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RESUMO

INVESTIGACAO DOS PREJUIZOS MOTORES DECORRENTES DA EXPOSICAO
CRONICA AO ETANOL, EM RATAS INTOXICADAS DA ADOLESCENCIA A FASE
ADULTA.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o etanol é a droga psicotropica
mais utilizada em todo mundo, ocupando hoje um lugar de destaque por ja ser
considerado um problema de saude publica em todo o mundo. Seu consumo pesado
esta em alta dentre adolescentes, a partir de 15 anos, e adultos jovens Uma grande
variedade de pesquisas relacionam seus efeitos nocivos a diversos 0rgaos e
sistemas do organismo, bem como prejuizos e degeneracdo de estruturas do
Sistema Nervoso central, sendo o cerebelo um de seus principais alvos, seja pela
afinidade dessa substancia por estruturas celulares seja pela capacidade de gerar
uma cascata de processos deletérios. O objetivo deste estudo foi avaliar alteracbes
comportamentais, associadas ao cerebelo, em ratas intoxicadas cronicamente por
etanol da adolescéncia a fase adulta. Ratas com 35 dias de vida pdés-natal
receberam, durante 55 dias, etanol por meio de gavagem. Apds esse periodo de
intoxicacdo, 0s animais passaram por uma bateria de testes para avaliar déficits
motores. Os testes comportamentais consistiram Open Field, Pole Test, Beam
Walking e Rota-rod. Os resultados demonstraram que 0s animais expostos ao etanol
apresentaram déficits motores em todos os testes comportamentais. Embora varios
mecanismos estejam associados a degeneracdo cerebelar, estudos mais
aprofundados devem ser realizados para investigar o verdadeiro efeito desta droga e

sua correlacéo aos resultados obtidos nesta pesquisa.

Palavras-chave: etanol, cerebelo, testes comportamentais.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MOTOR LOSSES RESULTING FROM CHRONIC ETHANOL
EXPOSURE IN RATS INTOXICATED FROM ADOLESCENCE TO ADULTHOOD.

According to the World Health Organization, ethanol is the most widely used
psychoactive drug in the world, occupying a prominent place by now be considered a
public health problem worldwide. His heavy drinking among adolescents is on the
rise, from 15 years and young adults A wide variety of research related to its
damaging many organs and body systems effects, as well as damage and
degeneration of the central nervous system structures, and the cerebellum one of its
main targets is the affinity of the substance for cellular structures is the ability to
generate a cascade of deleterious processes . The aim of this study was to evaluate
behavioral changes associated with the cerebellum in rats chronically intoxicated with
ethanol adolescence to adulthood. Female at 35 days of postnatal life received
during 55 days, ethanol by gavage. After this period of intoxication, the animals
underwent a battery of tests to assess motor deficits. Behavioral tests consisted
Open Field, Pole Test, Walking Beam and Rotarod. The results showed that animals
exposed to ethanol displayed motor deficits in all behavioral tests. Although several
mechanisms are associated with cerebellar degeneration, further studies should be
conducted to investigate the true effect of this drug and their correlation wiser the

results obtained in this research.

Keywords: ethanol, cerebellum, behavioral tests.
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1. INTRODUCAO
1.1 ALCOOL E EPIDEMIOLOGIA

O alcool etilico (EtOH) € uma das mais antigas substancias psicoativas
utilizadas pela humanidade (SHER, 2006; ROOM; BARBO; REHM, 2005). Além de
ter um histérico cultural, sendo aceito em quase todas as sociedades organizadas
(HILL e CHOW, 2002, SHER, 2006; ELLIOT e BOWER, 2008; UHART e WAND,
2009), seu consumo é favorecido por ser uma droga licita, de custo reduzido,

amplamente disponivel e de facil acesso (JERNIGAN et al. 2002).

Aliado a estes fatores, o uso de alcool € incentivado pelo consumo em
celebracbes, situacbes sociais e de negocios, cerimonias religiosas e eventos
culturais (MELONI e LARANJEIRA, 2004). Sua frequéncia € ainda mais favorecida,
fundamentalmente, por seus efeitos positivos durante o consumo agudo (DAWSON,
2000; CYR e MCGARRY; 2002;). Desinibicédo, capacidade de aliviar tensao/estresse
e ansiedade sao fatores reforcadores para a continuidade da ingesta (KOOB e
KREEK, 2007).

Porém, o consumo excessivo e constante do alcool é um problema de saude
e economia ao Estado. O abuso desta substancia pode desencadear uma cascata
de problemas agudos de saulde, tais como lesdes, acidentes de carro, problemas
sociais, incluindo a violéncia domeéstica, carga econdmica na sociedade, perda de
produtividade no local de trabalho (MANZO-AVALOSS e SAAVEDRA-MOLINA,
2010), crimes e desordens publicas (REHM et al., 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2011, publicou um relatorio
sobre o consumo de alcool no mundo e apontou que o mesmo é um fator causal em
60 tipos de doencas e responsavel por quase 4% de todas as mortes, maior do que

as mortes causadas por HIV / AIDS, a violéncia ou a tuberculose.

Os elevados niveis de consumo no mundo séo traduzidos a partir da média
anual per capita de 4,3-4,7 litros de alcool puro ingerido por pessoas de 15 ou mais
anos de idade (OMS, 2011). Nas Américas, a média tangencia 6,7 L, ficando atras
apenas da regido europeia, com 9,5 L (Figura 1). No entanto, ndo se segue que alta

renda e consumo sempre se traduzam em grandes transtornos relacionados ao
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EtOH, contrario disso, quanto menores 0s niveis socioecondmicos, maior a
incidéncia de doencas atribuiveis ao alcool (HERTTUA et al. 2008; MACKENBACH
et al. 2008).
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Figura 1: Registro do consumo de alcool puro, per capita, em adultos. 1990 — 2005.
Fonte: Adaptado da OMS, 2011.

Nos paises ricos, a propor¢ao relativamente pequena, apesar do alto nivel de
consumo de alcool, pode ser explicada pela baixa incidéncia de problemas
associados aos padrdoes de consumo, estrutura etaria e impacto de baixo risco de
morte (OMS, 2011). Paises ndo desenvolvidos ou em desenvolvimento e baixo
status socioeconémico geralmente significam grandes problemas de saude, como
exemplo, Brasil e China (HARRISON e GARDINER, 1999; ANDRADE et al. 2002).

Nestas nacdes, as bebidas alcodlicas sdo um dos principais fatores de
doenca e mortalidade, com seu impacto deletério sendo considerado entre 8% e
14,9% do total de problemas de saude dessas nacbes (MELONI E LARANJEIRA,
2004). No Brasil, o custo anual para o Sistema Unico de Salde é de 60 milhdes de
reais, decorrente ao consumo indevido de alcool, dispensados sob a forma de
auxilio médico aos doentes e encargos financeiros e psicolégicos as familias
(NASCIMENTO e JUSTO, 2000; REINHOLDZ; BENDTSEN; SPAK, 2011). Este
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valor representa 84,5% contra 14,6% de gastos no consumo de outras drogas
psicotropicas (DATASUS, 2004).

Dentro deste contexto epidemioldgico, o Brasil ocupa um lugar de
importancia, ndo apenas pelo impacto econdmico que o alcoolismo gera, mas
também pelo crescimento sistematico no consumo (GALDUROZ e CAETANO,
2004), alcancado a média de 6,16 L per capita em 2004 (OMS, 2011).
Paralelamente, encontra-se altos niveis de prevaléncia de consumo e dependéncia
do alcool: 74,6% consomem (uso da substancia pelo menos uma vez durante a vida,
para todas as faixas etarias, em 2005) (LARANJEIRA et al. 2007) e 12,3% dos
consumidores podem ser considerados dependentes do EtOH (CARLINI et al. 2002).

Ao encontro da assertiva, em 2003 o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
pesquisou a taxa de prevaléncia do consumo excessivo do alcool, na populagdo com
15 anos ou mais, no Distrito Federal e outras 17 capitais brasileiras, Belém ocupou o
9° |ugar, dentre as cidades pesquisadas, com maior incidéncia, e 122 em

prevaléncia, com total de 31% (pelo menos uma dose nos ultimos 30 dias).

Assim, dada as altas taxas de prevaléncia e incidéncia, relacionadas aos
padrbées de consumo de alcool, houve a reafirmacgéao histérica do papel nocivo desta
substéancia, surgindo uma gama extensa de respostas politicas para o enfrentamento

dos problemas decorrentes de seu consumo, (OMS, 2011)

Os problemas de saulde, associados ao uso abusivo de EtOH, sdo
amplamente estudados em todo mundo, e demonstram perturbacbes no trato
gastrinstestinal (FISHER et al, 2008) e 6rgaos associados, como figado e pancreas
(KARINCH et al. 2008; YANG et al, 2008; MERCER, 2011). Efeitos difusos sobre o
metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras (TING e LAUTT, 2006), aumento
da liberacéo de corticosteréides (CHOUDHRY e CHAUDRY, 2006) e insuficiéncia de
respostas imunolégicas (HAPPEL et al, 2007). Porém seus efeitos mais

pronunciados envolvem também o sistema nervoso central (SNC) (HARPER, 2009).

