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RESUMO

O alcool € um importante depressor do Sistema Nervoso Central, perturba o
equilibrio existente entre as influéncias excitatorias e inibitdrias no cérebro,
causando desinibicao, ataxia e sedacao logo apds o consumo. A exposicdo tanto pré
quanto pés natal a uma grande quantidade de &lcool resulta em alteracdes fisicas,
comportamentais e motoras. O objetivo do presente trabalho foi estudar as
alteracdes da motricidade gerada pela administracdo de alcool nos periodos pré e
pés natal da prole de ratas da linhagem Wistar, além de validar um protocolo de
avaliacao contendo testes de sensibilidade e motricidade, retirados da literatura a fim
de quantificar essas alteracdes. Trata-se de um estudo quantitativo, descritivo de
cunho experimental. Os resultados demonstraram que as proles de ambos os grupos
submetidos a ingestéo alcodlica no periodo gestacional apresentaram alteracfes da
coordenacao motora, diminuicdo da locomocédo e de atividades exploratérias assim
como a diminuicdo da sensibilidade térmica e algica. Para a prole que também
recebeu alcool ao final da maturacdo do SNC estas alteragcbes também se
mostraram presentes. A utilizacdo do protocolo de testes proposto foi valido e nos
permitiu alcancar os objetivos desta pesquisa, entretanto sugerimos mais estudos,
afim de que este protocolo possa servir de modelo para outras pesquisas.

Palavras-chave: Alcool. Atividade locomotora. Avaliagdo da motricidade. Rato.



ABSTRACT

Alcohol is a major depressant central nervous system, disturbs the balance between
the excitatory and inhibitory influences in the brain, causing disinhibition, ataxia and
sedation after consumption. Exposure both pre and post natal to a large amount of
alcohol results in physical changes, behavioral and motor. The aim of this study was
to evaluate changes in the motor generated by the administration of alcohol in the
pre-and postnatal offspring of Wistar rats, and validate an assessment protocol
containing sensitivity tests and motor, from literature to quantify these changes. This
is a quantitative study, descriptive, experimental imprint. The results showed that the
offspring of both groups submitted to alcohol consumption during pregnancy showed
changes in motor coordination, decreased locomotor and exploratory activities and
the reduction of thermal sensitivity and pain. For the offspring also received alcohol at
the end of the maturation of the CNS these changes were also present. Using the
proposed test protocol was valid and allowed us to achieve the objectives of this
research, however we suggest further studies, so that this protocol can serve as a
model for other research.

Keywords: Alcohol. Locomotor activity. Assessment of motor. Rat.
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1 INTRODUCAO

Na realidade, os efeitos da incapacidade fisica sobre o ser humano ndo se
limitam exclusivamente a questdo da incapacidade vista em si mesma, pois também
interfere nos ambitos psicoldgico, social e profissional. Nessa perspectiva, a saude
nao se limita exclusivamente a condicbes de equilibrio fisiolégico, ao contrario,
ultrapassa essa visdo acanhada e visualiza o homem como um todo indivisivel,
como um ser politico, portador de dignidade que deve ser analisado no contexto de
sua insercao social.

N&do podemos deixar de considerar o surgimento cada dia maior de novas
patologias e disturbios que afetam diretamente o Sistema Nervoso Central (SNC).
Essas patologias, muitas delas recém descobertas ou pouco estudadas, afetam de
forma direta o desenvolvimento biopsicossocial do individuo.

O A&lcool é um importante depressor do Sistema Nervoso Central (SNC).
Perturba o equilibrio existente entre as influéncias excitatorias e inibitérias no
cérebro, causando desinibicdo, ataxia e sedacdo logo apds o consumo. Diferencia-
se de outras drogas depressoras pelo facil acesso para adultos e aceitacdo em
varias culturas (BRUST, 2002).

Possui multiplicidade toxica, sendo rapidamente distribuido pelo organismo
através da corrente sanguinea, afetando 6érgaos e tecidos, ativando mecanismos de
lesdo que poderdo causar diferentes patologias além de, aumentar o tempo de
reacao e impulsividade e, diminuir o controle motor e a capacidade de discernimento
do individuo, sendo o principal causador do grande nimero de traumatismos e
mortes causados por veiculos automotores (FLEMING; MIHIC; HARRIS, 2005).

Inserida nesse contexto a utilizacdo de espécimes animais esta cada vez
mais presente como objeto de estudo em novas pesquisas e tecnologias para
conhecimento, tratamento e possivel cura dessas patologias.

Neste estudo analisamos especificamente alteracbes motoras causadas por
lesbes no sistema nervoso central. Neste caso, utilizamos como causador da leséo o
alcool.

Diante desta nova realidade surge a necessidade de novos estudos sobre o

desenvolvimento e tratamento dessas patologias e suas alteragdes. A fisioterapia se
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encaixa nesse contexto, atuando diretamente no tratamento e melhora de sequelas
e/lou alteragbes que interfiram na funcionalidade e na qualidade de vida desses
individuos.

Visando o desenvolvimento de novos estudos e, pela escassez de literatura
sobre a utilizacdo e avaliacdo funcional desses espécimes, sentimos a necessidade
de desenvolver uma pesquisa que abrangesse maiores informagdes e nos levasse a
elaboracao de protocolos de avaliacdo e tratamento mais eficientes e eficazes.

A presente pesquisa foi dividida em duas fases. A primeira fase teve como
objetivo avaliar e quantificar as alteracbes causadas pela droga ministrada nos
modelos experimentais, utilizando de um conjunto de métodos em um Unico
protocolo de avaliacdo, de modo a torna-lo mais completo e objetivo, para que
pudesse ser utilizado posteriormente na segunda fase da pesquisa e possibilitar
futuramente testar novos protocolos de reabilitacdo. Outro objetivo foi avaliar os
efeitos da ingestdo de &lcool na formagédo e no desenvolvimento do sistema nervoso

motor de ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico do etanol e seu efeito no organismo humano

O nome alcool, deriva do arabe e significa “algo sutil”. A destilagao foi
desenvolvida por volta de 800 a.C., pelos arabes. Os Alguimistas da Idade Média se
fascinaram pelo “espirito” invisivel que saia do vinho e o considerou remédio para
todos os males. Ja o termo uisque € a palavra gaélica para “agua da vida”. Perante
essa Visao poética, foi se disseminando e se tornou componente principal de ténicos
e elixires (FLEMING; MIHIC; HARRIS, 2005).

