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Resumo

Adolescentes estao tendo iniciagdo cada vez mais precoce ao consumo de bebidas
alcoolicas, em média entre 11 a 14 anos. No Brasil, cerca de 22% dos adolescentes
consomem mais de cinco doses de alcool por episoddio de consumo, caracterizando padrao
binge drinking. O encéfalo de adolescentes ¢ mais sensivel aos efeitos neurotoxicos do
alcool neste padrao de consumo, pois ainda estd em processo de maturagao. O desbalanco
na neurotransmissdo e o estresse oxidativo consistem em mecanismos envolvidos na
neurotoxicidade induzida pela abstinéncia de etanol. O acai apresenta altas concentracdes
de antocianinas e outros flavonoides, possuindo elevada atividade antioxidante. Assim,
este estudo investigou os efeitos do suco clarificado do agai sobre as alteragdes motoras
em ratas intoxicadas por etanol no padrao binge drinking, da adolescéncia a fase adulta.
Suco de agai clarificado (10ul/g) ou agua foram administrados cronicamente a partir do
31° dia pos-natal a ratas wistar. Etanol (3g/kg/dia) ou agua destilada foram administrados
em binge de 3 dias a partir do 35* dia p6s natal as mesmas ratas wistar, em 4 ciclos de
binge. Vinte e quatro horas apos o quarto ciclo do ltimo binge drinking, os animais foram
submetidos aos testes comportamentais motores de open field, pole test, beam walking e
rotarod. Os grupos tratados com etanol apresentaram os danos motores ja descritos em
literatura para o padrdo binge drinking de consumo e os animais com tratamento prévio
com agai apresentaram resultados similares aos apresentados pelo grupo controle. Com
isso foi possivel concluir que o tratamento com suco clarificado de agai ¢ capaz de evitar
que os danos motores causados pelo etanol no padrao binge drinking desde o inicio da

adolescéncia se instalem na fase adulta.

Palavras-chave: Agai; alcool; Adolescéncia; Binge drinking; Desordens motoras.



Abstract

Adolescents are having an increasingly early initiation to the consumption of
alcoholic beverages, on average between 11 and 14 years old. In Brazil, about 22% of
adolescents consume more than five doses of alcohol per consumption episode,
characterizing a binge drinking pattern. The brain of adolescents is more sensitive to the
neurotoxic effects of alcohol in this consumption pattern, as it is still in the process of
maturation. Imbalance in neurotransmission and oxidative stress are mechanisms
involved in neurotoxicity induced by ethanol withdrawal. The acgai presents high
concentrations of anthocyanins and other flavonoids, having high antioxidant activity.
Thus, this study investigated the effects of the clarified acai juice on the motor alterations
in rats intoxicated by ethanol in the binge drinking pattern, from adolescence to
adulthood. Clarified acai juice (10ul/g) or water were administered chronically from the
31st postnatal day to wistar rats. Ethanol (3g/kg/day) or distilled water were administered
in a 3-day binge from the 35th postnatal day to the same wistar rats, in 4 binge cycles.
Twenty-four hours after the fourth cycle of the last binge drinking, the animals were
submitted to the open field, pole test, beam walking and rotarod motor behavioral tests.
The groups treated with ethanol presented the motor damage already described in the
literature for the binge drinking pattern of consumption and the animals with previous
treatment with agai presented results similar to those presented by the control group. With
this, it was possible to conclude that the treatment with clarified agai juice is able to
prevent the motor damage caused by ethanol in the binge drinking pattern from the

beginning of adolescence to install in adulthood.