Diante da importdncia neuropatoldgica, artigos cientificos descrevendo
alteragcOes estruturais do SNC causadas por intoxicagdo com alcool, na década 80,
estabeleceram métodos analiticos para medicdo de volume e contagem de células

(TERRY e DETERESA, 1982). Recentemente, com 0 avancgo cientifico, por meio de
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ressonancia magnética (DE BRUIN et al. 2005), imunoistoquimica (DUGLOS e
PENTNEY, 2001), eletrofisiologia (UUSISAARI e KNOPFEL, 2011), ensaios
comportamentais pré-clinicos (MAIA et al. 2010), entre outras ferramentas,

confirmam os efeitos deletérios da exposi¢ao a esta droga.

Os prejuizos associados ao SNC acontecem em qualquer faixa etaria, no
entanto tornam-se mais evidentes e devastadores quando o abuso no consumo do
alcool se inicia na puberdade (CHAMBERS et al. 2003; DOREMUS et al. 2004).
Estudos comprovam que, neste grupo, por apresentar um sistema nervoso em
processo de maturacdo, ha uma maior vulnerabilidade e suscetibilidade desta droga
psicotropica (CREWS, 2000; 2003; 2007), resultando em alteracbes no padrdo de
liberacdo neuroendécrina (MCCORMICK et al. 2008) a rearranjos moleculares
(MANZO-AVALOSS e SAAVEDRA-MOLINA, 2010).

A confirmacdo do &lcool como um grave problema de salde € ainda mais
acentuado no consumo abusivo precoce do alcool etilico, por elevar a gravidade e a
incidéncia de morbidades na populacéo jovem (OMS, 2011). Aliado a isso, o volume,
frequéncia de consumo e condigles preexistentes que vao desde psicopatologias e
ambiente familiar a padrbes genéticos tornam o adolescente mais propenso a
ingestao de bebidas alcodlicas (BECKER; LOPEZ; DOREMUS-FITZWATER, 2011).

Desta forma, politicas publicas de prevencdo, educacdo e tratamento,
baseadas na problematica do uso excessivo do alcool, ndo deve apenas atender
uma minoria, dependentes de alcool (EDWARDS, 1997; CAETANO e CURANDI,
2002; JERNIGAN; MONTEIRO; ROOM; SAXENA, 2000), mas para toda populagéo
e, principalmente, aos jovens que relataram problemas relacionados ao EtOH
(aproximadamente 40%) entre as idades de 15-19 anos, (CHAMBERS, TAYLOR e
POTENZA, 2003).

1.2 ALCOOL E ADOLESCENCIA

A adolescéncia corresponde ao periodo compreendido entre a infancia e a
idade adulta, caracterizada por alteracbes morfofisioldgicas, psicolégicas e sociais
(CASEY et al. 2008). Estas mudancas fisicas compreendem um “surto de

crescimento” desde aumento e mudanga da massa corporea a consolidagéo sexual,



16

as alteracdes psicologicas sdo marcadas pela intensidade afetiva, idealismo e o
senso de invulnerabilidade; e o distanciamento (primazia das relagbes em grupo e

entre pares) como comportamento social predominante (ERNST, 2006).

Neste periodo de mudancas nas relacdes sociais, mais tempo se gasta com
os colegas do que com adultos (STEINBERG, 1989), uma rede de amizade entre os
jovens é formada e o &lcool desempenha um papel central para facilitar as relacfes
sociais da adolescéncia, tanto através do consumo pessoal quanto em conjunto
(SUMNALL et al. 2007; ZARZAR et al. 2012). Além disso, o aumento de escolhas
perigosas pelos adolescentes, junto com a reatividade emocional e a sensibilidade
exacerbada, influenciam no aumento da incidéncia e/ou desenvolvimento de
desordens afetivas e dependéncia quimica, dentre eles o EtOH (PINE et al. 2001;
SILVERI et al. 2004; REINHOLDZ et al. 2011).

A fim de conseguir efeitos que vao desde relaxamento a completa
desinibicéo, inclusive a sexual (JOHNSON e STAHL, 2004; BELLIS et al. 2008),
soma-se 0 comportamento impulsivo e arriscado (CASEY et al. 2005), estresse e
ansiedade (SHER e ZALSMAN, 2005; DUMONT e OLSON, 2012), necessidade de
aprovacao (MATHIJSSEN et al, 2012) e a elevada atividade do sistema de
recompensa sobre o sistema de punicdo (ERNST, 2006), favorecendo ainda mais o

consumo do alcool pelos jovens.

Estudos comprovam que, na realidade, adolescentes reconhecem esta
substancia desde a infancia, onde as criancas sdo expostas a aprender sobre alcool
por meio dos pais, familia e comunidade em geral, reconhecendo bebidas alcodlicas
e desenvolvendo uma atitude em relagé@o a esta droga desde a pré-escola (NOLL et
al. 1990; GILLIGAN e KYPRI, 2012).

Neste contexto, além das caracteristicas inerentes ao adolescente e do
reconhecimento prévio da droga, estudos constatam que fatores familiares incidem
uma maior prevaléncia sobre o consumo excessivo do EtOH pelos jovens, dentre
eles: pouca supervisdo dos pais (LEDOUX et al. 2002), auséncia de regras e
padrées de comportamentos bem esclarecidos (GUO et al. 2001) e baixa qualidade
de comunicacéo entre os membros da familia (GUILAMO-RAMOS et al. 2005).
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No entanto, uma vez ocorrido o contato inicial com a droga, a totalidade dos
jovens nao é receptiva aos sinais alcodlicos (LEON e McCAMBRIDGE, 2006),
levando-0s quase sempre ao consumo excessivo ou “beber pesado” (consumo de
mais 14g de alcool puro em menos de 2 horas) e embriaguez, o que € um grave
problema de saude publica e um fator de preocupacdo para a sociedade
(MATHURIN e DELTENRE, 2009).

A exposicado excessiva ao EtOH tem impacto negativo mais acentuado no
grupo de individuos jovens (ALFONSO-LOECHES e GUERRI, 2011). Dentre as
consequéncias amplamente conhecidas do consumo excessivo de EtOH, destaca-
se: danos nao intencionais, acidentes de carro (MMWR, 2012; FELL et al. 2009),
violéncia (REHM et al.,, 2009), suicidio (SHER e ZALSMAN, 2005), doencas
sexualmente transmissiveis (FLORA e THORESEN, 1988; TAPERT et al. 2001;
COOK et al. 2002) e gravidez indesejada (MATHURIN e DELTENRE, 2009).

Sendo esta droga uma grave ameaca médico-social, seu consumo precoce
aumenta ainda mais os riscos de morbidade e gravidade de transtornos associados
ao alcool (BEENSTOCK et al. 2010). Porém esta € uma situacdo ignorada pelos
adolescentes, uma vez que 0 CONSUMO excessivo, perigoso e prejudicial parece

estar prevalente entre os mesmos (MCALLISTER, 2003).

Em 2008, a OMS, por meio da Global Survey on Alcohol and Health, avaliou a
tendéncia ao uso, em 73 paises, de jovens com 5 anos abaixo da idade minima
permitida por lei para consumo do alcool, e constatou que 71% relataram aumento,
4% diminuigcdo, 8% permaneceram estaveis e 16% com resultados inconclusivos no

consumo desta EtOH.

Na América Latina e regido do Caribe, o consumo desta droga € considerado
o principal fator para aumento da mortalidade (OMS, 2011) e da diminuicdo do
tempo de vida saudavel perdidos por incapacitacéao, principalmente devido ao inicio
precoce do consumo (GMEL et al. 2000). Dentre alguns paises deste mesmo grupo,
como Chile, Uruguai, Equador, Paraguai e Venezuela, o Brasil é o que apresenta

maior consumo da droga (SILVA et al. 2011).

No primeiro levantamento domiciliar brasileiro sobre abuso de drogas,

Galduréz et al. (2000) relataram que 6,6% eram dependentes de alcool, dois anos
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depois a pesquisa foi refeita, com a mesma populagdo novamente pesquisada, e
contatou-se um aumento de aproximadamente 42%, num total de 9,4%. Ainda neste

estudo, 48,3% dos jovens de 12 a 17 anos admitiram ja ter consumido alcool.

Em uma pesquisa mais recente, 65,2% dos estudantes relataram uso na vida
de alcool; 44,3% nos ultimos 30 dias; 11,7% uso frequente (6 vezes ou mais no
altimo més) e 6,7% uso pesado (20 ou mais vezes nos ultimos 30 dias) (CARLINI et
al. 2005; VIEIRA et al. 2007). Constatou-se também que a maioria dos
consumidores é do sexo masculino, no final da adolescéncia a adultos jovens, com
taxas em torno de 78,6%. Todavia um fator de preocupacdo sao adolescentes de 12
a 17 anos e niveis consideraveis de uso e dependéncia, com 54,3% e 7%,
respectivamente (tabela 1) (CARLINI et al. 2005).

