge, uma forma eventual e
intensa de beber seguida por um periodo de abstinéncia. No Brasil os indices de
abuso de alcool por adolescentes do sexo feminino tém aumentado nos ultimos
anos. Esta populacdo é mais sensivel aos efeitos neurotdxicos desta substancia
uma vez que o completo desenvolvimento de estruturas como o cerebelo ocorre
nesta etapa da vida. O consumo agudo e crénico do etanol e o seu catabolismo
estdo associados com alteracbes neurocomportamentais e na geracado de espécies
reativas ao oxigénio e outros metabdlitos. O objetivo deste estudo foi investigar os
efeitos em ratas no inicio da adolescéncia apds exposicao ao EtOH no padrdo binge
agudo. Ratas adolescentes (n= 20, n=10 animais por grupo) receberam, por
gavagem, agua destilada ou EtOH (3 g/kg/dia, 20 p/v) por 3 dias consecutivos. Sete
horas e meia apdés o ultimo dia de administracdo foram realizados os testes
comportamentais da atividade locomotora espontanea e rotarod, posteriormente os
animais foram sacrificados para retirada do cerebelo e realizacdo dos testes da
bioquimica oxidativa no tecido cerebelar. Os ensaios comportamentais
demonstraram que o binge agudo em ratas no inicio da adolescéncia ndo produziu
alteracdes na atividade locomotora espontanea, porém foi identificado alteracdo no
aprendizado motor. Nos testes da bioquimica oxidativa os resultados demonstraram
uma elevada atividade da catalase, o que demonstra que houve uma compensagao
do organismo para reverter a produgdo de ERO’s em cerebelos de ratas
adolescentes expostas agudamente ao EtOH por um curto periodo de tempo

seguido de abstinéncia (binge).

Palavras-chave: adolescente; binge; bioguimica oxidativa; cerebelo, ensaios
comportamentais; etanol.



ABSTRACT

MOTOR BEHAVIOR AND OXIDATIVE BIOCHEMISTRY ALTERATIONS IN RATS
SUBJECTED TO ACUTE INTOXICATION WITH ETHANOL DURING THE INITIAL
ADOLESCENCE PERIOD

Ethanol (EtOH) is one of the most commonly psychoactive substances
consumed by young people, usually occurring in episodes of binge consumption,
which is an intense form of drinking followed by a period of abstinence. In Brazil, the
rates of alcohol abuse by female adolescents have increased in the past few years.
This population is more sensitive to the neurotoxic effects of this substance since the
complete development of structures such as the cerebellum occurs in this stage of
life. Acute and chronic consumption of ethanol and its catabolism are associated with
motor behavior alterations so as the generation of reactive oxygen species (ROS)
and other metabolites. The purpose of this study was to investigate the effects of
EtOH exposure following an acute binge pattern in female rats on their early
adolescence (n = 20, n = 10 animals per group) received distilled water or EtOH (3 g
/ kg / day, 20 w / v) by gavage, for 3 consecutive days. Seven and a half hours after
the last day of administration, the behavioral tests of spontaneous locomotor activity
and rotarod were performed. Subsequently, the animals were sacrificed for
cerebellum removal and the oxidative biochemical tests in cerebellar tissue were
carried out. Behavioral tests showed that acute binge in rats on early adolescence
did not alter spontaneous locomotor activity, but elicited alterations in motor learning.
Oxidative biochemical results showed a high activity of catalase, which demonstrates
that there was an offset of the body to reverse the ROS production in the cerebellum

of adolescent rats acutely exposed to EtOH followed by a withdrawal period (binge).

Keywords: adolescent; binge; oxidative biochemistry; cerebellum; behavioral

assays; ethanol.
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1.1 ALCOOL E EPIDEMIOLOGIA

A ingestdo de bebidas alcodlicas € comum em muitos paises, afetando
pessoas de uma grande variedade de ragas, cultura e perfis s6cioepidemiologicos.
Este consumo estad associado a muitos aspectos da vida social e cultural, como
parte dos rituais de celebracéo festiva e de socializacdo. Muitas vezes o habito de
consumir bebidas alcodlicas é visto como uma atividade prazerosa por gerar efeitos
de curto prazo que s&o valorizados positivamente, como alegria, euforia,
relaxamento, desinibicdo e melhora de humor. Estudos comprovam que o EtOH é
uma substéancia téxica, que pode produzir dependéncia e é um dos principais fatores
de morbidade e mortalidade na populacdo mundial (ROERECKE e REHM, 2012).

O etanol (EtOH) é uma das substancias psicoativas mais consumidas pelos
jovens, ainda que a venda de bebidas alcodlicas para menores de 18 anos seja
proibida legalmente no Brasil (BRASIL, 1990). O uso desta droga entre o0s

adolescentes é um tema bastante discutido no meio social e académico.

A definicdo do conceito de consumo normal pelos sistemas classificatorios
ainda apresenta discordancias, porém a American Academy of Pediatrics classifica o
envolvimento de adolescentes com substancias psicoativas (SPA) em seis estagios:
i) Abstinéncia, ii) uso experimental/recreacional, iii) abuso inicial, iv) abuso, V)
dependéncia, vi) e recuperacdo (PECHANSKY et al. 2004).

O consumo de EtOH é mensurado por meio de indicadores como: i) consumo
de alcool puro per capita em litros por ano, ii) e consumo de alcool puro per capita
em gramas por dia, sendo que este segundo pode ser obtido a partir do primeiro e
esta entre os mais utilizados. . A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) se refere em
seus relatérios de indicadores relacionados ao EtOH, a populacdo entre 15 e 19
anos como populacdo de adolescentes. Avaliar os indicadores sem levar em
consideracdo a proporcdo de jovens e adultos para o0 conjunto de pessoas que
bebem, significaria subestimar a populacdo adulta nos paises em desenvolvimento
(OMS, 2014).

Os ultimos dados da OMS demonstram em nivel global, que individuos acima

de 15 anos de idade ingerem em média 6,2 litros de alcool puro por ano ou 13,5
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gramas de alcool etilico puro por dia, porém os altos niveis de consumo sao
encontrados em paises desenvolvidos, principalmente na Europa e América (OMS,
2014) (Figura 1).

Consumo per capita (litros)
] <25

[ ]2549

[ lso074

[ 7599

B 10.0-124 | |Dpados ndo disponiveis
B 21250 | N3o aplicavel

Figura 1 — Consumo de &lcool total per capita (15 anos ou mais; em litros de &lcool puro),
2010.
Fonte — Adaptado da OMS, 2014.

Medir padrbes de consumo de EtOH e contabilizar com precisdo o impacto
gue esta substancia provoca na saude das pessoas € mais complexo que
simplesmente determinar a quantidade de EtOH ingerida (REHM et al. 2009). O uso
nocivo do EtOH é um dos fatores de risco para morbidade, mortalidade e
incapacidade em todo o mundo, porém existem alguns poucos paises com 0s
menores padrbes de risco no consumo de EtOH, estes paises estdo na Europa
meridional e ocidental. Os hébitos de beber que representam maior risco foram

encontrados na Russia e na Ucrania (OMS, 2014).