A ingestdo de alcool em quantidade moderada gera depressdao do SNC,
causando leve intoxicagdo. Os principais sinais comportamentais variam de
manifestacfes expansivas de afeto, até alteracbes descontroladas de humor e crises
emocionais com componentes de violéncia. Em doses maiores leva a sensacao de
anestesia geral, chegando a ser letal por depresséo respiratoria (BRUST, 2009).

O consumo agudo gera inibicdo dos receptores excitatorios de glutamato e
facilitacdo dos receptores acido gama-aminobutirico, os GABA-érgicos. Apresenta
como sintomas, euforia intensa, desinibicdo e hiperatividade. Com o aumento da
concentracdo de alcool no sangue, ha diminuicdo da capacidade de julgamento,
progressdo da marcha atéxica ao coma, depresséo respiratéria e morte (BRUST,
2009).

O consumo crénico causa atrofia do coOrtex cerebral por reducdo da
substancia branca e cinzenta e hipometabolismo (FLEMING; MIHIC; HARRIS, 2005;
BRUST, 2002). O uso prolongado de alcool gera desnutricdo por ingestdo de grande
guantidade de calorias vazias, gerando diminuicdo de calorias proteicas, que em
longo prazo causa deficiéncia de tiamina, acido nicotinico, vitaminas do complexo B
e acido folico, aumentando o risco de doencas neurolégicas com essa associacao
como a sindrome de Wernicke-Korsakoff, degeneracdo cerebelar, ambliopia,
polineuropatias e pelagra (BRUST, 2009).

Segundo Goodlett e Eilers (1997), testes padrdes indicam que o consumo de

alcool em grande quantidade em um Unico episddio gera danos mais severos ao
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SNC do que o consumo dessa mesma quantidade em periodos de tempo mais
longos. Isso ocorre devido a alta hidrossolubilidade do &lcool nos liquidos corporais,

gue colaboram para sua distribuicéo rapida pelo organismo.

2.2 Efeitos do etanol em fetos e neonatos

Por ser uma molécula simples e de baixa densidade atravessa com facilidade
a barreira placentaria afetando de forma severa o desenvolvimento do feto, que
ainda ndo possui funcdo hepatica desenvolvida o suficiente para a oxidacdo do
etanol (JERONIMO; FILHO; JUNIOR, 2008).

O A&lcool age no SNC interferindo em diversos processos, incluindo a
proliferagcdo neuronal, migragédo, diferenciacdo, maturagdo glial e gliose. Em seres
humanos tal exposicdo pode causar disturbios comportamentais e deficiéncia da
aprendizagem em criancas nascidas de maes alcodlatras. A exposicdo tanto pré
quanto pés natal a uma grande quantidade de alcool resulta no desenvolvimento
alterado da memoria e nos déficits de aprendizagem e perda neuronal no hipocampo
(FIUZA; MORAIS, 2005).

O mecanismo que gera a teratogenicidade do etanol é desconhecido, mas
suspeita-se da contribuicAo de vasoespasmos e isquemia do SNC;
neurodegeneracdes apoptobicas e alteragdes do glutamato; inibicdes dos receptores
muscarinicos da acetilcolina; inibicdo da adesao celular necesséria para a migracao
neuronal; toxicidade do acido retindico e inibicdo dos fatores de crescimento
(BRUST, 2009).

O consumo de alcool pelas maes durante a gestacdo pode levar o feto a
desenvolver a Sindrome Alcodlica Fetal. Caracteriza-se por alteracfes tanto fisicas
como comportamentais, formando uma triade: anomalias craniofaciais, disfuncdo do
SNC e atraso do crescimento pré e/ou pés natal. A audi¢do, linguagem e fala
também podem evidenciar alteracbes a medida que a crianca cresce (GOODLETT;
EILERS, 1997; FLEMING; MIHIC; HARRIS, 2005).

Em estudos realizados com animais em laboratério, também se observou

dismorfologia facial em camundongos, além de alterac6es em padrbes de proteinas,
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migracdo neuronal e alteragcbes no numero de neurdnios especificos de regides do
cérebro (BRUST, 2002).

O cerebelo é um dos alvos principais da toxicidade do alcool in utero. Dentro
do cerebelo, as células de Purkinje sdo as estruturas mais sensiveis. Constituem a
Unica saida do cortex cerebelar e tem papel central na integracdo (SERVAIS et al.,
2007).

As células de Purkinje pertencem ao neocortex cerebelar, com citoarquitetura
caracterizada por trés camadas: molecular, Purkinje e granular (APFEL et al., 2002).
Essas células tém sua origem embrionéria entre o 13° e 16° dias de gestacdo no
rato (PIERCE; WILIAMS; LEIGHT, 1999). Segundo Goodlett e Eilers (1997) e Pierce,
Wiliams e Leight (1999), nos ratos o cerebelo é particularmente mais suscetivel a
limitacdo induzida ao crescimento e prostracdo das células de Purkinje quando a
exposi¢do ocorre durante o periodo neonatal de crescimento do cérebro. O periodo
de desenvolvimento do cérebro do rato é comparavel com o do ser humano no
terceiro trimestre de gestacdo (GOODLETT et al., 1997). O que difere do
desenvolvimento humano é que o cerebelo do rato continua se desenvolvendo
alguns dias ap6s o nascimento (ALTMAN et al.,, 1982 apud PIERCE; WILIAMS;
LEIGHT, 1999).

2.3 Desenvolvimento motor normal em ratos

Os ratos sdo escolhidos como modelos experimentais, por nascerem na fase
inicial da neuro-ontogénese. Isto permite a experimentacdo em estagios imaturos no
periodo pos natal (GRAMSBERGEN, 1998).

O periodo embrionario e fetal dura em meédia 3 semanas, necessitando
apenas mais 3 semanas para atingir a idade adulta (CLARAC et al., 1998).

Segundo Dobbing (1970), o desenvolvimento motor normal pode ser
influenciado por diversos fatores, como genéticos, ambientais, hormonais. Esses
fatores podem diretamente afetar o desenvolvimento morfoldgico e funcional de
todos os sistemas, principalmente do SN, que durante as etapas iniciais tem seus

eventos celulares ocorrendo em maior velocidade, o que torna esse periodo o mais
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vulneravel para agressdes externas. Por Isso, esse periodo é conhecido como
periodo critico do desenvolvimento.