Faixa Etaria Uso na vida (%) Dependéncia (%)

(anos) / Género 2001 2005 2001 2005
2= 483 b4 3 572 7.0
Masculino 5272 528 6.9 73
Feminino 44 7 h0 8 35 6,0
18 — 24 732 78,6 155 19,2
Masculino 783 8372 237 274
Feminino 68,2 726 74 121
20— 34 765 795 13,5 147
Masculino 856 85,1 20,0 2372
Feminino 67,6 73,0 71 77
TOTAL 66,0 708 114 136
Masculino 72,0 737 16,8 193
Feminino 60,1 65,4 6,0 8,6

Tabela 1: Prevaléncia de uso e dependéncia de éalcool, por género e faixa etaria, nos entrevistados
do Il Levantamento domiciliar do uso de drogas psicotrépicas no Brasil, 2005.
Fonte: Adaptado de Carlini e Galdur6z, 2005.

O consumo em idade precoce ndao é preocupante apenas pelo fato de
favorecer dependéncia alcoodlica nesses jovens durante a fase adulta (KUNTSCHE
et al. 2004), mas principalmente pelos agravos sociais como diminuicdo no
desemprenho escolar, reprovacoes, situacbes familiares e pessoais adversas
(TAVARES et al. 2001; SILVEIRA et al. 2008)

Com o intuito de diminuir as complicagces médico-sociais e todos 0s outros

transtornos relacionados ao inicio precoce do consumo de alcool, varios estudos e
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politicas de saude séo realizados para estabelecer leis de proibicdo ou aumento da
dificuldade do acesso ao alcool por jovens (JERNIGAN et al. 2000; TAYLOR e
CARROLL, 2001; MEASHAM e BRAIN, 2005). No Brasil, a Legislacao vigente sobre
0 consumo de drogas psicotrépicas licitas, tais como alcool e tabaco, determina que
s6 a partir dos 18 anos (maioridade civil e penal) seu consumo seja permitido
(CASTROAND et al. 2012), no entanto poucos sao os empecilhos pra dificultar e/ou
restringir a compra do EtOH (ROMANO et al. 2007).

Pesquisas para avaliar essa dificuldade de acesso ao alcool relatam que
apenas 0,9% dos estudantes de escolas publicas, com idade inferior a permitida por
lei, tiveram fracasso na compra de bebidas alcodlicas, segundo a Cartilha de
Atencdo Integral a Usuério de Alcool e Outras Drogas, publicada pelo Ministério da
Saude (MS), em 2004. Ao encontro dessa assertiva, estudos relatam que a idade
meédia da iniciacdo do consumo é inferior a determinada pela lei em cerca de 3,5
anos (figura 2) (LARANJEIRA et al. 2007).

Médias do inicio do consumo de alcool (em anos)

20
18
16
14
12
10

= 2
3

[EI SR N

Inicio do consumo Consumo regular
(Quantos anos vocé tinha quando (Quantos anos vocé
comegou a consumir bebidas alcodlicas? tinha quando comecou
Nio considere as vezes em que 1océ a consumtir regularmente
experimentou apenas 1 ou 2 goles.) bebidas alcodlicas?)

M 14 a 17 anos W 18 a 25 anos

Figura 2: Média das idades, em anos, do inicio do consumo e uso regular de bebidas alcodlicas
—2004.

Fonte: Cartilha “I Levantamento Nacional sobre Padres de Consumo de Alcool na Populagéo
Brasileira” (GALDUROZ et al. 2004).

Considerando o atual cenario epidemioldgico nacional sobre a elevacdo das
taxas do consumo de drogas, principalmente o alcool, associadas a criancas,
adolescentes e jovens, o MS, através da Portaria N° 1.190 de junho de 2009,

instituiu o Plano Emergencial de Ampliacdo ao Acesso de Tratamento e Prevencao
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em Alcool e outras Drogas (PEAD) no Sistema Unico de Saude (SUS) (Ministério da
Saude, 2004). Porém, ainda que no Brasil haja a tentativa de estabelecer Planos
Politicos para contornar os problemas associados a ingestéo de alcool por criancas
e adolescentes, 0os niveis de consumo entre este grupo populacional continuam
elevados e em crescimento (CASTROAND et al. 2012).

Em um estudo mais recente, Laranjeira (2013) afirma que as mulheres,
principalmente as adolescentes, apresentam um padrédo mais nocivo no consumo de
alcool, devido as altas doses e frequéncia, podendo ser consideradas como um
grupo de risco para esta droga. Nao obstante, soma-se também a informacéo de
que o consumo pesado de etanol na adolescéncia aumenta, subsequentemente,
este padréo de ingesta na idade adulta, contribuindo para que o sexo feminino
apresente maior consumo e suscetibilidade aos efeitos do etanol (STRONG et al.
2010).

Além disso, diferencas fisiologicas entre os géneros reforcam a preocupacao
com as mulheres, seja pela menor quantidade da enzima alcool-desidrogenase e
baixo volume de &gua no organismo, contribuindo para altas concentragfes
sanguineas desta droga (OSHIMA et al. 2013; WOLLE et al. 2011); seja presenca de
horménios femininos que, embora 0s estudos sejam pouco conclusivos, parecem
acentuar o consumo de etanol na fase adulta, quando iniciado na adolescéncia
(STRONG et al. 2010; MELON et al. 2013).

Por meio de varios estudos, pesquisadores entendem que o adolescente é
um ser biopsicossocial em transformacgéo, com alta suscetibilidade aos vicios e
vulnerabilidade aumentada dos efeitos bioldgicos do &lcool sobre o organismo em
formacéo (STEINBERG, 2005; SHER, 2006; VIEIRA et al, 2007; CASTROAND et al.
2012 ), sendo, entdo, importante saber de que forma esta substancia exerce seus
efeitos deletérios, seja pra auxiliar o entendimento cientifico seja para orientar
intervencdes nos transtornos causados pelo etanol (ALLEN e BAYRAKTUTAN,
2008).
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1.3 MECANISMOS DE NEUROTOXICIDADE DO EtOH

O EtOH é uma molécula fracamente carregada, movendo-se através das
membranas com facilidade e atingindo equilibrio de concentragcdo sangue/tecidos de
maneira rapida (SCHUKIT, 2004). Apés administracdo oral, ele € prontamente
absorvido pelo trato gastrointestinal (TGI) e 95-98% desta substancia sofre
metabolizacdo pré-sistémica ou de 12 passagem (HOLFORD, 1987; NORBERG et
al. 2010). Os efeitos observados nos varios 6rgdos e tecidos € causado pela
concentracdo sanguinea do EtOH ao longo do tempo (MANZO-AVALOSS e
SAAVEDRA-MOLINA, 2010).

Os sintomas caracteristicos de intoxicagdo no SNC sdo decorrentes do
consumo excessivo de alcool e, consequentemente, sua elevada concentracéo
plasmatica (GOHLKE et al. 2008). Estas alteracbes, por meio de mudancas
comportamentais, coordena¢do motora insuficiente e danos as atividades cerebrais
(ANDERSEN, 2004) estdo associadas aos efeitos do alcool sobre a sintese
(PIETRZYKOWSKI et al. 2008), liberacdo (ROBERTO et al. 2006) e sinalizacéao
(WILKIE et al. 2007) de neurotransmissores e seus receptores (VENGELIE, 2008).

+

Dentre os alvos farmacolégicos do etanol, destacam-se: canais de Ca?', K
(MULHOLLAND, 2009; TREISTMAN e MARTIN, 2009), os receptores do &cido y-
aminobutirico (GABA), glutamato (ADAMS, SHORT e LAWRENCE, 2010) e
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (LOVINGER, 1999),

1.3.1. CANAIS IONICOS

Canais ibnicos constituem um dos principais alvos do &lcool, inibindo os
canais de Ca** do tipo L hidropiridina-sensiveis (VENGELIENE, 2008), comprovado
pelo estudo de Wang et al (1994), em que esta interacdo alcool-canais de Ca®" tipo-
L é tdo consistente quanto uma Unica molécula da droga agonista para este
receptor. Outro importante canal sdo os de K" retificadores internamente dirigidos e
modificados pela proteina G, apresentando estruturas criticas para a acao do etanol
(VENGELIENE, 2008; KOBAYASHI, 1999).
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Ambos os tipos de canais representam uma familia de receptores de
neurotransmissores amplamente distribuidos no SNC, onde desempenham
importante papel na transmissdo sindptica e na regulacdo da excitabilidade
neuronal, principalmente nos receptores do tipo GABAa, NMDA, glicina e 5-HT3.
(WADLEIGH e VALENZUELA, 2011).

1.3.2 ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO (GABA)

O GABA é o mais importante neurotransmissor inibitorio do SNC de
mamiferos e representa um dos varios alvos de acdo do etanol (BLOOM e
IVERSEN, 1971; WEINER e VALENZUELA, 2006). Neurbnios pré-sinapticos liberam
este neurotransmissor que, por sua vez, liga-se ao GABAA (um dos receptores
ionotropicos pos-sinapticos), promovendo influxo de ions cloreto (KELM, CRISWELL
e BREESE, 2010).

Alguns estudos tem considerado que, no consumo agudo, ha aumento da
atividade inibitéria GABAérgica, uma vez que o alcool modula GABAA de maneira
alostérica e facilita a liberacdo pré-sinaptica do neurotransmissor (SIGGINS et al.
2005), promovendo efeitos comportamentais tipicos do consumo da droga como
sedacéo, hipnose e ataxia (MARTZ et al. 1983; KUMAR et al. 2009). Ao encontro
desta afirmacédo, os efeitos da administracdo de etanol em ratos assemelham-se aos
promovidos pelas drogas agonistas deste tipo de receptor (CAGETTI et al. 2003).