Criancas, adolescentes e idosos sao geralmente mais vulneraveis a danos
associados ao consumo de um determinado volume de EtOH do que outros grupos
etarios (HILTON, 1987; MIDANIK e CLARK, 1995; MAKELA e MUSTONEN, 2000).
Além disso, o inicio precoce do uso de EtOH (antes dos 14 anos de idade) é um

indicador que esta associado ao aumento do risco para a dependéncia de EtOH e
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abuso em idades posteriores (GRANT e DAWSON, 1997; GOMES-LEAL et al. 1998;
DEWIT et al. 2000; KRAUS et al. 2000, SARTOR et al. 2007).

Uma proporcdo maior de ingestdo de EtOH pelos jovens ocorre em episodios
de consumo pesado (US SURGEON GERAL, 2007) que também pode ser definido
como consumo em binge, uma forma de beber eventual e intensa em um curto
periodo de tempo, seguido por um periodo de abstinéncia (CREGO et al. 2010;
PETIT et al. 2013, JACOBUS e TAPERT, 2013). De acordo com o Instituto Nacional
sobre Abuso de Alcool e Alcoolismo dos EUA, encontrar uma concentracdo de 0,089
de EtOH no sangue apdés o consumo de alcool, caracteriza a forma de beber em
binge, o equivalente a cinco ou mais doses para pessoas do sexo masculino em um
periodo de duas horas ou quatro doses ou mais para pessoas do sexo feminino em
um mesmo periodo (NIAAA, 2004).

E importante notar que houve uma diminuicdo no consumo de EtOH por
adolescentes em varios paises da regido europeia e no Oeste da Regido do
Pacifico, possibilitando uma diminuicdo na prevaléncia estimada de consumidores
da droga atuais, apesar de um ligeiro aumento em todas as outras regides
pesquisadas pela OMS (tabela 1).

Entre todos (15+ anos) Entre os que bebem (15+ anos)
inge

REGIAQ AFRICANA 19.5 16.4
REGIAO DAS AMERICAS 84 137 13.6 220
MEDITERRANEO ORIENTAL 0.7 0.1 11.3 1.6
EUROPA 10.9 16.5 16.8 229
SUDESTE DA ASIA 34 1.6 231 124
PACIFICO OCIDENTAL 6.8 11 15.0 16.4

Tabela 1 — consumo de alcool total per capita (em litros de alcool puro) e prevaléncia de episédico de
beber pesado (%) no total da populacdo com 15 anos ou mais de idade (15 + anos) e entre 0s
bebedores (15 + anos) por regiao da OMS e do mundo, 2010.

Fonte — Adaptado da OMS, 2014.

Monitorar custos € importante, pois fornece informacdes essenciais relativas

as consequéncias sociais do consumo de EtOH. Ha uma crescente conscientizacao
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sobre o impacto significativo deste consumo nos individuos e na saude publica
global. Os dados econb6micos dos custos diretos sao derivados dos registros das
principais instituicdes de resposta a sociedade para os problemas, como hospitais,
sistemas de saude, sistema policial e justica penal, além dos sistemas de seguranca
social (ANDERSON e BAUMBERG, 2006; THAVORNCHAROENSAP et al. 2009;
BOUCHERY et al. 2011). Estes dados representam apenas 9-24% de todos o0s
custos sociais atribuidos ao EtOH (VAN GILS et al. 2010). A segunda grande
categoria sdo os custos indiretos, resultado da perda de produtividade devido ao
absenteismo, desemprego, diminuicdo da producao, reducédo de ganhos potenciais e
anos de trabalho perdidos devido a pensdo ou morte prematura (ANDERSON et al.
2006; THAVORNCHAROENSAP et al. 2009) sao normalmente suportados pela
sociedade em geral. A perda na produtividade da forca de trabalho pode afetar a

viabilidade econémica de uma sociedade inteira (SALA et al. 2002).

Uma terceira categoria € a de custos intangiveis, atribuidos a dor e sofrimento
e mais geralmente a uma diminuicdo na qualidade de vida. Custos estes que séo
suportados pelos consumidores, bem como pelas suas familias e por outros
individuos ligados ao mesmo (ANDERSON e BAUMBERG, 2006;
THAVORNCHAROENSAP et al. 2009).

Em relacdo ao género, a vulnerabilidade das mulheres para os efeitos nocivos
do EtOH é um importante problema de saude publica. Seu consumo tem aumentado
progressivamente neste grupo de acordo com o desenvolvimento econdmico e
mudancas nos papéis de género (GRUCZA et al. 2008; WILSNACK, 2013). Em
paises de baixa e alta renda essas diferencas sao geralmente menores comparados
a paises de renda média (OMS, 2014).

Um percentual de 5,9% de todas as mortes globais em 2012 foi atribuido ao
EtOH, maior do que a propor¢cao de mortes por HIV / AIDS (2,8%), violéncia (0,9%)
ou tuberculose (1,7%). O percentual de mortes entre os homens (7,6%) foi maior do
que entre as mulheres (4,0%). Esta diferenca no percentual de morte entre os
géneros é um indicador da diferenca que existe no padrdo de consumo tanto em
volume de EtOH ingerido como no habito de beber pesado. Para as mulheres as

mortes por doencas cardiovasculares sao as mais prevalentes enquanto que para 0s
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homens, lesGes sdo a causa mais comum de danos provocados pelo EtOH (OMS,
2014).

O uso nocivo do EtOH é responsavel pela causa de mais de 200 doencas e
condi¢bes de agravamento de saude no mundo, tal como descrito na Classificagdo
Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID)
Revisédo 10 (OMS, 2014) (Figura 2).

Total liquido = 139 milhdes de casos

0.2%
103%

8.6%
M Cancer
W Doencas cardiovalculares e diabetes
204% B Doengas neu ro;_lsiq ui.:;itri::as
Doencas gastrointestinais
Doengas infecciosas
15.5% M Lesdes ndo intencionais
W Lesdes intencioanais
B Concigbes neonatais
8%

24.6%
13.6%

Figura 2 — Distribuicdo por doenca dos 6bitos atribuidos ao consumo de &alcool em 2012,
Fonte — Adaptado da OMS, 2014.

Além de transtornos por uso de alcool (AUDs) e sindrome alcodlica fetal
(FAS), que sao definidos como sendo totalmente atribuiveis ao consumo de EtOH,
as patologias hepaticas constituem o terceiro maior percentual de prevaléncia de
doenca atribuivel ao EtOH (50%), na qual € um percentual importante, uma vez que
estas doencas encontram-se entre as 20 maiores causas de morte no mundo
(REHM e SHILD, 2013).