A partir do 16° dia de gestacdo os primeiros movimentos espontaneos nos
ratos podem ser notados (GRAMSBERGEN, 1998). Até esse periodo inicia-se o
desenvolvimento das projecdes das vias descendentes do cérebro, como as vias
vestibulo e reticuloespinhais, em direcdo a medula espinhal e as projecdes
serotoninérgicas e noradrenérgicas, responsaveis pelos primeiros eventos motores
(CLARAC, 1998).

Os padr@es ritmicos iniciais, que promovem o aparecimento de movimentos
simples sO6 se tornam funcionais por volta da segunda semana pos natal. A
locomocdo comeca a se desenvolver de forma mais complexa, com a maturacao do
Sistema vestibular, que tem papel fundamental para melhora dos padrdes posturais
frente a gravidade, dos reflexos posturais e das vias descendentes (BROCARD;
CLARAC; VINAY, 1999).

O rato apresenta movimentacao reflexa, necessaria para guia-lo até a mae
para se alimentar e para junto da ninhada para se aquecer. E capaz de alguns giros,
de movimentar a cabeca e de iniciar o rastejar ineficiente contra a gravidade
(BROCARD; CLARAC; VINAY, 1999; CLARAC et al., 1998).

Apdbs o0 nascimento, existe um gradiente de maturacdo rostro-caudal. Durante
a primeira semana apenas a parte frontal do corpo apresenta algumas adaptacées
posturais como a elevacdo dos ombros do solo. Durante a segunda semana 0 peso
corporal comeca a ser distribuido para a pelve e apos dez dias ja é capaz de retirar o
corpo do solo. A maturacdo do sistema vestibular se inicia por volta do oitavo dia de
gestacao estando completo por volta do 15°pés natal (BROCARD; CLARAC; VINAY,
1999; GRAMSBERGEN, 1998; CLARAC et al., 1998).

Os reflexos primitivos nos ratos favorecem a movimentag&o no meio externo e
estimulo sensorial e proprioceptivo para a organizacao sensorio-motora. A0S poucos
esses reflexos vao sendo substituidos por movimentos voluntarios, mais harménicos
e eficientes. Os reflexos que podem ser encontrados nos ratos no inicio da vida sao:
preensdo palmar, endireitamento ou recuperacdo do decubito, colocacdo pelas
vibrissas, aversédo ao precipicio, geotaxia negativa e endireitamento em queda livre
(FOX, 1965; WALTON et al., 1992).
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O inicio da caminhada ocorre quando ha abertura dos olhos, por volta do 12°
dia pés natal, sendo capaz de correr e se locomover sem dificuldade ao 15° dia pés
natal e apdés o desmame, por volta dos 21 dias, j& apresenta um padrdo de
movimentacdo semelhante ao animal adulto. Isso se deve a mudancas nho
mecanismo de ativacdo muscular do tronco e extremidades. Resultado do
desenvolvimento de mecanismos posturais e neurais relativamente independentes,
facilitando a movimentacdo durante a locomocdo (CLARAC et al., 1998;
GRAMSBERGEN, 1998; WALTON et al., 1992).

Para estudos utilizando-se de espécimes animais, varios pesquisadores
desenvolveram testes para medir a funcionalidade sensorial e motora. Os resultados
variam de simples descricdes de marcha até combinacéo de testes para analise de
alteracbes do SNC (MOLINA; CRISTANTE; FILHO, 2004).

Para verificar essas alteragbes utilizamos um protocolo de avaliagao
formulado para ser utilizado nesta e em pesquisas posteriores dentro do
Departamento de Fisioterapia da Faculdade de Pindamonhangaba. Esse protocolo
foi elaborado com testes colhidos em varios artigos cientificos na base de dados
Bireme.

Para essa comprovacéao, selecionamos varios testes para uma avaliacdo mais
completa e efetiva. De acordo com os resultados sugerimos que temos um protocolo
de avaliacdo motora de facil aplicacdo, com baixo custo e completo o suficiente para
tornar os seus resultados confiaveis para serem utilizados em estudos posteriores
sobre alteracdo locomotora e para confirmagdo e criagdo de novos protocolos de
reabilitagao.
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3 MATERIAL E METODO

Trata-se de um estudo quantitativo, descritivo de cunho experimental.

3.1 Local

Os procedimentos desta pesquisa foram realizados nas dependéncias da
Faculdade de Pindamonhangaba sob supervisdo direta do professor/pesquisador
responsavel e previamente aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacéo
Animal (CEEA) da mesma Instituig&o.

3.2 Coleta de dados

Todos os ensaios foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem
cuidados com animais de laboratorio e normas éticas para 0 seu uso experimental,
de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), em conformidade a Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008.

3.3 Preparacao dos espécimes

Durante o trabalho os animais permaneceram em boas condicbes de
ambiente, luz e temperatura controladas durante dia e noite. A iluminagéao dividida
em ciclos de 12 horas com temperatura média de 22°C.

Foram utilizadas 3 ratas da linhagem WISTAR, prenhas, que sdo as matrizes.
Foram alimentadas com racdo e agua ad libitum. As matrizes 1 e 2 receberam agua
com 6,259 de alcool durante seis semanas (PENTNEY; DLUGOS, 2000); enquanto a
matriz 3 recebeu apenas agua (controle).

Foram colocados para acasalamento 3 fémeas com 3 machos diferentes
durante 5 dias consecutivos. A prenhez foi identificada através da presenca de
células descamativas e espermatozoides no teste do esfregaco observados no

exame microscopio da secrecdo vaginal. Apds a identificacdo da prenhez, as fémeas
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foram separadas dos machos e iniciou-se a troca das mamadeiras das matrizes 1 e
2, por uma solucao contendo agua com 6,259 de &lcool absoluto 100%.

Apés 0 nascimento constatou-se que a matriz 1, pariu 5 filhotes; a matriz 2
pariu 14 filhotes e a matriz 3, 9 filhotes. Quatro dos 14 filhotes da matriz 2 morreram
logo apds o nascimento. A solucdo alcodlica foi mantida durante toda a gestacao e
amamentacao das matrizes 1 e 2.