No consumo cronico, estudos relatam uma diminuicdo na densidade dos
receptores GABAa cerebrais e uma regulacdo negativa (“down-regulation”) na
expressao génica de subunidade a e 3, em regides especificas do SNC (GOLOVKO
et al. 2002). As modificagOes estruturais causadas pela diminuicdo da expresséo de
MRNA codificador destas subunidades sdo uma das adaptac¢les fisiologicas para

tolerancia a droga, garantindo um maior consumo de alcool (JUNE et al, 2007).

Por outro lado, os receptores metabotrépicos, GABAg, também apresentam
um papel fundamental neste processo, embora ndo seja claramente entendido,
estes parecem potencializar a capacidade de alteracdes alostéricas do etanol sobre
GABAA e, consequentemente, seus potenciais inibitérios pés-sinapticos (WAN et al.
1995; WU et al. 2005). No entanto, vale ressaltar que ndo existe uma Unica via que,
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por si sO, justifique os efeitos das alteragBes sofridas no processo de sinalizagédo
sinaptica deste neurotransmissor e seus receptores, eventos genéticos e nao-
genéticos também estédo envolvidos (KUMAR, FLEMING e MORROW, 2004).

Todos esses receptores ionotropicos de GABA fazem parte de uma super-
familia de canais i6nicos dependentes de ligantes que inclui os receptores
nicotinicos neuronais da Acetilcolina (nnAchR), serotoninérgicos do tipo 3 (5-HT3) e
glutamatérgicos, os quais também sofrem efeitos induzidos pelo EtOH (ORTELLS e
LUNT, 1995).

1.3.3. GLUTAMATO e NMDA

O glutamato (Glu) é o principal neurotransmissor excitatorio do SN, sendo
suas respostas mediadas por 2 grandes grupos de receptores, 0s ionotropicos
(iGIuR) e metabotropicos (MmGIuR), 0os quais geram potenciais poés-sinapticos,
regulando uma ampla variedade de processos fisiologicos (CASILLAS-ESPINOSA,
POWELL E O'BRIEN, 2012).

Dentro do grupo dos iGIuRs, deve-se destacar o NMDA pela sua associagao
aos efeitos da intoxicacdo aguda e cronica do etanol, uma vez que dele resulta o
processo de excitotoxicidade, como principal responsavel pelas patologias do SNC
e, principalmente, no cerebelo (HOFFMAN et al. 1995; SPANAGEL et al. 2002).

Na intoxicacdo crénica com EtOH, o processo excitotoxico ocorre a partir da
exacerbacédo da via de sinalizacédo excitatéria comparada a via inibitoria, ou seja, um
excesso de ligacdo de Glu a receptores NMDA em detrimento a sinalizacéo
gabaérgica (VENGELINE et al. 2008). Essa superatividade de NMDA intensifica a
abertura de canais de Ca** e Na* dependentes de ligante que alteram o potencial
elétrico do neurdnio e abrem também os canais de Ca** dependentes de voltagem,
promovendo intenso influxo desse ion para o citosol, desencadeando uma cascata
de eventos intracelulares, resultando em degeneracdo neuronal (figura 3)
(NICOTERA E LEIST, 1998; JAATINEN E RINTALA, 2008). Este processo mediado
por Glu tem intima relacdo com danos mitocondriais e estresse oxidativo (NOVELLI
et al. 1998).
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Figura 3: EtOH e Excitotoxicidade. Modelo esquematico de estruturas ligadas ao influxo de Ca*",
receptores NMDA, ndo-NMDA e canais de calcio dependentes de ligante, bem como os efeitos
associados a elevada concentracao desse ion no citoplasma neuronal.

Fonte: Adaptado de Nicotera e Leist, 1998.

A alta concentracdo de Ca®* no citosol ultrapassa a capacidade de
tamponamento pela mitocondria, causando uma disfuncdo desta organela e uma
superproducao de 6xido nitrico sintase mitocondrial (mtNOS), bem como a ativacéo
de NOS neuronal (NNOS) dependente de Ca?*-Calmodulina, as quais gera
quantidades toxicas de 6xido nitrico (BROOKES, 2004; MAIA et al. 2010; ZADORI et
al. 2012;). Além disso, a elevada concentracdo do complexo Ca**-Calmodulina-
dependente ativa processos bioldégicos como transcricdo e ativacdo de enzimas
proteoliticas e apoptose celular (RAJGOPAL, 2003).

Desta forma, a excitotoxicidade, pelo aumento da reatividade do NMDA ao
Glu, gera uma cascata de eventos que vao desde danos mitocondriais a ativacao de
fosfolipases e proteases responsaveis pela neuropatologia associada ao EtOH,
porém estes efeitos ndo sdo especificos a estrutura cerebelar, eles estendem-se a
complexa circuitaria do SNC (ANKARCRONA et al. 1995; RAJGOPAL, 2003).

1.4 ETANOL E SNC

Héa algum tempo, estudos bem delineados correlacionam os efeitos deletérios
da intoxicag&o cronica por etanol a problemas sistémicos (GEORGE E FIGUEREDO,
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2010; CEDERBAUM et al. 2009; SEITZ E BECKER, 2007), bem como danos ao
SNC e intensificacdo de doencas (MARINHO et al. 2006; HARPER E
MATSUMOTO, 2005; ZHONG et al. 2012) ou prejuizos em habilidades como
cognicdo (OSCAR-BERMAN, 1993) e funcdo motora (JONES, 1988; BASTIAN,
2011).

Dentre as estruturas relacionadas a funcdo motora, destacam-se o cortex
motor (CM) e cerebelo (GRAFTON E HAMILTON, 2007). O CM esta relacionado a
aprendizagem e modelagem motora, em que alguns neurdnios, por meio de ramos
corticais eferentes do centro motor, auxiliam também na forca muscular e
movimentos (EVARTS, 1968; FEREZOU et al. 2007; SALINAS, 2009). Um estudo
recente (BOURGUIGNON, 2013) elucida que pequenas regides do CM estéao
associadas a organizagdo, de maneira hierarquica, dos movimentos dirigidos a
alvos/tarefas. No entanto, pesquisas anteriores (PHILLIPS et al. 2009) relacionam
essa hierarquizacdo ao cerebelo, por meio do processamento temporizador dos
movimentos, por meio de observacdo da acdo, uma vez que neurdnios de Purkinje
projetam-se para o nucleo cerebelar profundo e, consequentemente, para areas
motoras, desempenhando papel fundamental no loop cértico-cerebelo-cortical para a
orientacdo visual. (GALLESE, 1996; GLICKSTEIN, 2000). Assim, uma analise da
complexa estrutura cerebelar se faz necessaria para o entendimento do

funcionamento e alteragdes provocadas pela intoxicacdo com etanol.

O cerebelo é uma pequena estrutura localizada na fossa craniana,
representando cerca de 10% do volume cerebral, com uma ampla conexao de feixes
de fibras nervosas, contendo aproximadamente 50% de todos os neurdnios do
encefadlo (MARGOLIS et al. 2001), a qual comunica-se, através de fibras
extrinsecas, com varias regides do corpo, tais como: fusos musculares, labirinto e
nacleos vestibulares (SARNA E HAWKES, 2003).

Assim sendo, danos ao cerebelo produz erros no planejamento e na
execucdo de movimentos em vez de paralisia ou movimentos involuntarios
(Fredericks, 1996). Uma grande variedade de pesquisas relata que disfuncao
cerebelar ¢ associada com ataxia (incoordenagdo motora) (ZADORI et al. 2012;
DIZON e KHODAKHAH, 2011), dismetria (uma tendéncia de movimentos para sob -
ou além do alvo) (ZAHR et al. 2010, PAINE et al. 2004) e disdiadococinesia
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(problemas realizando movimentos rapidos e repetitivos) (PARKS et al, 2003; WEI et
al. 2011; STOODLEY e SCHMAHMANN, 2010). Disfuncdo cerebelar também esta
associada a tremor intencional e hipotonia (LOUIS et al. 2011) e parece, também,
interromper as quantidades relativas de aceleracdo e de duracdo, durante o
movimento (HUBER et al. 2012).

Em uma divisdo anatdmica, ou parassagital. o cerebelo pode ser dividido em
3 zonas: vérmis (medial), paravermal (intermediaria) e hemisférios cerebelares
(lateral), e comunica-se com o encéfalo através de pares de feixes nervosos, 0s
pedunculos superior, médio e inferior (SCHMAHMAN et al. 1999). Todas as
informacdes eferentes, a partir do cortex cerebelar, convergem para 3 pares de
nacleos profundos do cerebelo: o denteado, o interpdsito e fastigial, responsaveis,
respectivamente, pelo planejamento do movimento, controle dos membros e
equilibrio motor (FITZPATRICK et al. 2008), onde este Ultimo nucleo projeta feixes
para o nucleos vestibulares e reticulares (VOOGD e RUIGROK, 2004).