Para a maioria das mortes ou doencas que ocorrem em decorréncia do uso
do EtOH, menos de 20% do total sdo de fato atribuidas ao consumo desta
substancia, o que implica em uma percepc¢éo equivocada do publico em relagdo aos
fatores de risco envolvidos no etilismo. Como exemplo, pode-se citar que do total de
25% dos casos de cancer, 4% sdao atribuiveis ao EtOH em todo o mundo. O EtOH

contribui também para a prevaléncia de cerca de 10% de doencas como
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tuberculose, epilepsia, acidente vascular cerebral e doencas cardiacas no mundo
(OMS, 2014).

Em paises em desenvolvimento e de baixa renda per capita como Brasil e
China, o consumo de EtOH representa um grande problema para a saude
(HARRISON e GARDINER, 1999).

No Brasil, o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Politicas Publicas
em Alcool e Outras Drogas (INPAD), realizou o segundo Levantamento Nacional de
Alcool e Drogas (Il LENAD), divulgando resultados sobre as tendéncias do consumo
de EtOH entre 2006 e 2012 em 149 municipios sorteados, onde 4.607 participantes
de 14 anos ou mais foram entrevistados. Os resultados destes levantamentos
demonstraram que embora ndo tenha aumentado a quantidade de pessoas etilistas,
aqueles que ja bebiam passaram a beber mais e com maior frequéncia e entre
adultos, 32% (21,8 milhdes de pessoas) referiram ndo serem capazes de parar
depois de comecar a beber. As mulheres, especialmente as mais jovens, sdo a
populacdo em maior risco, apresentando aumento nos indices na forma mais nociva

do consumo (Figura 3).
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Figura 3 — Registro do Consumo do EtOH em binge (4 a 5 unidades em duas horas).
Fonte — Adaptado do Il LENAD, 2013.
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Mulheres, principalmente as adolescentes, sdo consideradas um grupo de
risco por apresentarem um padrdo mais nocivo de consumo de EtOH devido as altas
doses e frequéncia de ingesta (LARANJEIRA et al. 2013). O abuso de EtOH na
adolescéncia contribui para um aumento na incidéncia neste padrao de consumo
entre mulheres na fase adulta (STRONG et al. 2010). Diferencas fisioldgicas entre
0s géneros reforcam a preocupacdo com as mulheres, que pode ocorrer tanto pela
menor quantidade da enzima alcool-desidrogenase e baixo volume de &gua no
organismo, levando a um aumento nas concentracdes de EtOH no sangue (WOLLE
et al. 2011; OSHIMA et al. 2013), como pela presenca de hormdénios femininos que
podem influenciar no aumento do consumo desta droga na fase adulta quando este
consumo € iniciado na adolescéncia (STRONG et al. 2010; MELON, 2013). Quando
o abuso etilico se inicia na adolescéncia ocorrem prejuizos mais evidentes e
devastadores, especialmente no SNC, podendo resultar em alteracdes estruturais,
fisiol6gicas e funcionais (CHAMBERS et al. 2003; DOREMUS et al. 2004).

1.2 ALCOOL E SEUS EFEITOS

O EtOH é uma molécula apolar, representado pela formula quimica C,HsOH,
com uma coloracao que varia de transparente a escuro quase opaco, sendo a sua
via de administragdo mais comum a oral (LIEBER e ABITTAN, 1999). Depois de
ingerido, 20% desta substancia sdo absorvidas no estdmago e 80% no intestino
delgado. Fatores como alimentos podem diminuir ou retardar a absorcdo e
consequentemente a concentracdo de alcool no sangue (CAS), uma vez que diminui
a superficie de absor¢cdo do estbmago, o que leva a uma diminui¢do dos efeitos da
exposicao aguda a esta droga (SARASA-RENEDO et al. 2014).

A distribuicdo alcodlica nos tecidos ocorre proporcionalmente ao volume de
agua encontrado no organismo, o que justifica o0 motivo de que depois de ingerido,
ocorre uma maior concentracao no tecido de mulheres que possui menor volume de
agua do que de homens. O EtOH atravessa a barreira hematoencefalica e a
placenta, pode ser excretado no leite materno, além de atingir os pulmdes.
Aproximadamente 95-98% da substancia ingerida é metabolizada e o restante é
eliminado através da urina, fezes, suor e com o0 ar exalado (SARASA-RENEDO et
al., 2014).
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Dentre os fatores que interferem na metabolizacdo do EtOH estdo o tamanho
do figado, peso e composi¢do de massa corporal, tolerancia ao EtOH e varia¢des na
expressdo dos genes que codificam as enzimas metabdlicas. Existem fatores tais
como a agucares, que podem acelerar a remocao alcodlica e outros, tais como
contraceptivos orais, que podem retardar a metabolizacdo desta substancia
(EDENBERG, 2007). Embora o EtOH seja considerado um depressor do SNC que
leva a um déficit psicomotor, cognitivo e ansiolitico, esta substancia também gera
efeitos desinibitorios como aumento da frequéncia cardiaca e comportamento
agressivo (HERMENS et al. 2013).

Os efeitos imediatos mais evidentes sdo a sensacdo de relaxamento, bem-
estar e desinibicdo. No entanto, com a continuagdo do consumo, esses efeitos sédo
compensados por outros desagradaveis, tais como a redugdo das habilidades
cognitivas (raciocinio), sensorial (audicao, visdo) e motora (da fala, da coordenacéo
motora fina, reacdo lenta, fraqueza muscular), além de vertigem, desequilibrio,
nauseas e vomitos, podendo chegar a inconsciéncia e coma (CLIMENT et al. 2012;
ESPERT e GADEA, 2012).

O EtOH pode induzir e aumentar o risco de outros transtornos mentais como
depresséo, ansiedade e esquizofrenia podendo comprometer os tratamentos para
estes tipos de transtornos através de interacdes medicamentosas ou das alteracdes
funcionais e estruturais provocadas por esta droga no cérebro desde a fase
embrionaria até a adulta (SULLIVAN et al. 2005.; KOSKINEN et al. 2009; DI FLIORO
et al. 2014).

Estudos apontam para a capacidade que o EtOH possui em alterar a estrutura
das membranas lipidicas, aumentando a sua fluidez, dada sua propriedade lipofilica.
As consequéncias neurofisiolégicas desta acdo ainda ndo estdo bem definidas
(WONG et al. 2008). O consumo agudo e crénico e o catabolismo do EtOH, estdo
associados com a geracdo de espécies reativas de oxigénio e outros produtos
metabdlicos, que pode conduzir ao dano oxidativo em estruturas e moléculas
celulares, incluindo fosfolipidios e DNA (BROOKES, 2004).

Mudancgas estruturais em tecidos do SNC provocadas pelo consumo de EtOH

podem ser observadas. Dentre estas ha a atrofia cerebelar, que ocorre com maior
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frequéncia na porcao superior anterior do cerebelo, sendo a morte e/ou atrofia das
células de Purkinje a principal caracteristica neuropatolégica encontrada em
alcodlicos humanos. Estas células séo ricas em canais de calcio e torna o cerebelo o
principal alvo da degeneragdo induzida pelo EtOH, apesar de outros estudos
demonstrarem que outras areas centrais tem apresentado perda de volume
(JAATINEN e RINTALA, 2008).