Para os testes foram utilizados todos os filhotes independentemente do sexo,
permanecendo cada grupo com suas respectivas matrizes. Os animais nao foram
redivididos devido ao receio de que houvesse rejeicdo por parte da nova matriz e
consequentemente uma diminuicdo no nimero de amostras.

Do 4° ao 6° dia do nascimento, apds a pesagem, os filhotes da matriz 1
receberam uma solucéo de agua e 4,5 g/Kg/dia de alcool dissolvidos em leite numa
porcentagem de 12% v/V e os filhotes da matriz 2 e 3 receberam agua, em uma
alimentacao diaria. A solugdo foi administrada via oral com auxilio de uma seringa
semelhante a utilizada para a aplicacdo de insulina e também com uma pipeta de
plastico utilizada para a manipulacdo de embrido (CHEN; PARNELL; WEST, 1999;
GOODLETT et al., 1997).

De acordo com Pierce, Wiliams e Leight (1999) e Goodlett et al., (1997),
independente da técnica de aplicacao escolhida a aplicacdo deve envolver os dias 4
- 6 pos natal.

Apos o desmame e sexagem (30 dias ap6s o nascimento) foi realizada

avaliagcdo motora dos filhotes através de um protocolo experimental.

3.4 Protocolo experimental

Para a avaliacdo motora foram utilizados vérios testes, todos adaptados,
podendo ser realizados de forma mais simples e com baixo custo, visando maior
facilidade para a aquisicdo dos materiais, construcdo dos aparelhos e aplicacdo do
testes, e com isso, tornar mais acessivel a outros pesquisadores a utilizacdo deste
protocolo experimental em roedores.

Os testes utilizados foram:
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Labirinto em cruz Elevado - Utilizado para observar movimentos locomotores

e exploratérios dos animais, além dos niveis de ansiedade. Os movimentos
considerados locomotores sdo os deslocamentos entre um ponto a outro da cruz, e
as explorativas sdo aquelas que o animal pode realizar sem a necessidade de
deslocamento, como elevagao vertical, cheirar o ambiente e auto limpeza, que
podem se mostrar alterados com o aumento ou diminuicdo no nivel de ansiedade. O
teste sofreu algumas adaptacdes. E realizado em um labirinto em cruz sendo duas
superficies horizontais cruzadas em angulo reto, feitas de madeira, com dois bracos
abertos e dois fechados. Os bragos fechados tém paredes com 40 cm de altura.
Todo o aparato mede 50X10 cm e fica a 50 cm do solo. Os animais foram
observados por 5 minutos, onde os dados colhidos foram: Frequéncia de entrada no
braco fechado, tempo de permanéncia no braco fechado, frequéncia de entrada no
braco aberto, tempo de permanéncia no braco aberto, levantar, limpeza, esticar e
espiar. (MARTINEZ; GARCIA; MORATO, 2005).

Figura 1 — Labirinto em cruz elevado

Foot print_analysis (analise das impressdes das patas) - Os animais ao

caminhar, deixaram sobre papel as marcas de suas patas, que estavam sujas de
tinta. Para este teste utilizamos uma plataforma Unica, de superficie horizontal feita
de madeira, apresentando 50 cm de comprimento, 10 cm de largura e a 50 cm do
solo. Esta plataforma foi envolvida por papel branco milimetrado onde as pegadas
foram impressas com tinta nanquim colorida, vermelha para pata direita e azul para
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a pata esquerda. Essas impressdes foram comparadas para andlise de itens
especificos, como largura da base de suporte - distancia entre a pata direita e a pata
esquerda, comprimento do passo — distancia entre duas pegadas consecutivas e 0
angulo de rotacdo das patas, que tornou a analise de marcha mais completa
(COSTA; CAMARGO; ANDRE, 2008; GRILL et al., 1997; KUNKEL-BAGDEN; DAI;
BREGMAN, 1993).

Figura 2 — Foot print analysis

Grid Walk Test (Teste de caminhar na grade) - Este teste consiste em uma
grade de plastico com orificios medindo 50x50 mm. Mensurou a habilidade do
animal no controle da pata traseira. O animal caminhou de um lado para o outro na
grade, onde o numero de erros (pisar os membros fora da grade) e o tempo gasto
para a execucdo do percurso (ida e volta) foram coletados. Foi determinado para
tempo total de realizag&o do teste 5 minutos (ERSCHBAMER et al., 2006; FOUAD et
al., 2000; KUNKEL-BAGDEN; DAI; BREGMAN, 1993). Este teste avalia a habilidade
do animal em controlar as patas traseiras sendo considerado um indicador de funcéo
corticoespinhal (ERSCHBAMER et al., 2006).
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Figura 3 — Grid walk test

Os testes a seguir, analisaram a sensibilidade termoalgésica dos animais.
Esses testes sdo importantes, pois alteracdes em algumas areas do SNC podem
levar a hiperalgesia, hipoalgesia ou analgesia, gerando alteracfes nas reacdes de
protecéo e interferindo de forma indireta na atividade motora.

Hotplate Test (Teste da chapa quente) — Os animais foram colocados em uma
chapa metalica mantida sobre quatro aquecedores e teve a temperatura controlada
por um termdémetro em cerca de 53°C. O rato com a sensibilidade preservada deve
apresentar como resposta, apos 10 a 25 segundos depois que o calor € iniciado, a
elevacao e/ou limpeza das patas. A laténcia de retirada foi medida de acordo com a
média de cada animal que foi calculada baseada nos resultados de quatro
tentativas, com intervalo de 5 minutos entre elas, ndo ultrapassando 60 segundos de
permanéncia sobre a chapa para evitar danos aos tecidos (GALE et al., 1985 apud
ERSCHBAMER et al., 2006; PETERS et al., 2007).
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Figura 4 — Hotplate test

Sensibilidade térmica (frio) - A sensibilidade térmica foi avaliada através da

imersdo das patas traseiras dos ratos em um recipiente com agua resfriada a uma
temperatura de 4,5°C. Avaliada uma pata de cada vez com no maximo duas
repeticdes, com intervalo minimo de 5 minutos entre cada tentativa. Apenas uma
pata foi testada em cada tentativa com prazo maximo de retirada de 20 segundos.
Essa imerséao foi cronometrada (PETERS et al., 2007).