7

O cerebelo é ligado ao coOrtex cerebral, através de duas vias, a de
recompensa e a por “feedback”. Feixes aferentes do coOrtex cerebral terminam em
pontos do nucleo da base, o que por sua vez transmitem fibras musgosas ao
cerebelo. Projecdes do tipo “feedback” percorrem o cortex cerebelar através nucleos
profundos do cerebelo e terminam no nucleo contralateral do tdlamo ventrolateral,

que envia projecdes volta para o cortex cerebral (FITZPATRICK et al. 2008).

Do ponto de vista histolégico, o cortex cerebelar divide-se em 3 camadas
distintas, da mais externa para mais interna: camada molecular, de células de
Purkinje e granular. A primeira é composta basicamente por células estreladas e em
cesto, bem como por fibras paralelas e dendritos de células de Purkinje (CP)
(BOTTA et al. 2007); a camada de neurénios ou células de Purkinje, que constituem
0s maiores neurdnios do SNC, ramificando-se através da camada molecular e
chegando até a superficie do cortex, constituindo a Unica via eferente do cortex
cerebelar, tornando-se 0 meio integrativo primario desta estrutura (VOOGD e
GLICKSTEIN, 1988; O'HEARN e MOLIVER, 2001; VOOGD e RUIGROK, 2004) e a
camada granular ou granulosa, com grande quantidade de células granulosas

(excitatorias), que se ramificam e originam as fibras paralelas, as células de Golgi
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(inibitdrias) e as fibras musgosas (excitatorias) (FITZPATRICK et al. 2008; O'HEARN
e MOLIVER, 2001,).

Baseado nisso, a plasticidade do coOrtex cerebelar deve-se,
fundamentalmente, as sinapses das células granulares sobre as células de Purkinje.
O sistema de células granulosas e musgosas condificam o contexto em que ocorrem
0os movimentos (a), as fibras trepadeiras sinalizam as células de Purkinje a
necessidade de refinamento do movimento (b) e este potencial das fibras
trepadeiras induz a plasticidade da sinapse entre células granulosas e de Purkinje —
potencial de longa duracdo (c), melhorando o desempenho e aprendizado do
movimento (MAUK 1997, SALIN et al. 1996; DE ZEEUW e YEO, 2005).

Devido a sua estrutura complexa e uma elevada quantidade de células ricas
em canais de célcio, principalmente as células de Purkinje (SASTRY et al. 1997,
PENTNEY e DUGLOS, 2000; WEI et al. 2011), o cerebelo é o principal alvo da
degeneracdo induzida por intoxicacdo por etanol, principalmente pelos efeitos
secundarios da excitotoxicidade (THAN e SZABO, 2002; HARVEY e STEPHENS,
2004)

No entanto, essa janela de vulnerabilidade torna-se ainda mais ampla no
desenvolvimento embrio-fetal e periodos pés-natal, os quais geram efeitos mais
acentuados no SCN e, principalmente, no cerebelo (HASEBE et al. 2008;
GOUDARZI et al. 2008). Uma variedade substancial de caracteristicas de modelos
animais envolvidos nesses estudos, de suscetibilidade a drogas, faz com que se
utilizem ratos e/ou camundongos para entender o processo de degeneracéo e atrofia
cerebelar de organismos em desenvolvimento (CONRY, 1990; PIERCE et al. 1999;
TARANUKHIN et al. 2010, HUANG et al. 2012).

Por meio de estudos comparando a cronologia do desenvolvimento
neurocomportamental e neuroquimico entre humanos e modelos animais (MOORE
et al. 2010, HUANG et al. 2012; HEATON et al. 2012), foi proposto que esta janela
de suscetibilidade da adolescéncia, em ratos, esteja por volta do 27° dia pés-natal ao
42° podendo expandir-se ao 60° no caso de estudos com tratamentos
farmacoldgicos, a fim de englobar tanto as maturacfes precoces em fémeas, quanto
as tardias em machos (SPEAR, 2000; BAVA et al. 2010, DIZON e KHODAKHAH,
2011).
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Desta forma, o presente estudo utilizou animais do género feminino, do 35° ao
90° dia pos-natal, para avaliar os efeitos da intoxicacdo crénica por etanol, da
adolescéncia ao inicio da fase adulta, para avaliar danos correlacionados a estrutura
cerebelar.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos motores, associados ao cerebelo, em ratas intoxicadas

cronicamente por etanol da adolescéncia a fase adulta.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar locomocéo espontanea e forcada;
e Avaliar bradicinesia;

e Avaliar equilibrio motor.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para o presente estudo, foram utilizadas 20 ratas da linhagem Wistar com 35
dias de vida, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Para (UFPA). Os
animais foram encaminhados a Faculdade de Farméacia/UFPA e mantidos em uma
sala de manutencdo em condi¢des padronizadas de temperatura (25°C), exaustéo,

ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, agua e comida ad libitum.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisas
envolvendo animais da UFPA, sob o parecer CEPAE-UFPA:BIO 043-12 (ver
comprovante na pagina 72), e obedeceu aos critérios e as normas estabelecidas por

Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacao e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmécia, do Instituto
de Ciéncias da Saude; e no Laboratério de Neuroprote¢cdo e Neurorregeneracao

Experimental (LNNE), do Instituto de Ciéncias Biolégicas, ambos na UFPA.

3.2. INTOXICACAO COM EtOH

Foi administrado EtOH (22,5 p/v) 6,59 / kg / dia as ratas, por via oral
(gavagem), através de canula orograstrica (Insight, Brasil), do 35° ao 90° dia, o que
corresponde ao final da adolescéncia e inicio da fase adulta neste modelo animal
(SPEAR, 2000; 2004). Os grupos experimentais foram divididos de acordo com a

substancia administrada (figura 4), onde:
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Figura 4: Divisdo dos grupos experimentais de acordo com a substncia utilizada no
processo de gavagem, do 35° ao 90° dia de vida pés-natal.

e GRUPO I (Grupo Controle): fémeas tratadas apenas com agua destilada.

e GRUPO Il (Grupo EtOH): fémeas intoxicadas com etanol (ControlLab, Brasil).

A dose de EtOH foi baseada em estudos anteriores (MAIER e WEST, 2001;
MAIA et al. 2009a, 2009b) e a pesagem dos animais foi realizada semanalmente

para o reajuste de dose, com média de 220g de massa corporea.

3.3.TESTES COMPORTAMENTAIS

Vinte e quatro horas apos o ultimo dia de intoxicacéo (90° dia pés-natal), os
animais foram encaminhados ao LAFICO para realizacdo dos testes
comportamentais. Ambos os grupos foram mantidos na sala de experimento por um
periodo de 1 hora para aclimatacdo e habituacédo, sendo a mesma iluminada com
lampadas fluorescentes e controlada quanto a temperatura (25°C), odores e ruidos.
Os testes foram realizados na ordem a seguir para evitar cansaco e estresse dos

animais.
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3.3.1. TESTE DA ATIVIDADE EM CAMPO ABERTO (Open-Field Test)

O teste do campo aberto foi desenvolvido para avaliar emocionalidade de
animais (HALL, 1934), uma vez que um ambiente ndo habituado, com abertura
superior e fechado lateralmente, induz ao animal o instinto exploratério, traduzido
como locomocao, levantamento e farejamento, ou pode ser interpretado como

aversivo, por meio de micgoes e defecagbes (NAHAS, 2001).

Atualmente é considerado como teste padrdo pra uma grande variedade de
estudos, principalmente aqueles relacionados aos efeitos de uma droga sobre a
atividade locomotora de roedores (MENARD e TREIT, 1999; CHOLERIS et al. 2001).

O aparato consiste em uma arena de madeira (100 x 100 cm) dividida em 25
quadrantes (20 x 20 cm), com paredes de 40 cm de altura, pintado com material
impermeabilizante, de cor escura, sem odores pos-secagem, como tinta ou esmalte

(figura 5).

A

Figura 5: Figura do “Open-Field Test".

Neste experimento, cada animal foi colocado individualmente no quadrante
central da arena e foi-lhe permitido um tempo maximo de 300 segundos para
locomover-se livremente e explorar o espaco. Para determinar a locomocao total, foi
contabilizado o niumero de quadrantes cruzados, com as 4 patas, por cada animal.
N&o foram contabilizados quadrantes explorados com até 3 patas, com retorno ao

quadrante original. Fez-se, também, a somatdria 0 nimero de vezes em que 0O
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animal levantava-se, apoiado apenas pelas patas traseiras (“rearing”). ApoOs este

teste, os animais foram submetidos ao Pole Test.

3.3.2. TESTE DE DESCIDA EM VIGA VERTICAL (Pole Test)

O Pole Test, descrito inicialmente por Owaga et al. (1985), é um experimento
utiizado para avaliar distirbios de movimento, em especial a bradicinesia
(MATSUURA et al. 1997; ANTZOULATOS et al. 2010).

De acordo com o protocolo adotado (ANTZOULATOS et al. 2010), este
equipamento consiste em uma viga vertical aspera (2 x 50 cm) apoiada em uma
plataforma circular (1 cm; r = 25 cm), onde animais sdo colocados no topo da viga,
de cabeca para cima, e o0 objetivo era a virada de cabeca para baixo e descida até a

plataforma (figura 6).