1.3 CEREBELO E FUNCAO MOTORA

O cerebelo, também conhecido como pequeno cérebro, sobrepde-se a face
posterior da ponte e do bulbo, ocupando a maior parte da fossa posterior do cranio.
Embora represente aproximadamente 10% do volume cerebral, contém cerca de
50% de todos os neurénios do cérebro (MARGOLIS, 2001). Esta estrutura cerebral é
dividida nos lobos (Figura 4): anterior, posterior e floculonodular e pode ser dividido
em hemisférios: Vermis, hemisfério intermediario (paravermal) e hemisfério lateral
(SCHMAHMANN et al. 1999).
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Figura 4 — Cerebelo: Vista Inferior do cerebelo
Fonte: Adaptado de NETTER, 2000.
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O cerebelo € ligado a haste do cérebro se comunicando através de trés pares
de grandes feixes de fibras de nervos, os pendunculos cerebelares superior, médio e
inferior. A partir do cértex cerebelar, as informacdes eferentes convergem para trés
pares de nucleos profundos do cerebelo, o denteado, o interpésito e o fastigial,
responsaveis pelo planejamento do movimento, controle dos membros e equilibrio
motor de onde séo projetados feixes para 0s nudcleos vestibulares e reticulares
(VOOGD e RUIGROK, 2004).

Todos os nucleos cerebelares profundos recebem sinais de duas fontes que
sao o cortex cerebelar e os tratos sensoriais profundos aferentes para o cerebelo. As
vias aferentes que transmitem sinais para o cerebelo podem se originar de partes
periféricas do corpo (Figura 5). Uma via aferente importante e extensa € a via
corticopontocerebelar que se origina nos cortices motor e pré-motor cerebrais e no
cortex somatossensorial cerebral (FITZPATRICK et al. 2008).
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Figura 5 — Sistema motor — vias aferentes e eferentes.
Fonte:http://slideplayer.com.br/slide/363280
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Histologicamente, o cortex cerebelar se divide em trés camadas distintas: a
camada molecular que € mais externa composta basicamente por células estreladas
e células em cesto, assim como por fibras paralelas e dendritos de células de
Purkinje (BOTTA et al. 2007); a camada intermediaria que € a camada de neurdnios
ou células de Purkinje, que constitui os maiores neurdénios do SNC (VOOGD e
GLICKSTEIN, 1998; OHEARN e MOLIVER, 2001; VOOGD e RUIGROK, 2004); e a
camada granular que é a camada mais interna e é constituida por uma grande
quantidade de células pequenas (granulares ou granulosas) que d&do origem as
fibras paralelas através das suas ramificacfes, por células maiores (células de Golgi)
e pelas fibras musgosas. Abaixo das camadas corticais estdo 0s nulcleos
cerebelares profundos que enviam sinais de saida para outras partes do sistema
nervoso. (FITZPATRICK et al. 2008; GLICKSTEIN, 1988; O'HEARN e MOLLIVER,
2001). Toda essa complexa estrutura cerebelar (figura 6) € susceptivel aos efeitos

do EtOH.

® Células estrelladas
e 7S ®

Fibras paralelas i ¥

Células en cesto

Células de Purkinje

Fibra trepadora ——»- granular
* Oliva inforior del bulbo C) ® —~ ®
Entrada de / 1 T Ké
informacion l l
/ W Fibras /
Célula nuclear profunda Salida de la musgosas | proyecciones
Informacion eferentes
* Encéfalo superior
* Tronco del encéfalo

* Médula espinal

Figura 6 — Representagéo das células do cortex cerebelar
Fonte:http://www.med.ufro.cl/Recursos/neuroanatomia/archivos/7_cerebelo_archivos/Page417.htm
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1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E ALCOOL

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a producéo
exacerbada de radicais livres que sdo espécies quimicas que contém um ou mais
elétrons ndo pareados nos orbitais externos, se tornando altamente reativas e o
sistema de defesa antioxidante (STOCKER e KEANEY, 2004). Entre os radicais
livres mais importantes estao as espécies reativas de oxigénio (EROSs) e as espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (ILHAN et al. 2005). As principais ERO’s s&o o radical
anion superoéxido (0%), o peréxido de hidrogénio (H-O>) e o radical hidroxila (OH), e
as principais ERNs sdo o oxido nitrico (NO") e o peroxinitrito (ONOO’) (APRIOKU,
2013).

Toxicidade de substancias e algumas doencas podem desencadear a
producdo de ERO’s e de ERN’s. As células produzem radicais livres através da
cadeia respiratGria mitocondrial, porém mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos
conhecidos como agentes antioxidantes auxiliam no combate e reparagao dos danos
ocasionados pelos processos oxidantes, removendo intermediarios gerados atravées
das espécies reativas anteriormente citadas ou inibindo outras reacdes de oxidacéo
(D’AUTRAUX e TOLEDANO, 2007).

Modificacdo de lipidios de membranas, oxidacdo de aminoacidos e acidos
nucléicos, apoptose e necrose sdo 0s danos mais comuns provocados pela acao
das EROs (BOMFIM et al. 2014). Os radicais livres reagem irreversivelmente com
varios constituintes celulares, tais como proteinas, ligacées duplas de fosfolipideos,
DNA nuclear, induzindo a alteracdes na homeostase de ions, na sinalizacao celular
e na expressdo génica (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007). No DNA, o ataque ao
acucar pode ser realizado por abstracdo de um dos atomos de hidrogénio e quase
sempre leva a ruptura da cadeia de DNA (DURUKAN e TATLISUMAK, 2007).

Agua, moléculas lipossollveis antioxidantes e enzimas de reparacdo s&o
componentes enddégenos antioxidantes (RYTER e CHOI, 2005). A producdo de
EROs pode ser regulada através do sistema enzimatico que inclui as enzimas
Superoxido Dismutase (SOD) 1, enzimas glutationa peroxidase selénio dependente
(GSH-Px) e a catalase. A enzima SOD age sobre radical superéxido (O%) que é
transformado em peréxido de hidrogénio (H.O,), que por sua vez é convertido em
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agua pelas duas ultimas enzimas (GSH-Px e catalase) (MOREIRA et al., 2010). Um
cofator da GSH-Px € o selénio que estimula a acdo de enzimas antioxidantes por ser
um carreador temporério de oxigénio (CHEN et al., 2009).

O sistema antioxidante de moléculas € outro mecanismo de protecéao
fisiolégico contra a acdo dos radicais livres. Vitaminas A, E e C que sdo moléculas
de baixo peso molecular, além do beta caroteno e acido urico, sdo capazes de reagir
diretamente com os radicais livres diminuindo sua reatividade (MOREIRA et al.
2010). Este sistema de defesa se torna um excelente protetor contra a
lipoperoxidacdo em ambas as fases da bicamada de lipidios das biomembranas
(BARCLAY et al. 1995).