Tabela de avaliacdo motora subjetiva - composta por testes simples, com

scores para comparacao dos resultados de cada sub-teste (Anexo 1).

Todos os grupos foram submetidos aos métodos avaliativos e tiveram seus
resultados comparados.

Durante todo o processo de avaliacdo, tomamos nota quanto as
caracteristicas de cada animal, como o padrdo de deambulacdo, coordenacdo e

todo seu comportamento.
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3.5 Anélises dos dados

Os dados obtidos nas avaliacbes foram comparados quantitativamente e
qualitativamente a fim de identificar o déficit de forma global; e por sua vez,
identificar o efeito da droga ministrada sobre o sistema nervoso, validando assim os

métodos avaliativos.
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4 RESULTADOS

Devido ao uso continuo da solucdo alcodlica durante a gestacéo e lactacéo,
as matrizes 1 e 2 apresentaram-se mais agitadas em comparagcdo com a matriz 3.
Apds o0 nascimento constatou-se que a matriz 1, pariu 5 filhotes, a matriz 2 pariu 14,
sendo que 4 morreram logo apos o nascimento e a matriz 3, 9 filhotes sem nenhuma
morte.

Comparando as pesagens dos animais no 4° dia de nascimento observou-se
que os filhotes da matriz 1 e 2 apresentaram uma média de peso menor que 0S
filhotes da matriz 3 ( Grupo A = 7,26 g; grupo B = 7,56 g e grupo C = 8,36 Q).

Tabela 1 - Dados demograficos dos grupos A (mae+filhote=alcool), B

(mé&e=alcool+filhote=agua) e C (grupo controle)

Grupo Sexo Média de peso no Numero total de
Macho Fémea PN4 animais
Matriz 1 - Grupo A 1 4 7,26 ¢
Matriz 2 - Grupo B 1 2 7,56 g 3
Matriz 3 - Grupo C 2 7 8,36 g 9

Apbs a segunda administracdo da solucao alcoolica (5° dia apds nascimento)
ocorreram 2 mortes dos filhotes da matriz 2; no 6 dia observou-se a falta de mais um
filhote da mesma; no 21° dia morreram mais 2 filhotes, restando apenas 5. No 12°
dia observou-se a falta de mais 2 filhotes desta mesma matriz, restando assim, 3
filhotes. Houve uma morte dos filhotes da matriz 1 (Grupo A), apés a realizacéo da
avaliacéo, totalizando assim, 4 filhotes.

Apos o crescimento da pelagem observou-se que os filhotes da matriz 1 e 2
apresentaram alteragcdes na quantidade e qualidade dessa pelagem, quando
comparados com os filhotes da matriz 3.

Os resultados obtidos em cada teste estdo expostos nas tabelas a seguir.

Para os valores de tempo consideramos apenas 0s minutos e segundos sendo as
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fracbes de segundos descartadas para a obtencdo das médias, exceto para 0S
testes de sensibilidade térmica (frio e quente), no quais foram considerados o0s
minutos, segundos e centésimos.

No Grid walk test, observamos que na avaliagdo do nimero de erros com a
pata dianteira direita (2,80), pata traseira direita (3,40) e esquerda (3,40) e tempo de
percurso (3 min e 51 s), o grupo A apresentou médias maiores quando comparado

com o grupo B e C. Sendo que um animal do grupo A néo se locomoveu.

Tabela 2 - Dados obtidos da comparacdo entre as médias das avaliagcbes dos grupos A

(mae+filhote=alcool), B (mae=alcool+filhote=agua) e C (grupo controle)

Néao Locomoveu-se N°de N° de N° de N° de Tempo de
Grupo |locomoveu-se erros erros erros erros percurso
P.D.D P.D.E P.T.D P.T.E em min
Grupo A 0,2 0,8 2,8 0,8 34 3,4 3,51
Grupo B 0 1 2 1 2,33 3 2,02
Grupo C 0 1 1 0,33 2,44 3 1,31

Legenda: P.D.D= pata dianteira direita; P.D.E= pata dianteira esquerda; P.T.D= pata traseira direita;
P.T.E= pata traseira esquerda

De acordo com os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado,
verificamos que o grupo A apresentou uma maior freqiéncia de entradas no braco
fechado (2,60) e tempo de permanéncia (4 min e 50 s) em relacdo ao grupo B e C
(2,0 e 2,22). J4 quando avaliamos a frequéncia de entrada deste grupo, no braco
aberto temos uma menor frequéncia (grupo A = 1,2) com um menor tempo de
permanéncia (grupo A = 10 s).

Analisando os outros itens da avaliacdo percebemos que as médias das
atitudes de limpeza (grupo A=6,B =9,33 e C =5,89) e espiar (Qrupo A=52,B=7
e C = 4,56) foram maiores para o grupo B. No item esticar (grupo A e B = 3 e grupo
C = 2) os grupos A e B apresentaram resultados iguais e para o item levantar a

média mostrou-se maior no grupo A (grupo A = 12,80).
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Tabela 3 - Dados obtidos da comparacéo entre as médias das avaliacdes dos grupos A

(mé&e+filhote=4alcool), B (mae=alcool+filhote=agua) e C (grupo controle)

Grupo FE-BF TP-BF FE-BA TP-BA LEV LIM EST ESP
Grupo A 2,6 00:04:50 12 00:00:10 12,8 6 3 52
Grupo B 2 00:03:11 1,33 00:01:49 9 9,33 3 7
Grupo C 2,22 00:03:22 1,33 00:01:38 11 5,89 2 4,56

Legenda: FE-BF: freqiiéncia de entrada no braco fechado; TP-BF: tempo de permanéncia no braco
fechado; FE-BA: frequéncia de entrada no braco aberto; TP-BA: tempo de permanéncia no braco
aberto; LEV: levantar; LIM: limpar; EST: esticar; ESP: espiar

Na avaliacdo subjetiva, ao realizar o teste de coordenacao da funcdo motora,
observamos que nenhum dos grupos apresentou alteracdo. Todos apresentaram
score 6, equivalente a caminhar movimentando normalmente toda a articulagéo da
pata traseira. Para o teste de extensdo dos dedos observamos dois animais do
grupo A, dois do grupo B e todos os animais do grupo C, obtiveram extensdo normal
dos dedos (score 2). Os outros animais, trés do grupo A e um do grupo B, tiveram
score 1, minima extenséo, dedos flacidos.