I -

3

Figura 6: Figura esquematica da tarefa a ser realizada pelos grupos no Pole Test. A
primeira haste ilustra como o animal era posicionado sobre o aparelho. Na segunda,
observa-se a inversao do eixo e (a terceira) a descida até a plataforma do aparato.

O experimento foi realizado apds aclimatacéo inicial de 300 segundos e 0s
escores anotados ao longo de 5 ensaios, limitados a 120 segundos cada, com

intervalo de 60 s entre eles. O tempo em que 0s animais efetuaram corretamente a
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tarefa foi contabilizado. Aos animais que ndo conseguiram virar, ou seja, deslizaram
pela viga nha mesma posi¢cdo em que foram colocados no equipamento; ou cairam,
ainda que ja tivessem virado de cabeca pra baixo, foi atribuido o tempo maximo (120

s). A média foi calculada com os 3 melhores tempos de cada animal.

Apés esta avaliagdo, os animais seguiram para o Beam Walking Test.

3.3.3. TESTE DE EQUILIBRIO EM VIGAS GRADUADAS (Beam Walking Test -
BWT)

O BWT foi desenvolvido, a principio, para avaliar deficiéncias motoras em
ratos e camundongos (GOLDSTEIN E DAVIS, 1990). Atualmente € utilizado para
avaliar a coordenacdo motora e equilibrio através da medicdo da capacidade dos
animais em atravessar uma série graduada de vigas estreitas até alcancar uma
plataforma segura (STANLEY et al, 2005; PERRY et al. 1995).

O aparato, construido em madeira, consistiu em 2 extremidades suspensas a
50 cm, distanciadas por 1 metro. Em uma extremidade fica o inicio, onde os animais
foram colocados e na outra extremidade € uma plataforma segura, com caixa
fechada (20 cm), para qual o animal poderia escapar (figura 7). As vigas de madeira
(1 m) apresentavam 2 tipos de secc¢ao transversal: quadrada (28, 12 e 5 mm) e
circular (28, 17 e 11 mm), e eram posicionadas entre as duas extremidades para que

o animal transpassasse e cumprisse a tarefa (CARTER et al. 1999).

Figura 7: Figura esquematica da tarefa a ser realizada pelos grupos no BWT. Os
animais eram colocados na extremidade de inicio e deveriam percorrer a viga para
chegar & plataforma sequra (caixa fechada).
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Os animais foram colocados sobre a viga (extremidade de inicio) e tinham um
tempo maximo de 60 segundos para atravessa-la e chegar a caixa, sendo 2
tentativas por viga, com intervalo de 60 s. Utilizou-se primeiro as quadradas e em
seguida as circulares, sempre da maior para a menor sec¢ao. Para os animais que
caissem do equipamento, a contagem era interrompida e 0S mesmos eram
recolocados no inicio da viga e continuava a contagem a partir do tempo marcado na

queda, até que se completasse o tempo maximo de cada tentativa.

Neste experimento, foi contabilizada a laténcia de travessia de cada uma das
vigas e 0 numero de vezes em que pelo menos uma das patas traseiras
escorregava. Escorregao das duas patas traseiras de uma s6 vez era contabilizado

como 2 escorregadas.

ApoOs o término deste teste, os animais foram submetidos ao Rotarod.

3.3.4. TESTE DE LOMOCOQAO FORCADA EM CILINDRO GIRATORIO (Rotarod
test)

O Rotarod € um dos testes mais utilizados para avaliar a coordenacado motora
de membros anteriores e posteriores, e equilibrio de roedores, sendo um dos mais
sensiveis para isto (CARTER et al, 1999). Trata-se de um equipamento gcom
protocolo de validacdo e manuseio simples, fornecendo resultados consistentes
(MARTIN et al, 2003).

O aparelho automatizado (Insight, Brasil) consiste em uma caixa de acrilico
com um cilindro de 8 cm de diametro instalado transversalmente a aproximadamente
20 cm da base do equipamento, e que € mantido em rotacdo através de um motor. A
caixa € dividida em 4 baias, de aproximadamente 10 cm de largura, permitindo a
analise de 4 animais simultaneamente (figura 8). Para o teste, cada animal era
colocado sobre o cilindro giratdrio e media-se a laténcia de permanéncia do animal

sobre o cilindro.
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Figura 8: Figura do Rotarod.
Fonte: Insight Brasil

Segundo adaptacao do protocolo de Sharma et al. (2009), os animais foram
colocados no aparelho, a uma velocidade constante de 16 rotagGes por minuto,
durante 120 segundos. Os animais foram avaliados ao longe de 5 secdes, com
intervalo de 60s entre elas. O desempenho Rotarod (DTR) para cada grupo foi

calculado em cima do tragcado da média de laténcia em cada velocidade,
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3.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos dos testes comportamentais foram avaliados pelo
teste estatistico T Student de dados ndo pareados. Os dados foram expressos como
a média * erro padréo da média (e.p.m.) de 10 animais de cada grupo experimental.
A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferencas significantes foi
de p<0,05. A construcao grafica e a analise estatistica foram realizadas no programa
GraphPad Prism 5.0.
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4. RESULTADOS
4.1. TESTE DA ATIVIDADE LOCOMOTORA ESPONTANEA

De acordo com o observado na figura 9, demonstrou-se diminuicdo da

atividade locomotora pelo grupo EtOH em comparacao ao seu controle (*p<0,01).

0
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Figura 9: Efeito do EtOH na atividade locomotora de ratas intoxicadas, da adolescéncia a
fase adulta. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do ndmero total de
quadrantes cruzados durante 300 segundos, com 10 animais por grupo. *p<0,01
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. T Student Test de dados nédo
pareados.

A figura 10 ilustra o numero total de levantamentos exploratorios (“rearings”),

demonstrando auséncia de diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

1 Controle
2.0 HEm EtOH

1.54 _—

1.04

0.5

Numero de levantamentos

0.0

Figura 10: Efeito do EtOH no nimero de “rearings” de ratas intoxicadas, da adolescéncia
a fase adulta. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do nimero de
rearings, durante 300 segundos, com 10 animais por grupo. p>0,5 diferenca significativa
em relacao ao grupo controle. T Student Test de dados néo pareados.
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4.2. TESTE DE DESCIDA EM VIGA VERTICAL (Pole Test)

Para este teste, a figura 11 apresenta os resultados do tempo de descida, a
qual representa um tempo maior para realizacdo da prova pelo grupo Etanol,

observando-se diferenca estatistica (p<0,05).
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Figura 11: Efeito do EtOH no tempo de descida do Pole Test de ratas intoxicadas, da
adolescéncia a fase adulta. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do
namero de rearings, durante 300 segundos, com 10 animais por grupo. p<0,05 diferenca
significativa entre os grupos. T Student Test de dados néo pareados.

4.3. TESTE DE EQUILIBRIO EM VIGAS GRADUADAS

A figura 12, apresenta 2 parametros avaliados na aclimatacdo em ambas as
secgdes: quadrada (BWT/Q) para os painéis A e B; e circular (BWT/C) para C e D.
No painel A observa-se o aumento do tempo de escape pelo grupo EtOH, com
diferenca significativa (p<0,05) e o painel B demonstra o niumero de escorregadas
superior do grupo EtOH em relacdo ao seu controle (p<0,01). Os painéis C e D,
apresentam um tempo aumentado para escape e numero superior de escorregadas,

respectivamente, pelo grupo EtOH (p<0,05).



40

A B
BWT/Q - Aclim. BWT/Q - Aclim.
B 60- -
;: ) Gonmae: | = * ] Controle
2 . EOH £ el . EtOH
%au- Et, :
8 —_— 8 0.4
2 e I_%
20-
3 B 0.2
E. =
g 0 0.0
c D
BWT/C - Aclim BWTI/C - Aclim.
E 80 61
T [ Controle - [ Controle
B = EOH 3 BN EtOH
& 60 a
a3 g 4-
£l —— :
@ ]
L g 24
5 204 L]
E. =
2

Figura 12: Efeitos do EtOH sobre o tempo de escape e o numero de escorregadas em ratas
intoxicadas, da adolescéncia a fase adulta, no periodo de aclimatacdo, em ambas as sec¢des. Os
resultados estdo expressos como a média £ e.p.m do tempo de escape (Painéis A e C) e 0 nimero
de escorregadas (Painéis B e D), no Beam Walking Test, durante 120 segundos, com 10 animais
por grupo. Houve diferenca significativa para o tempo de escape (*p<0,05) e o numero de
escorregadas (*p<0,01), entre os grupos, para ambas as sec¢les. T Student Test de dados nao

pareados.