Diante do exposto e em decorréncia do aumento nos indices na forma mais
nociva de consumo de EtOH por mulheres, em maior escala as mais jovens, é
importante investigar as alteragdes que o etilismo precoce e agudo pode provocar no
comportamento motor e na bioquimica oxidativa no tecido cerebelar de ratas fémeas
simulando um padrdo de ingestdo socialmente adotado por pessoas do sexo

feminino nessa faixa etéaria.
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Il OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Investigar as alteragdes bioquimicas e no comportamento motor cerebelares

de ratas submetidas a intoxicagdo com EtOH na adolescéncia.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o efeito da exposicdo ao EtOH na forma de binge agudo na

atividade locomotora espontanea de ratas adolescentes;

b) Avaliar o efeito da exposicdo ao EtOH no modelo de intoxicagdo aguda na
coordenacao motora e equilibrio de ratas adolescentes;

c) Avaliar os niveis de nitrito e malondialdeido no cerebelo de ratas

adolescentes intoxicadas agudamente com EtOH,;

d) Avaliar a atividade da catalase no cerebelo de ratas adolescentes

intoxicadas agudamente com EtOH.



Il METODOLOGIA
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3.1 ANIMAIS E TRATAMENTO

Ratas Wistar, fémeas (n= 20), 1 més, peso de + 60 gramas, provenientes do
Biotério da Universidade Federal do Para (UFPA), foram mantidas em condi¢cdes
padronizadas de temperatura (25°C), exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12
horas, agua e comida ad libitum. Os animais utilizados nos experimentos receberam
tratamento por gavagem através de canula orograstrica (Insight, Brasil) com EtOH
(Nuclear, Brasil) na dose de 3,0 g/Kg/dia por trés dias consecutivos em 1 episédio
de binge/dia (35° ao 37° dia), o que corresponde ao inicio da adolescéncia neste
modelo animal (SPEAR, 2000; 2004). Os animais controle receberam agua destilada
(H2Ogest) @administrada também por gavagem. As doses utilizadas foram adaptadas

de protocolos utilizados por Lauing et al. 2008 e Lindtner et al. 2013.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacdo (CEPAE), obedecendo aos critérios, de acordo com as normas
estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais, recebendo a
aprovacao através do parecer CEPAE-UFPA: BIO 196-14. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Comportamento
(LAFICO) da Faculdade de Farmacia e em parceria com o Laboratério de

Farmacologia Molecular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, todos na UFPA.

O desenho experimental esté descrito na figura 7.
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Figura 5: Delineamento experimental do estudo. Inicialmente as ratas adolescentes (35 dias
de vida) receberam por gavagem H,Oges; OU etanol (EtOH) durante 3 dias consecutivos. Sete
horas e meia (7,5 h) apds o terceiro dia de administracdo, os animais foram submetidos aos
ensaios comportamentais do campo aberto e rotarod. Em seguida, os cerebelos foram
coletados e submetidos aos ensaios da avaliacdo dos niveis de nitrito, peroxidagéo lipidica,

proteina e atividade de catalase.
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Antes do inicio dos experimentos, os animais foram conduzidos a sala de

teste por um periodo de, no minimo, uma hora para aclimatacdo e habituacdo ao

ambiente do teste. Todos os experimentos comportamentais foram realizados em

sala propria, com atenuagdo dos niveis de ruido e baixa intensidade de iluminagéo

(12 Ix).

A concentracdo sanguinea de EtOH em ratos, administrado por gavagem,

possui um declinio gradual e dura em torno de 450 minutos para ser eliminado do
organismo (LIVY et al. 2003), dessa forma, os testes foram realizados 7,5 horas

(sete horas e trinta minutos) apds a ultima administragdo de EtOH/H;Ogest, N0

excedendo o horario de 18 horas a fim de né&o interferir no ciclo circadiano do

animal.
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3.2.1 Teste do campo aberto

Este teste desenvolvido por Hall (1934) é utilizado para analisar padroes de
atividade exploratéria e locomotora, no qual é capaz de qualificar a deambulacao,
avaliando componentes de ansiedade do animal, por meio de variaveis como o
aumento na ambulacdo e maior permanéncia do mesmo na regido central do
aparato que seria indicativo de uma reducdo da ansiedade (LISTER, 1990,
CHOLERIS et al., 2001).

Normalmente o procedimento consiste em confrontar o animal com a
novidade do ambiente e observar comportamentos como locomocdo (namero de
linhas cruzadas), frequéncia de rearings, tempo de autolimpeza (grooming),
defecacdo, tempo utilizado para deixar a area central.

Para este estudo, foi utilizada uma arena quadrada em madeira (100 x 100
cm) e paredes (40 cm de altura), internamente em formica impermeavel preta. O
chd@o do aparato foi dividido em 25 quadrantes iguais (20 x 20 cm) separados em
duas zonas: central (36%) e periférica (64%).

Inicialmente os animais foram colocados individualmente no centro do campo
aberto sendo permitido o livre deslocamento dentro do aparato por 5 minutos, seus
movimentos ao longo da sessao foram registrados através de filmadora posicionada
acima da arena. De acordo com o protocolo de Brenes et al. (2009), foi mensurada a
locomocéo total através da mensuracgéo da distancia percorrida (em metros) medida
automaticamente usando o sistema de monitoramento de video ANY-maze™ verséo
4.99 (Stoelting Co., USA).

Antes e depois da exposicdo de cada animal, o campo aberto foi limpo com
papel toalha e alcool 10%. Apos o teste da atividade locomotora, os animais foram
submetidos ao teste do rotarod.

3.2.2 Teste de locomocéo forgcada em cilindro giratorio (teste do rotarod)

Para avaliar a fungdo motora dos roedores foi utilizado o rotarod que é um
dos testes mais utilizados por ser considerado um dos mais sensiveis. Neste ensaio

foi utilizado um equipamento automatizado (Insight®, EF-411), instalado em uma
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sala fechada e mantida a temperatura de aproximadamente 25°C. O aparelho
consiste em uma caixa de acrilico com um cilindro de 8 cm de didmetro, instalado
transversalmente a aproximadamente 20 cm do chéo, e mantido em rotagdo através
de um motor, a caixa é dividida em 4 baias de aproximadamente 10 cm de largura,
permitindo a analise de 4 animais simultaneamente.

Os animais foram previamente treinados no aparato, sendo colocados no eixo
giratério por um periodo de 120 segundos a 8 rotacdes por minuto. Neste
treinamento os animais foram reposicionados no eixo giratorio apds as quedas até a
finalizacdo do tempo estipulado para esta fase. Terminado o treino, o teste foi
realizado conforme o protocolo de Slamberova et al. (2006), onde os animais foram
submetidos a trés exposicdes de 120 segundos, com intervalo de 60 segundos entre
cada exposicdo, sendo registrado o nimero de quedas do animal sobre a barra de
rolagem do rotarod.