Na retirada em extensao, quatro animais do grupo A apresentaram auséncia
de flexdo de retirada, pata traseira flacida. Um animal do grupo A e um do grupo B
apresentaram movimento fraco ou lento contra o corpo (score 1), e dois animais do
grupo B, assim como todos do grupo C nao sofreram alteracdo, tendo resposta de
retirada normal. Para retirada contra dor ndo apresentaram resposta, quatro animais
do grupo A e um animal do grupo B. No grupo A um animal apresentou
movimentacado abrupta da pata, mas sem retira-la contra o corpo e dois animais do
grupo B e os animais do grupo C obtiveram resposta normal, com retirada rapida da
pata.

Em resposta a ventralizagdo, todos 0s animais continuaram em posi¢cao
supina. No ato de agarrar a barra, um animal do grupo B e todos do grupo C
agarraram fortemente a barra e puxou-a contra o corpo. Dois animais, um do grupo
A e outro do grupo B, agarraram a barra, mas de modo fraco e, quatro animais do
grupo A e um do grupo B, sequer responderam ao toque da barra.

Notamos que na avaliagao de sensibilidade ao frio, o grupo A nao apresentou

resposta de retirada da pata traseira esquerda na primeira tentativa, sendo que na



26

segunda tentativa apenas um animal apresentou resposta de retirada. Com isso
observou-se uma meédia total entre as tentativas de 18,90 segundos. Com a pata
traseira direita obteve-se resposta de apenas dois animais na primeira tentativa e de
trés na segunda tentativa, observando-se uma média de 16,10 segundos.

No grupo B, na primeira tentativa de retirada da pata traseira esquerda
apenas um animal apresentou resposta de retirada no tempo esperado; na segunda
tentativa, dois animais demonstraram resposta. Assim a média para retirada dessa
pata foi 15,83 segundos. No teste com a pata traseira direita, todos 0s animais
apresentaram resposta obtendo a menor média (6,50 s).

No grupo C, quase todos os animais apresentaram resposta de retirada no
tempo desejado para a pata traseira esquerda, com auséncia de retirada de apenas
um animal na segunda tentativa, alcancando assim a menor média do teste, 14,28
segundos. Para a pata traseira direita todos os animais apresentaram resposta na
primeira tentativa; na segunda apenas quatro dos animais apresentaram resposta,

com média de 11,22 segundos.

20,00 -
18,00 -
16,00 -
14,00 -
12,00 - mP.D
10,00 - mP.E
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 -
0,00 T T T
Grupo A grupo B grupo C
Grafico 1 - Dados obtidos da comparacdo entre as médias dos grupos A

(mé&e+filhote=alcool), B (mé&e=alcool+filhote=4gua) e C (grupo controle) no teste de
sensibilidade ao frio. Legenda: P.D. = Pata direita; P.E. = Pata esquerda

Para o teste de sensibilidade térmica ao calor ou hotplate test, com resposta
de retirar e/ou lamber as patas, verificamos que os grupos A e B obtiveram médias

equivalentes (grupo A= 1,73 s e grupo B = 1,78 s) e superiores ao grupo C (0,93 s).
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0,6 -
0,4 -
0,2 A

Grupo A Grupo B Grupo C

Grafico 2 - Dados obtidos da comparacdo entre as médias dos grupos A
(mae+filhote=alcool), B (mae=alcool+filhote=agua) e C (grupo controle) no teste hotplate test

O resultado encontrado para o teste foot print analysis na comparacao entre
grupos nao apresentou muitas variagdes. Observaram-se resultados praticamente
equivalentes para largura de base de suporte entre os grupos (Grupo A: 3,78; grupo
B: 3,92 e grupo C: 3,82).

Para o angulo de rotagédo das patas observou-se o menor angulo no grupo C
(28,2°) e os grupos A e B com médias equivalentes (Grupo A: 36,64°; grupo B:
36,4°). Ja para o comprimento do passo obtivemos as maiores distancias entre os
passos para o grupo C (Pata esquerda: 8,5 cm e pata direita: 8,09 cm) e as menores

para o grupo B (Pata esquerda: 7,16 cm e pata direita: 6,9 cm).
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Grafico 3

Dados obtidos da comparacdo entre as médias dos grupos A

(mae+filhote=alcool), B (mae=alcool+filhote=agua) e C (grupo controle) no teste Foot Print

Analysis
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5 DISCUSSAO

Sabemos que um dos principais efeitos da toxidade do etanol nos ratos
neonatos é o baixo peso ao nascer. Este dado foi identificado no presente estudo e
também nos estudos de Silva et al., (2007), Grinfeld (2004) e Silva et al., (2006).
Tais efeitos poderiam ser decorrentes da interferéncia do etanol na nutricdo materna,
na transferéncia placentaria e no metabolismo fetal, diminuindo o fluxo sanguineo
placentario e umbilical, que sédo responséaveis pela nutricdo e assim desenvolvimento
e maturagcdo do SNC. (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2007)

Observou-se neste estudo que a utilizacdo do alcool no periodo de gestacao
interferiu no numero de filhotes das matrizes, levando a um numero menor de
filhotes quando contado até o décimo dia pos-natal, achado semelhante ao estudo
de Grinfeld (2004), realizado em camundongos. O baixo peso encontrado em alguns
filhotes se justifica pelo maior peso de outros. Com numero diminuido de filhotes, a
oferta de leite € maior, favorecendo o ganho de peso dos outros filhotes (GRINFELD,
2004).

Silva et al.,, (2007), justificam a alta taxa de mortalidade de filhotes, a
desnutricdo materna e a irritabilidade e letargia gerados pelo consumo de etanol
durante a lactacéo, fato também descrito por Burgos et al., (2004), que acrescenta a
prépria sensibilidade do filhote aos efeitos do alcool e ao canibalismo.

Encontramos alteracdo na pelagem dos filhotes que receberam alcool de
forma direta e indireta. Ndo encontramos nada parecido na literatura para justificar o
ocorrido, sugerimos que a causa seja a devido a desnutricao.