A figura 13 demonstra os resultados obtidos nas vigas mais largas (28 mm)

nos dois tipos de seccdes. No painel A, nota-se o tempo aumentado para o escape

no grupo EtOH, com diferenca significativa (p<0,001), porém para 0s numeros de

escorregadas (Painel B), ndo houve diferenca significativa em relagdo ao seu

controle (p>0,05), nas vigas quadradas. Para as vigas de seccéo circular, os dados

expostos demonstram um aumento tanto do tempo de escape (Painel C) quanto o

aumento do numero de escorregadas (Painel D) pelo grupo EtOH, em relacdo ao

seu controle; para ambos os resultados do BWT/C h& diferenca significativa

(p<0,001).
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Figura 13: Efeitos do EtOH sobre o tempo de escape e o0 niumero de escorregadas em ratas
intoxicadas, da adolescéncia a fase adulta, sobre vigas de 28 mm. Os resultados estdo expressos
como a média + e.p.m do tempo de escape (Painéis A e C) e o nimero de escorregadas (Painéis B e
D), no Beam Walking Test, durante 120 segundos. Para a sec¢do quadrada, o tempo de escape foi
significativamente maior pelo grupo EtOH (*p<0,05), porém n&do houve diferenca significativa no
namero de escorregadas (*p>0,05). Para a secc¢do circular, os 2 parametros avaliados foram
maiores para o grupo EtOH, com diferenca significativa (p<0,001) para ambos. T Student Test de
dados néo pareados.

A figura 14 demonstra os resultados obtidos nas vigas de espessura média:
11lmm para a quadrada e 17mm para a circular. Para as quadradas, observa-se o
tempo aumento para o escape no grupo EtOH (Painel A), bem como a quantidade
aumentada do numero de escorregadas(Painel B), para ambos (p<0,001). Na
seccdao circular, houve auséncia de diferenca significativa no tempo de escape para
0s 2 grupos (p>0,05)(Painel C), entretanto o nimero de escorregadas foi significativo

pelo grupo EtOH (p>0,001), como apresentado no painel D.
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Figura 14: Efeitos do EtOH sobre o tempo de escape e o niumero de escorregadas em ratas
intoxicadas, da adolescéncia a fase adulta, sobre as vigas de espessura média. Os resultados estédo
expressos como a média + e.p.m do tempo de escape (Painel A e C) e o nimero de escorregadas
(Painel B e D), no Beam Walking Test, durante 120 segundos, com 10 animais por grupo. Para o
tempo de escape, houve diferenca significativa na viga de seccdo quadrada pelo grupo EtOH
(p<0,001) (Painel A), mas para a seccao circular, no painel C, ndo foram significativamente
diferentes (p>0,05). Para 0 niumero de escorregadas, para ambas as seccbes (Painel B e D), o
grupo EtOH escorregou mais, com diferenca significativa (p<0,001). T Student Test de dados néo
pareados.

Tempo de Escape (segundos)

Na figura 15, os dados expostos referem-se aos testes realizados nas vigas
de fina espessura: 5 mm para a seccdo quadrada e 11mm para a secc¢ao circular.
Na viga de 5 mm (BWT/Q), demonstra-se um aumento tanto do tempo de escape
guanto o aumento do numero de escorregadas pelo grupo EtOH, painéis A e B
respectivamente, para ambos os resultados ha diferenca significativa (p<0,001).
Para a viga de 11 mm (BWT/C), no painel C, ha auséncia de diferenca significativa
para o tempo de escape (p<0,05), porém, no painel D, verifica-se uma quantidade

aumentada no numero de escorregadas pelo grupo EtOH (p<0,001).
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Figura 15: Efeitos do EtOH sobre o tempo de escape e o nimero de escorregadas em ratas
intoxicadas, da adolescéncia a fase adulta, sobre as vigas de menor espessura. Os resultados
estdo expressos como a média + e.p.m do tempo de escape (Painel A e C) e o nimero de
escorregadas (Painel B e D), no Beam Walking Test, durante 120 segundos, com 10 animais por
grupo. Para o tempo de escape, houve diferenca significativa na viga de seccédo quadrada pelo
grupo EtOH (p<0,001) (Painel A), mas para a secc¢do circular, no painel C, ndo foram
significativamente diferentes (p>0,05) Para o0 nimero de escorregadas, para ambas as seccdes
(Painel B e D), o grupo EtOH escorregou mais, com diferenca significativa (p<0,001). T Student
Test de dados néo pareados.

Tempo de Escape (segundos)

4.4. TESTE DA LOCOMOCAO FORCADA EM CILINDRO GIRATORIO (Rotarod
test)

Para esse teste, os animais foram expostos 4 vezes ao cilindro giratério, com
velocidade constante de 16 rpm em cada avaliagdo, com intervalo de 60 segundos

entre elas.

O tempo de cada animal, nas 4 secfes avaliadas, foi somado e encontrou-se

uma media por grupo.

A figura 16 apresenta os resultados da laténcia dos animais sobre o aparato,

onde o grupo EtOH permaneceu menos tempo no cilindro giratério, nas secdes 2, 3
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e 4 em comparagao ao seu controle (p<0.05); enquanto que para as secoes 1 e 5

nao houve diferenga entre 0os grupos.
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Figura 16: Efeitos do EtOH sobre a laténcia em ratas intoxicadas, da adolescéncia a fase adulta, no
Rotarod. Os resultados estdo expressos como a média + e.p.m do tempo de laténcia no Rotarod Test,
em 5 sec¢Bes, durante 120 segundos, a uma velocidade constante de 8rpm, com 10 animais por grupo.
Ha diferenca estatistica entre os grupos para as se¢des de niumero 2, 3 e 4 (p<0,005). T Student Test

de dados néo pareados.
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5. DISCUSSAO

Nesta investigagdo, os dados obtidos sugerem que o etanol produz efeitos
deletérios nos padrbes de coordenacdo motora, forca muscular e equilibrio, em ratas
intoxicadas cronicamente com etanol, possivelmente via cerebelo, uma vez que os

testes utilizados séo sensiveis para avaliacdo dessa estrutura.

Para entender os resultados encontrados neste estudo, deve-se ressaltar que
o cerebelo € vulneravel a exposicao crénica ao etanol, sendo as células de Purkinje
seu principal alvo (PIERCE, WILLIAMS e LIGHT, 1999;), por meio da cascata de
excitotoxicidade do GIuU/NMDA (LOVINGER, 1999; MARTY e SPIGELMAN, 2012).

Porém, outro alvo bem reconhecido sdo as fibras olivares trepadeiras
(PIERCE, 2010). Estas se originam do complexo olivar inferior contralateral e, ao
penetrarem o cerebelo, enviam ramos colaterais para 0s nucleos cerebelares, antes
de chegarem ao cortex; por sua vez, 0s ramos terminais dividem-se e se enrolam em
torno dos dendritos das células de Purkinje (SUGIHARA, 2005; 2006; UUSISAARI e
KNOPFEL, 2011).

Paralelo as fibras musgosas, as fibras trepadeiras e suas sinapses com as
células de Purkinje constituem as Unicas 2 vias aferentes do cerebelo, sendo estas
tltimas as mais intensas e extremamente importantes para o correto funcionamento
da circuitaria cerebelar (STRATA e ROSSI, 1998; KOSHIMOTO et al, 2002,
WATANABE, 2008).

Estudos comprovam que a exposi¢éo crbnica ao etanol produz alteracbes no
desenvolvimento de fibras olivares trepadeiras, levando a uma inervacéo deficiente
das células de Purkinje, resultando em significativa ataxia, disdiadococinesia e
incoordenacdo motora (ICHISE, 2000; WATANABE, 2008; PIERCE, 2011; ).

Dentro da analise comportamental, a reducéo da locomocao total dos animais
intoxicados apresenta-se como um dos principais achados apés o consumo crénico
de etanol, uma vez que a exposi¢do crbnica a esta substancia por si s6 produz
prejuizo motor e degeneracdo cerebelar pela perda das células de Purkinje
(DUCKETT E SCHOEDLER, 1991; SULLIVAN, 2003), intensificados pelo fato do
cerebelo jovem ser mais suscetivel aos efeitos negativos do etanol (CREWS et al.
2000; CLARK et al. 2008).
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Em termos de desenvolvimento cerebelar, embora a morfologia celular e
conectividade sinaptica estejam maduras até o final da 42 semana poés-natal (28°
dia), certo refinamento da rede dendritica das células de Purkinje pode acontecer até
o final do 3° més (90° dia) (McKAY e TURNER, 2005), tornando-se uma janela de
vulnerabilidade celular para acdo de drogas, como o etanol (IDRUS e NAPPER,
2012).

Além disso, morte das células de Purkinje, associada a exposicao crénica do
etanol, relaciona-se evidenciadamente a elevada producéo e atividade de um fator
apoptotico chave, a Caspase-3, no cerebelo de ratos (LI et al. 2002; LIGHT et al.
2002; RAJGOPAL et al. 2003) através de excitotoxicidade induzida por
Glutamato/NMDA, e degeneracdo de células da camada granulosa (JAATINEN e
RINTALA, 2008). Tais eventos promovem diminui¢cdo do volume da rede dendritica
das células de Purkinje na camada molecular (ANDERSEN, 2004), favorecendo
distarbios nas tarefas motoras, como a locomoc¢ao (THOMAS et al. 1998; MITRA e
NAGARAJA, 2008).

Corroborando os resultados encontrados, um estudo recente realizado com
camundongos, Bahi (2013) demonstra que animais com consumo pesado de alcool
apresentam uma menor locomoc¢do no Open Fiel Test (OFT) em comparacdo aos
animais que ndo consumiram alcool ou que consumiram em baixa quantidade; em
contrapartida, a menor locomogdo implicou em niveis de ansiedade elevados,

externalizados como comportamentos exploratorios.