ApOs o0s testes comportamentais, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, posteriormente foram coletados os cerebelos dos animais

para os testes do balango oxidativo.

3.3 ESTRESSE OXIDATIVO
3.3.1 Preparo das amostras

Para a coleta das amostras para a analise da bioguimica oxidativa, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Posteriormente foi realizada a
decapitacdo para a retirada dos cerebelos, localizados na fossa posterior do cranio.
Os cerebelos foram lavados com solucéo fisiolégica, crioprotegidos e armazenados

em freezer.

3.3.2 Determinacgéo dos niveis de Nitrito

Apos degelo lento os lisados dos cerebelos foram centrifugados a 14.000 rpm
por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi separado e submetido a mensuracéo da
concentracéo de nitrito, pratica fundamentada na formacdo de compostos azoicos de
cor azulada pela reacdo do nitrito com o reagente de GRIESS (Naftil-etileno-diamina
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0,1% e Sulfanilamida 1% em &cido fosforico 5% - 1:1). A intensidade da cor é
proporcional a concentracdo do cromoégeno, sendo que a verificagcdo ocorre por
leitura espectrofotométrica em um A = 550nm (GREEN et al. 1981). Os resultados

foram expressos como micromoles de nitrito para cada miligrama de proteinas.

3.3.3 Determinacao dos niveis de Peroxidacao Lipidica

Os lisados foram descongelados lentamente, centrifugados a 5.600 rpm por
10 minutos a 4 °C e o sobrenadante submetido a analise apds serem aquecidos a
45°C por 40 minutos. Foram utilizados como reagente 325 uL de NMFI a 10,3 mM
diluido em 650 pL de metanol (diluicdo 3:ll e acido metanosulfénico. O nivel de
peroxidacgédo lipidica foi determinado através do método proposto por Esterbauer e
Cheeseman (1990), baseado na reacdo dos metabdlitos de &acidos graxos
poliinsaturados, malonaldeido (MDA) e 4-hidroxialcenos (4-HA), com o N-metil-2-
fenilindol (NMFI) em presenca de acido metanosulfénico. A reacdo produz um
cromoéforo estavel, cuja coloragdo € proporcional a concentracdo de lipidios
oxidados, podendo ser mensurado por espectrofotometria (A = 570 nm). Os

resultados expressos como picomoles de MDA por miligrama de proteina.

3.3.4 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase é mediada pela metodologia de Aebi (1984) baseada
na decomposicdo de peréxido de hidrogénio (H20,). As amostras homogeneizadas
em solucéo fisiologica foram centrifugadas a 16.000G por 30 minutos a 4°C. Apos a
centrifugacéo, 100 pL do sobrenadante foram homogeneizados em 600 yL de
tampao de fosfato de potassio (TFK) a 10 mM com pH 7,6 e 50 pyL de H,O,. A leitura
foi realizada no espectrofotbmetro com comprimento de onda de 240 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de atividade de catalase por miligrama de
proteina (U/mg de proteina). Uma unidade da atividade da enzima € definida como 1

pmol de perdxido de hidrogénio consumido por minuto.
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3.3.5 Determinacao dos niveis de Proteina

Para esta andlise, utilizou-se o método proposto por Bradford (1976)
adaptado para leitor de ELISA onde 100uL da amostra de tecido sao misturados
com 100 pyL do reagente de Bradford. A concentracdo de proteina foi medida
espectrofotometricamente (A=595nm) e os resultados expressos em miligramas de
proteinas. Para a construcdo da curva padrdo foram utilizadas albumina sérica

bovina (BSA) na concentragédo de 2 mg/mL.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados pelo teste t de Student de dados ndo pareados. Os
dados foram expressos como a média = erro padrdo da média (e.p.m.) de 9-13
animais de cada grupo experimental. A probabilidade aceita como indicativa da
existéncia de diferencas significantes foi de p<0,05. A construcéo grafica e a analise

estatistica foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0.
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4.1 Atividade locomotora espontanea

O grupo avaliado apés intoxicagdo com um binge de EtOH demonstrou no
teste do campo aberto que a distancia percorrida pelos animais intoxicados n&o
apresentou diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle, sugerindo que o
grupo intoxicado com EtOH n&o apresentou prejuizo motor na atividade exploratoria
espontanea quando comparado ao controle (Figura 6).

20+
B8
~ 15- ——
<
S
o 104
kS
[
«O
@ 51
(M)

0

Controle EtOH

Figura 8: Efeito do etanol (EtOH) em forma de binge agudo na atividade locomotora/ exploratéria de
ratas na fase de adolescéncia através da distancia total percorrida (metros). Os resultados estdo
expressos como a média *+ e.p.m da distancia total percorrida durante 300 segundos, com 10 animais

por grupo. *p=0,91 ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (Teste t de
Student).
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4.2 Teste do Rotarod

A figura 7 demonstra o nimero de quedas nas trés exposi¢cdes ao rotarod. O
namero de quedas na primeira exposicdo sobre o cilindro giratério do grupo
intoxicado foi superior ao numero de quedas atingido pelo grupo controle. No
entanto, as ratas adolescentes expostas a um binge com EtOH melhoraram seu

desempenho nas demais etapas aproximando-se ao numero de quedas do grupo

controle.
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Figura 9: Efeito do etanol (EtOH) na forma de binge agudo na coordenacdo motora de ratas
adolescentes avaliadas no teste do rotarod. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m o
namero de quedas nas trés exposi¢cdes ao equipamento, com 10 animais por grupo. *p=0,02; p=0,40;
p=0,41 respectivamente. Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle na 12 exposi¢do, nao
apresentou diferenca significativa nas 22 e 32 exposicdes (Teste t de Student).
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4.3 Niveis de Nitrito

A Figura 8 demonstra os resultados da avaliacdo dos niveis de nitrito no
cerebelo. Nesta investigacdo, os animais tratados com EtOH na forma de binge
agudo em ratas adolescentes ndo apresentaram diferencas significativas quando

comparado ao grupo controle.
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Figura 10: Efeito da intoxicacdo aguda com etanol (EtOH) em forma de binge sobre a concentracéo
de nitrito em tecido cerebelar de ratas adolescentes. Resultados expressos como a média + e.p.m de
9-13 animais por grupo. *p=0,32 ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

(Teste t de Student).
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4.4 Niveis de Peroxidacéo Lipidica

As concentragbes de MDA no cerebelo dos animais testados estdo
apresentadas na figura 9. Os niveis de MDA e consequentemente de peroxidacéo
lipidica encontrados nos cerebelos de ratas adolescentes tratadas agudamente com

EtOH apresentaram diferencas significativas entre os grupos (Figura 9).