Os dados obtidos na avaliagdo motora nos permitiram observar que: no grid
walk test, os animais submetidos a ingestdo do alcool indiretamente e os que
receberam alcool do quarto ao sexto dia (PN4-6) do desenvolvimento do SNC,
realizaram a travessia com um nuamero grande de erros quando comparados com o
grupo controle. Dados parecidos na realizacdo da travessia foram encontrados no
estudo de Fouad et al., (2000) e Kunkel-Bagden, Dai e Bregman (1993). Apos sete
dias que sofreram a lesdo do corddo espinhal, os animais deixaram de realizar a
fase de balanco e realizaram o teste arrastando as patas traseiras sobre as grades
(KUNKEL-BAGDEN; DAI; BREGMAN, 1993).
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No presente estudo observamos maior numero de erros talvez gerados por
alteracdo na coordenacdo motora, dismetria, jA que 0s erros ocorriam e eram mais
visiveis quando os animais executavam movimentos rapidos e direcionados, como
correr sobre a grade. Arrastamento das patas traseiras e diminuicdo da fase de
balanco ndo foram itens observados.

Segundo Silvestrin (2008), este teste € utilizado de modo especifico para
avaliar a atividade locomotora de animais lesionados principalmente quando as
lesGes medulares sdo maiores que 50 %.

De acordo com Kunkel-Bagden, Dai e Bregman (1993), um dos grupos de
animais passou rapidamente e tiveram poucos erros. JA o grupo dos animais que
receberam a hemiseccado do cordao espinhal levou um tempo mais longo para cruzar
e apresentaram muitos erros em ambas as patas. O mesmo foi observado em
relacdo ao grupo A, que recebeu alcool apés o nascimento.

No teste do labirinto em cruz elevado, obtivemos uma menor frequéncia de
entrada e permanéncia no braco aberto pelo grupo A, quando comparados com o
grupo B e C.

Martinez, Garcia e Morato (2005), encontraram resultado semelhante em
estudo sobre a influéncia da luminosidade em ratos. A diminuicdo da luminosidade
diminuia o nivel de ansiedade nos animais que aumentavam o numero de entradas
e tempo de permanéncia nos bragos abertos. Segundo eles, isso se deve ao efeito
ansiolitico gerado pela baixa luminosidade, que estimulou os animais a explorarem o
ambiente. Este mesmo fator ansiolitico foi utilizado por Martinez, Garcia e Morato
(2005), para descrever alteracdes nas atitudes de espiar e esticar, que entre todos
os itens, sdo diretamente ligadas a ansiedade e portanto se mostraram alteradas. De
acordo com essas afirmacfes podemos justificar os resultados encontrados em
nosso trabalho, pelas propriedades ansioliticas do &lcool, que é um importante
depressor do SNC.

Na avaliacdo subjetiva, os dados obtidos foram diferentes dos encontrados
por Vialle et al, (2002). Isso se justifica pelo fato da escala ter sido criada para
avaliacdo de lesdes medulares. Os resultados encontrados vdo de encontro aos
resultados dos outros testes, onde nota-se que o grupo A (recebeu alcool por via

oral de PN4-6), mostrou o maior nUmero de alteracdes.
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Vialle et al, (2002), concluiu que a avaliagdo quantifica de forma satisfatéria
apenas trés (A, C e F) dos seis subtestes da avaliacdo subjetiva. Mas de acordo com
nossos resultados, todos os testes se mostraram efetivos. Visto isso, torna-se
necessario novos estudos com a utilizacdo desta escala em lesdes centrais, a fim de
valida-la.

Peters et al.,, (2007), utilizou o teste sensibilidade ao frio para mensurar
neuropatias induzidas por administracdo intravenosa de Paclitaxel em ratos.
Encontrou como resultado hiperalgesia, com diminui¢do significativa da laténcia de
retirada, o que discordou de nosso estudo. Encontramos como resposta, de grande
parte dos animais e, de todos 0s grupos, auséncia de resposta, ou seja, hipoalgesia.

Esse resultado pode ter sido encontrado devido a alteracdo da acdo sinaptica
do glutamato no cérebro gerada pelo &lcool. O glutamato é um importante
neurotransmissor excitatério, presente em cerca de 40% das sinapses
glutaminérgicas. Uma das sinapses responsaveis pela chegada do estimulo
termoalgésico ao coértex € mediada pelo glutamato. O alcool reduz a atividade do
receptor de glutamato NMDA, tornando a excitacdo sinaptica mais lenta (DIDLY-
MAYFIELD; HARRIS, 1995 apud WONG et al., 2008; FLEMING et al., 2006 apud
WONG et al., 2008; SCHUCKIT, 2005 apud WONG et al., 2008).

Para o hotplate test, Erschbamer et al., (2006) e Peters et al., (2007), nédo
encontraram resultados estatisticamente relevantes em seus estudos. Apesar de
termos encontrados em nosso estudo maior laténcia de retirada para os grupos A e
B em comparacdo ao grupo controle, o tempo de retirada das patas foi menor do
que o citado por Erschbamer et al., (2006), que varia de 10 a 25 segundos.

Em nosso estudo, o teste de impressédo das patas nédo apresentou alteracao
significativa na largura da base de suporte; apresentou um aumento no angulo de
rotacdo de aproximadamente 12°, comparando 0s grupos que receberam alcool ao
grupo controle, e uma diminuicao discreta no comprimento do passo.

Kunkel-Bagden, Dai e Bregman (1993) encontraram resultados semelhantes,
com diminuicdo do comprimento do passo em ambos os lados e menor angulo de
rotacdo das patas em ratos adultos com lesdo medular. Ja nos neonatos com leséo
medular a base de suporte também se mostrou alargada, segundo os autores devido
a lesao ter ocorrido ao nascimento gerar dano ao longo do eixo rostro-caudal da

7

medula espinhal. O mecanismo de lesdo € muito importante e pode variar 0s
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resultados de acordo com a regido anatomica lesada. A base de suporte dos ratos
adultos ndo se mostrou alargada por que o mecanismo de lesdo foi uma cirurgia de
hemiseccao e ndo uma contuséao.

Para Costa, Camargo e André (2008), o método se mostrou bastante util e
sensivel para andlise do indice Funcional do Ciatico (IFC). Comparou a anélise
digital e a analdgica, realizada com reduzido custo. Identificou falhas importantes na
analise analdgica das pegadas, como a perdas de momentos importantes da marcha
e mensuracoes pouco confiaveis.