Ainda de acordo com Bahi (2013), o alto nivel ansiogénico dos animais
intoxicados com etanol leva a exploracdo da arena do OFT. Porém na presente
investigacdo, ainda que quantidade elevada de rearings (levantamentos
exploratorios) por esse grupo seja ndo estatisticamente significativa, esse resultado
nao nos remete a auséncia de danos no cerebelo, uma vez que o consumo crénico
de etanol promove aumento da ansiedade e estresse no animal (STRINGARI et al.
2006; JAATINEN e RINTALA, 2008; MAIA et al. 2009; LEITE e NOBRE, 2012),
levando-o as paredes do aparato e realizando a exploracdo apoiado sobre as
mesmas, com as duas patas dianteiras (IVINKSKIS, 1976; JACKSON e NUTT, 1992;
CHOLERIS et al. 2001; PANDOLFO et al. 2007) podendo mascarar sintomas de

prejuizos no SNC.
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Bradicinesia e diminui¢cdo do tdnus muscular sdo também efeitos encontrados
em processos degenerativos no SNC, evidenciadamente no cerebelo
(FREDERICKS, 1996; PALLARES, 2001; PHILLIPS, OGEIL e MULLER, 2009). Para
analisar estes critérios, o Pole Test (PT) avaliou a capacidade de o animal inverter
seu eixo e descer até a plataforma. De acordo com o que foi observado, o grupo
intoxicado apresentou tempo de descida elevado, em relagdo ao grupo controle,
porém é valido salientar que este resultado deveu-se primordialmente ao fato de
eles cairem da viga vertical, antes mesmo de iniciar a tarefa proposta pelo teste,

dando-lhes o tempo méximo de 120 segundos.

Ao encontro dos resultados obtidos, estudos comprovam que a diminuida
guantidade de dopamina, num periodo igual ou superior a 24 horas apds o ultimo
consumo de determinada droga, promovem elevacédo do tempo de escape no PT
(ANTZOULATOS et al. 2010). Nao obstante, para entender o elevado numero de
quedas do grupo EtOH, outro estudo comprova que a intoxicacao crénica por esta
droga, leva a degeneracdo das células de Purkinje, resultando em diminuicdo do
tdbnus muscular e tremor intencional (LORENZ e DELSCHL, 2007; LOUIS, FAUST E
VONSATTEL, 2011).

Em periodos cronicos de intoxicacao por etanol, ha também uma supressao
da atividade GABAérgica, pela diminuicdo na densidade dos receptores GABAa
cerebrais, por uma regulagcdo negativa na expressado génica de subunidade a e £,
tornando os animais acentuadamente ataxicos (GOLOVKO et al. 2002; BOTTA et al.
2007(a); 2007(b)).

Esta assertiva, juntamente com estudos associados a ocupacdo de
receptores GABA (VOSS et al. 2003;) que propde que a baixa inatividade destes
receptores promove deficiéncias motoras, (VOSS et al. 2003) corrobora os
resultados encontrados no BWT desta investigacdo, uma vez que 0S animais
intoxicados apresentaram um numero acentuado de escorregadas em uma tarefa
gue necessitava de, além de equilibrio, coordenacdo motora para percorrer as vigas

de seccles transversais mais estreitas.

Para avaliar caracteristicas atéxicas e distdbnicas, o BWT é amplamente

utilizado, conjuntamente com o Rotarod, para avaliar a coordenacéo e refinamento
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motor, através da dificuldade do animal em transpassar as vigas de diferentes
formas e de areas de seccdo transversal (CARTER et al. 1999).

Ao encontro dessa assertiva, os animais do grupo EtOH escorregaram mais
vezes nas vigas de espessura mais finas, com diferenca significativa, independente
do tipo de seccdo. No entanto, os animais do grupo controle, mesmo com seu
namero de escorregadas inferior, obtiveram um tempo aumentado nas vigas de
seccdo circular, provavelmente devido a forma arredondada somada fina
espessura, aumento da avaliacao de risco por este grupo, traduzido pela exploracéo

e cruzamento cauteloso da viga (GRAEFF et al. 1998).

Um estudo parecido, para validacao do protocolo do BWT e analise de ataxia,
confirma que quanto menor o numero de receptores ocupados por GABA, maiores
eram 0S numeros de escorregadas e o tempo utilizado pelo animal para percorrer a
haste e alcanca o objetivo do teste, tornando este teste mais sensivel as alteracfes
motoras em animais (STANLEY et al. 2005).

Além disso, recentemente Oleas et al.(2013) propdem protocolos de distonia
em modelos animais. Segundo este estudo, animais com danos na estrutura
cerebelar, seja em células de Purkinje seja na comunicagéo do cerebelo com outras
regides, apresentam aumento de prejuizos nas atividades motoras, como aumento
do numero de escorregadas e diminuicdo da laténcia pra queda no BWT e Rotarod,
respectivamente (OLEAS et al. 2013)

Por outro lado, o Rotarod, também € um equipamento Util para avaliar
distarbios de marcha, bem como incoordenacéo motora e, em velocidades elevadas,
avalia prejuizos disdiadococinéticos (ROZAS et al. 1997). E, ao encontro do que era
esperado, haja vista todos 0s possiveis danos associados a estrutura cerebelar, os
animais EtOH apresentaram uma menor laténcia sobre o equipamento, em todas as

velocidades utilizadas.

Em 2007, Pascual et al., propuseram que o consumo pesado de etanol na
adolescéncia/periadolescéncia promove a formacdo de mediadores inflamatoérios e
apoptoticos, levando a alteracdes na funcdo motora, como baixo desempenho no
Rotarod e Beam Walking, testes comumente utilizados para avaliar a funcdo do

cerebelo, também em conformidade com Yamamoto et al. (2003)
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Diversos estudos, com resultados semelhantes ao encontrado nesta
pesquisa, para laténcia sobre o aparelho, associam esses danos a coordenacao
motora e equilibrio, testados no Rotarod, a varias estruturas e alteracdo da
circuitaria e comunicacao cerebelar com outras areas (ROZAS, 1997; STANLEY et
al. 2005; BASTIAN, 2011; RAMEZANI, 2011; ROGERS et al. 2012).

Haja vista células do cortex cerebelar também sao alvos do etanol e a
sinalizacdo eferente cerebelo € influenciada por potenciais excitatérios diretos de
fibras musgosas e trepadeiras, bem como modulada pela entrada de inibicdo do
cortex cerebelar, evidenciam-se danos as atividades cerebelares, como
incoodenacédo motora e alteracées no padréo de aprendizado motor (MAUK, 1997,
MEDINA et al. 2000).

Em condi¢bes normais, a plasticidade sinaptica associada ao aprendizado
motor se da de forma bidirecional nas sinapses das células de Purkinje e as
granulares e trepadeiras; e controlada pelas concentracdes de Ca*" intracelular e
sensibilidade ao Glu (ITO, 2006); sugerindo que apds consumo cronico do etanol, ha
uma intensificacdo glutamatérgica nas CP, intensificacdo do influxo de Ca2+,
modificacdo da plasticidade sindptica e, consequentemente, diminuicdo do
aprendizado motor (ITO, 2006, DE ZEEUW e YEO, 2005), como observado no Rota-
rod (RAMEZANI et al. 2011).

Contudo, embora todos os resultados encontrados estejam de acordo com
outras pesquisas, € valido ressaltar que existe resposta diferenciada, para
intoxicacdo cronica com EtOH, entre machos e fémeas, principalmente no que diz
respeito aos processos farmacocinéticos da droga e diferencas hormonais entre os
géneros (BARAONA, 2001; ANTZOULATOS, 2011).

Desta forma, as alteracbes motoras observadas no dimorfismo sexual estao
associadas fundamentalmente a presenca de estrogénio, uma vez que este
hormoénio apresenta agdo neuroproterora, relacionada a diminuicdo da peroxidacao
lipidica, induzida pelo EtOH, bem como efeitos deletérios do estresse oxidativo,
protegendo neurénios, mitocondrias e diversas vias de sinalizacdo. (DLUZEN, 2000;
TARANUKHIN et al. 2009; ANTZOULATOS, 2011).
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Entretanto, o consumo pesado de etanol gera uma alteracdo do padrao de
liberacdo dessa substancia no organismo feminino, o que pode reforcar a agédo do
EtOH deletéria sobre os 0rgaos e sistemas, explicitadas como respostas com grande
diferenca entre as fémeas intoxicadas e nao intoxicadas (BARAONA et al. 2001;
RAMEZANI et al. 2011).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que todos 0s animais
submetidos a intoxicacdo cronica por etanol apresentaram déficits motores nos

testes comportamentais utilizados.

Todavia, o conjunto de resultados apresentados evidencia a necessidade de
estudos complementares para avaliar possiveis patologias morfo-funcionais nas
células cerebelares, uma vez que had uma grande diversidade de células e

mecanismos associados a degeneracao desta estrutura.

Desta forma, torna-se necessario o estudo bioquimico e imunoistoquimico do
cerebelo para identificar ou esclarecer o0s resultados encontrados nesta

investigacao.
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