0.5-
= £ 0.4
o 3
T 0
o a 0.34
s
On @
ST 02
w Oy V&7
S E
u ——
S %_ 0.1-
o S
0.0 I
Controle EtOH

Figura 11: Efeito da intoxicagdo aguda com etanol (EtOH) em forma de binge sobre a concentracéo
de malondialdeido (MDA) em tecido cerebelar de ratas adolescentes. Resultados expressos como a

média £+ E.P.M de 9-13 animais por grupo. *p=0,02 apresentou diferenc¢a significativa em relagédo ao
grupo controle (Teste t de Student).
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4.5 Atividade da Catalase

A atividade da catalase encontrada nos cerebelos de ratas adolescentes
tratadas agudamente com EtOH foi maior, apresentando diferencas significativas

entre os grupos (Figura 10).
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Figura 12: Efeito da intoxica¢cdo aguda com etanol (EtOH) em forma de binge sobre a atividade da
catalase em tecido cerebelar de ratas adolescentes. Resultados expressos como a média + e.p.m de
9-13 animais por grupo. *p=0,0006 apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle

(Teste t de Student).
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Nesta investigacdo, os resultados obtidos demonstraram que o EtOH na
forma de binge agudo em ratas adolescentes induziu a alteracées no aprendizado
motor em teste de esforco motor for¢cado (rotarod), porém sem déficits na atividade
exploratéria. Também foi observado um aumento na atividade da catalase, sem

modificacdes nos niveis de nitrito e de peroxidacao lipidica cerebelar.

De fato, nosso grupo tem investigado os efeitos do EtOH em ratas fémeas
durante a adolescéncia, de forma cronica e em altas doses (Oliveira et al., 2014,
Pereira, 2012; Bezerra, 2013; Alencar, 2013), demonstrando que os danos causados
pelo seu consumo sao difusos, porém afetam as diversas areas centrais de forma
diferente. Assim sendo, buscou-se investigar neste trabalho doses mais usualmente
utilizadas pelos adolescentes e no padrdao de consumo socialmente adotadas por
essa faixa etaria (CREGO et al. 2009).

Outro fator relevante foi qual estrutura do SNC deveria ser escolhida para o
estudo. Esta bem documentado na literatura que o abuso desta substancia é
responsavel por danos no SNC, porém existem certas regides que sao mais
susceptiveis aos seus efeitos neurotoxicos, dentre elas destaca-se o cerebelo
(HARPER et al. 1987; HARDING et al. 1996; BAKER et al. 1999). Inicialmente,
Fernandes (2014) verificou altera¢cdes na fungdo motora a partir de um “screening”
de ensaios comportamentais. De forma mais detalhada, no pole test observou-se
que a coordenacao e equilibrio motor fino foram prejudicados associados a lentidao

nos movimentos denominada bradicinesia (Anexo 1).

A bradicinesia e a diminuicdo do ténus muscular sédo efeitos encontrados em
processos degenerativos no SNC, em especial no cerebelo (FREDERICKS, 1996;
PALLARES, 2001; PHILLIPS et al. 2009), desta forma o objetivo deste trabalho foi
de investigar se o possivel mecanismo de alteragdo nos movimentos de animais
intoxicados com um binge de EtOH estdo associados com a alteragdo em

parametros oxidantes.

Segundo Jung e Metzger (2010), a natureza pré-oxidante do EtOH é
particularmente importante no surgimento de danos em areas do SNC mais
vulneraveis como por exemplo o cerebelo, provocando inevitavelmente

comprometimento do comportamento motor e aprendizagem motora, que foi
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observado neste estudo em decorréncia do consumo agudo do EtOH no periodo da

adolescéncia.

A mensuracdo da distancia percorrida por roedores no campo aberto é
utilizada como uma medida para avaliagdo da atividade locomotora (KARL et al.
2003). Os resultados obtidos neste estudo demonstram que ndo houve prejuizo na
atividade locomotora espontanea apos consumo de EtOH em apenas um episédio

de binge em ratas adolescentes.

O rotarod é um dos testes mais utilizados para avaliacdo da funcdo sensorial
motora dos roedores, por ser considerado um dos mais sensiveis para este fim.
Atraso no desenvolvimento do sistema motor ou danos sensoriais podem aumentar

o nimero de quedas dos animais do aparato (SLAMBERVA et al. 2006).

Neste estudo foi avaliado o numero de quedas do cilindro apés um periodo de
habituacdo dos animais no aparato. Este teste foi sensivel para verificar a alteracéao
no comportamento motor no inicio do movimento, onde foi observado um aumento
no numero de quedas na primeira exposicdo. Porém, segundo Brenes e
colaboradores (2009) os animais sao capazes de "aprender" o reflexo de
endireitamento na superficie do aparato, o que justificaria os resultados obtidos na
segunda e terceira exposicdo, onde ndo houve diferenca significativa no nimero de
guedas entre o grupo tratado e o grupo controle. Outros ensaios que examinam a
locomocéao poderao ser realizados em estudos futuros para testar esta hipotese.

Sabe-se que as fibras musgosas, as fibras trepadeiras e suas sinapses com
as células de Purkinje formam as vias de conducdo de sinais no cerebelo e a
integridade destas células é fundamental para o adequado funcionamento da
circuitaria cerebelar (STRATA e ROSSI, 1998; KISHIMOTO et al, 2002;
WATANABE, 2008).

Estudos relatam que o consumo cronico do EtOH induz a déficits no
estabelecimento de sinapses eficientes entre as fibras olivares trepadeiras e as
células de Purkinje, resultando em alteragcdes motoras relacionadas ao cerebelo, tais
como ataxia, bradicinesia e incoordenacdo motora (ICHISE, 2000; WATANABE,
2008; PIERCE, 2011).
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Este estudo demonstrou que apenas um binge agudo produziu alteragbes no
aprendizado motor, afetando o planejamento do movimento anteriormente treinado
pelo animal, que sdo fun¢des inerentes a estrutura cerebelar (VOOGD e RUIGROK,
2004).

Com base em dados clinicos, autdpsias e exames radioldgicos, um quarto a
um terco dos alcoolicos cronicos apresenta degeneracao cerebelar (DESHMUKH et
al. 2002). Um numero de limitagcbes metodologicas associadas com um pequeno
namero de estudos anteriores que examinam a relacdo entre dano oxidativo e
déficits cognitivos em um modelo de intoxicagcdo aguda com EtOH, impede um

desenho de conclusdes definitivas.

Ressalta-se que os resultados comportamentais observados ndo poderiam ter
sido promovidos pelo efeito inibitério do EtOH, visto que segundo Livy e
colaboradores (2003), a concentracdo sanguinea de EtOH em ratos, administrado
por gavagem, possui um declinio gradual e dura em torno de 450 minutos para ser
eliminado do organismo. Desta forma, baseado neste estudo, os testes foram
realizados 7,5 horas (sete horas e trinta minutos) apos a administracdo de EtOH,

evitando assim o efeito farmacolégico do alcool.