As limitagdes encontradas no estudo foi o numero reduzido de amostras, e
sua ma distribuicdo entre os grupos, o que dificultou a comparagcédo entre eles, e
reduziu as chances de se observar maior nimero de alteracdes. O protocolo de
avaliacdo utilizado foi bem descrito na literatura, mas utilizado em estudos com
alteracOes geradas por lesées medulares e parkinsonismo induzido por drogas, mas
no caso de utiliz-los para avaliacdo de lesdo central, a literatura se mostra escassa,

0 gue dificultou a comparacéo entre os estudos.

Este estudo baseou-se em identificar as alteracbes geradas pela
administracdo do etanol pré-natal e pos-natal no SNC de ratos, através das
alteracbes da motricidade identificada no protocolo de avaliagdo experimental.
Devido a escassez de trabalhos semelhantes, sugerimos novos estudos para a

comparacao dos resultados.
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6 CONCLUSAO

Concluimos através dos testes aplicados durante a pesquisa que a prole das
ratas que receberam &lcool no periodo gestacional apresentaram alteracfes da
coordenacao motora, diminuicdo da locomocédo e de atividades exploratorias assim
como a diminuicdo da sensibilidade térmica e algica. Para o grupo que recebeu
alcool através de uma céanula intra-gastrica apds o nascimento durante o 4° ao 6° dia
no final do desenvolvimento do SNC, estas alteracdes estiveram presentes de forma
mais notavel em comparacao aos outros grupos.

A utilizacédo do protocolo de testes proposta foi valida e nos permitiu alcancar
0S objetivos desta pesquisa, entretanto sugerimos mais estudos, afim de que este

protocolo possa servir de modelo para outras pesquisas.
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ANEXO 1 Escala Motora Subjetiva (KUHN P. L. e WRATHALL J. R.;1998 apud

VIALLE, E. et al., 2002)

A) Escala motora: teste de coordenacéo da
funcdo motora.

0 — nenhum movimento com a pata traseira,
ndo suporta o peso do corpo sobre a mesma,;
1 — escassos movimentos percebidos na pata,
ndo conseguem suportar o peso do corpo
sobre a pata;

2 — freqlente e/ou vigoroso movimento em
MMII, ndo suporta o peso;

3 — consegue suportar 0 peso sobre a pata
traseira, podendo dar um ou dois passos;

4 — suporta todo o peso do corpo, consegue
dar passos consistentes usando a porgéo
distal da pata, flexdo do quadril mantida;

5 — caminha com leve déficit;

6 — caminha movimentando normalmente
todas as articulac6es da pata traseira.

B) Extensdo dos dedos: reflexo de
extensdo dos dedos da pata traseira
guando o animal é levantado pelo rabo.

0 — nenhuma extenséo;

1 — minima extenséo, dedos flacidos;

2 — normal extens&o dos dedos;

3 — hiperextensdo com tremores dos dedos ou
da pata.

C) Retirada em extensdo: reflexo de
retirada da pata traseira contra o corpo
quando esta é manualmente estendida.

0 — sem flexdo de retirada, pata traseira
flacida;

1 — fraco ou lento movimento contra o corpo;

2 — retirada normal da pata traseira contra o
corpo;

3 — hiperflexdo da pata traseira com tremores
da mesma.

D) Retirada contra dor: reflexo de retirar a

pata em direg&do ao corpo em resposta a um

estimulo aplicado na eminéncia hipotenar
da pata.

0 — nenhuma resposta da pata apertada;

1 — movimento abrupto da pata, mas sem
retirar a pata traseira contra o corpo;

2 — normal, com réapida retirada da pata
traseira contra o corpo;

3 — hiperflexdo da pata traseira, com tremores
da mesma.

E) Resposta a ventralizagéo: € o reflexo no
gual o animal se endireita, voltando a sua
posicdo habitual, quando colocado de
costas numa superficie lisa.

0 — animal continua na posicao supina;

1 — lento retorno a posi¢do prona, mais de 0,5
segundo;

2 —retorno médio a posi¢ao prona;

3 — retorno rapido a posicdo prona, em 0,5
segundo.

F) Ato de agarrar a barra com a pata
traseira: reflexo de percepcéo, em resposta
ao contato da pata traseira com uma barra
de pequeno diametro.

0 — ndo responde ao toque da barra contra a
pata;

1 — a pata traseira responde ao toque, mas
ndo consegue agarra-la;

2 — a pata traseira agarra com sucesso a
barra, mas de modo fraco;

3 — a pata traseira agarra fortemente a barra e

puxa-a contra seu corpo.
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ANEXO 2 Aprovacdo do Comité de Etica

FACULDADE DE PINDAMONHANGABA

Credenciada pela Portaria Ministerial n®” 1855, de 26/06/2002 pubficada no D. O. Ul de 27/06/2002..

DECLARACAO

Registro CEEA/FAPT n” 003/2009 (csoe v de registro deverd ser citad pelo p isador nas comvespondémeiss referentes

@ estie priafetio).
Projeto de Pesquisa: Avaliacio da funciio motora de ratos wistar submetidos a ingestio

de alcook.

Pesquisador(a) Responsavel: Prof. MSc. Felipe Fernandes Lemaos

O Comité de Etica para Experimentacio Animal, em reunido de 25/06/2009 e
no uso das competéncias, considerou o Projeto acima aprovade.

Apés nova avaliagdo do projeto n*003/2009 constatamos que os pesquisadores
responsdaveis mantiveram alguns testes confririos ds orientacdes deste comité. Decidimos
aprovi-lo, para que ndo haja prejuizo do TCC dos alunos, apesar das inadequagdes de

delineamento experimental.

Obs: Apresentar relatério final ao término da pesquisa.

Pindamonhangaba, 25 de junho de 2009.
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Fapi-Faonldadt: de Pind nggahin

Rodovia Presidente Dutra, Km 99 — Pinhido do Una — Pindamonhangaba/SP — Cep: 12.422-970 - Caixa Postal:
1041 Fones:(12)3648-8323 /3648-8324 7 3648-8325 www. fapi.br e-matl: secretaria@fapi.br