Sabe-se que doses elevadas de EtOH administradas em um Unico episédio
de binge produz neurotoxicidade que alteram a integridade do cerebelo e o
funcionamento de estruturas como hipocampo e coértex pré-frontal, que sé&o
estruturas mais sensiveis a acdo do EtOH e que sdo responsaveis por mediar
funcdes executivas como respostas comportamentais complexas e memoria de
trabalho (CREWS et al. 2000; PASCUAL et al. 2007; CIPPITELLI et al. 2010;
SELEMON, 2013).

Os cerebelos de ratos podem ser considerados totalmente maduros apoés trés
meses de vida, porém a partir da quarta semana a morfologia celular e conexao
sinaptica estdo essencialmente maduras (MCKAY e TURNER, 2005). Estudos
sugerem gue a exposi¢do ao EtOH em forma de binge induz & uma maior perda das
células cerebelares de Purkinje em comparacdo com uma exposi¢do cronica
(JAATINEN e RINTALA, 2008) que pode ocorrer através da neurodegeneragdo
devido a processos inflamatérios que levam a producdo de radicais superoxidos e
consequentemente morte celular (CREWS e NIXON, 2008).
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Sabe-se que o EtOH possui a capacidade de alterar a estrutura das
membranas lipidicas, aumentando a sua fluidez, dada sua propriedade lipofilica, na
qual as consequéncias neurofisiolégicas desta acao ainda néo estdo bem definidas.
Como citado anteriormente, o consumo agudo e cronico desta substancia esta
associada com a geracdo de ERO’s e outros produtos metabdlicos, que pode
conduzir a dano oxidativo de estruturas e moléculas celulares, incluindo fosfolipidios
e DNA (BROOKES, 2004), levando a perda neuronal.

Trabalhos realizados em nosso laboratorio demonstraram através de seus
resultados que as alteragcbes motoras observadas utilizando o mesmo modelo de
intoxicacdo ndo ocorreram via estresse oxidativo. Na literatura, ha registros de que a
administracdo do alcool de forma subcrénica (4 semanas) influencia positivamente a
taxa de peroxidacdo lipidica no cerebelo de ratos (CELEC et al. 2003). Contudo,
estudos posteriores em cerebelos de ratas adolescentes expostas a um segundo

binge poderéo confirmar esta afirmativa.

Moreira et al. (2010) demonstrou que a producdo de EROs pode ser regulada
através de um sistema enziméatico antioxidante que inclui as enzimas SOD1, GSH-
Px e a catalase. A enzima SOD age transformando o radical superéxido (O*) em
peréxido de hidrogénio (H»0;), enquanto a catalase e a GSH-Px sdo responsaveis
por converter H,O, em &gua, impedindo a formacao do radical (OH’) que é muito
reativo. A acdo destas enzimas esté relacionada aos mecanismos de prevencao de

danos oxidativos, impedindo ou controlando a formacéo de radicais livres.

Neste estudo, os resultados demonstraram uma elevada atividade da
catalase, o que demonstra que houve uma compensacdo do organismo para
reverter a producdo de ERO’s em cerebelos de ratas adolescentes expostas
agudamente ao EtOH por um curto periodo de tempo seguido de abstinéncia
(binge), através desta importante via antioxidante intracelular. Estes resultados
sugerem que a alteracdo no aprendizado motor observado ndo parece ser mediada
pelo estresse oxidativo, devendo ser investigado outros possiveis mecanismos, tais

como alteragbes na neurotrasmissao ou em cascatas de sinalizacéo.

Desta forma, estes resultados sugerem que o cerebelo pode ser uma

estrutura mais resistente ao EtOH no desenvolvimento de estresse oxidativo
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tecidual, visto que outros trabalhos realizados em nosso laboratorio demonstraram
que mesmo em altas doses na intoxicacdo alcodlica (6,5 g/Kg/dia) ndo houve
alteracdo na bioquimica oxidativa nos cerebelos de ratas Wistar (ALENCAR, 2013).
Estes resultados séo diferentes das investigacbes em outras &reas cerebrais, tais
como cortex motor que parecem ser mais susceptiveis ao estresse oxidativo gerado
pelo EtOH do que o cerebelo (TEIXEIRA et al. 2014).
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VI CONCLUSAO
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Os resultados obtidos através de ensaios comportamentais em ratas
adolescentes intoxicadas com EtOH demonstraram que um binge agudo foi capaz
de alterar o aprendizado motor sem comprometer a atividade locomotora
espontanea. Através dos ensaios de estresse oxidativo foi identificada uma alteracéo
na bioquimica oxidativa visto que houve uma diminui¢cdo dos niveis de malonaldeido
e um aumento da atividade da catalase de ratas adolescentes intoxicadas
agudamente com EtOH na forma de binge em relacdo ao grupo controle, porém os
niveis de nitrito nos tecidos dos animais tratados com EtOH ndo apresentou

diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.

Um numero de limitacbes metodoldgicas associadas com um pequeno
namero de estudos anteriores que examinam a relacdo entre dano cerebelar e
déficits cognitivos em um modelo de intoxicagdo aguda com EtOH, impede um
desenho de conclusdes definitivas, sendo necessérias investigagbes posteriores
para avaliar as causas e mecanismos envolvidos nas alteracdes do comportamento

motor neste modelo de intoxicacao.
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ANEXO A - Representacado gréafica da avaliacdo do tempo de virada e descida

no Pole Test
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Anexo 1: Efeito da intoxicacdo por etanol (EtOH) em forma de binge agudo na determinacdo do
controle de movimento e avaliacdo do desenvolvimento de bradicinesia em ratas na fase de
adolescéncia através da média dos 3 melhores ensaios no tempo de virada no Pole Test (A) e tempa
de descida (B) em segundos até a base da plataforma. Os resultados estdo expressos como a média
+ e.p.m, no periodo maximo de 120 segundos/ensaio, com 10 animais por grupo. *p<0,05 diferenca
significativa em relacéo ao grupo controle (Teste t de Student). FONTE: FERNANDES, 2014.



ANEXO B — Comité de Etica

PARECER 196-14

Projeto: AVALIACAO NEUROCOMPORTAMENTAL, IMUNOISTOQUIMICA E
OXIDATIVA DE RATAS INTOXICADAS COM ETANOL DA ADOLESCENCIA A
FASE ADULTA, EM PADRAO BINGE.

Coordenador: Professora. Dra. Cristiane do Socorro Ferraz Maia

Area Tematica: Farmacia
Vigéncia: 04/2014 a 04/2016

Nono CEPAE-UFPA: 196-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagfo da Universidade Federal do Pard (CEPAE). O tema eleito para
a investigac#o e de alto teor cientifico justificando a utilizagdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais ¢ internacionais para
tratamento e manipula¢io de animais de experimentag@io. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuicdes delegadas pela portaria No 3988/2011 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, resolve APROVAR a utilizagdo de animais de
experimentagdo (N=80, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questdo, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 02 margo de 2014

1"{/5(“"‘ &1/-‘ - Zc
trof. O Wielee Gones Los!
Presidente do CEPAE-UFPA
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