Keywords: Agai; Alcohol; Adolescence; Binge Drinking, Motor disorders.
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1.1 Consumo do etanol

O consumo recreativo do etanol é considerado um fendmeno social, representando
um grave problema de saude publica mundial, fato que tem despertado a atengdo médica
e sanitaria de diversos paises (VARGAS et al., 2009). Este habito ¢ fator de risco para o
surgimento de doengas infecciosas, desenvolvimento de doegas ndo infecciosas, além de
ser uma das principais causas de acidentes de transito e mortalidade global (SHIELD,
2020). De acordo com estudos epidemioldgicos, o consumo de alcool tem aumentado
entre adolescentes, principalmente do sexo feminino (INPAD, 2014; WILLHELM,
2015), o que representa um risco maior de danos em longo prazo, visto que neste periodo
do neurodesenvolvimento ha robustas modificagdes na arquitetura cerebral

(CSERVENKA et al., 2017).

1.2 Adolescéncia

A adolescéncia, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), ¢ uma fase da
do desenvolvimento humano que se inicia aos 10 anos e se estende até aos 19 anos (OMS,
2018). E um periodo de intensas mudangas fisicas e psicologicas, onde o adolescente
passa por um processo de amadurecimento, no qual se vé a necessidade de construgdo de
relacdes e pertencimento a um grupo, principalmente de amizade (COUTINHO et al,
2013). Nesta fase da vida, como hd uma imaturidade em lidar com sentimentos e decisdes,
ha um aumento no comportamento impulsivo e menor capacidade de controle inibitorio,
levando a maior chance de comportamento de risco, como o uso de substancias como o

alcool e drogas (WILLHELM, 2017; ALVES, 2005; COUTINHO et al., 2013).

Um dado alarmante levantado pela OMS ¢ a iniciagdo cada vez mais precoce dos
adolescentes ao consumo de bebidas alcoodlicas, ocorrendo por volta dos 11 a 14 anos,
(MARTINS-OLIVEIRA et al., 2018; JORGE et al., 2017). Quanto mais cedo € o primeiro
contato com o alcool, maior o risco de desenvolver o habito do padrao de consumo em
binge drinking (BD) e heavy drinking (SANCHEZ, 2013). No Brasil, cerca de 26% dos
adolescentes admitem o consumo de alcool e 22% consomem mais de cinco doses por
episodio de consumo (INPAD, 2014), o que ¢ caracteristico do padrao BD (NIAAA,
2004).
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1.3 Binge drinking

O padrao BD, de acordo com o National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism (NIAAA), ¢ a forma de consumo em que ha ingestdo intensa de dlcool em um
curto espaco de tempo, seguido de um periodo de abstinéncia. No padrio BD, a

concentragdo alcoolica no sangue ¢ igual ou superior a 0,08 g/dL (NIAAA, 2004).

O consumo em binge de alcool pode ser considerado como o precursor ao
alcoolismo cronico, culminando com maiores alteracdes no sistema nervoso central
(SNC) e sao especialmente danosos devido as altas doses ingeridas seguidas de
abstinéncia, sendo mais rapidos e mais perigosos em comparacao aos efeitos que o
consumo cronico em baixas doses (SKALA e¢ WALTER, 2013). O encéfalo de
adolescentes ¢ mais sensivel aos efeitos neurotdxicos do alcool em padrao de consumo
BD que o encéfalo adulto (PETIT et al., 2013), pois a adolescéncia ¢ um periodo marcado
pela intensa proliferacio da substancia branca, processo que fortalece as conexdes
sinapticas e se estende ao estagio do jovem adulto (CSERVENKA et al., 2017). Estudos
mostram que o consumo de etanol por adolescentes provoca uma diminui¢do no volume
de estruturas como o cortex pré-frontal, cerebelo, hipocampo (DE BELLIS et al., 2005),
causando danos a memoria de trabalho (CREGO et al., 2010), ansiedade (LEE et al.,
2018) e incapacidades motoras (FERNANDES et al., 2018).

1.4  Neurotoxicidade do etanol

O élcool situa-se entre o grupo de drogas psicotropicas, ou seja, substincias que
atuam no SNC promovendo modifica¢cdes neuroanatomofisiologicas e comportamentais.
Esta droga ¢ considerada como depressora do SNC por apresentar acdo inibidora do
cortex motor, o qual atua de modo integrador de estimulos e agdes (ZALESKI et al.,
2004).

O etanol, apds ingestao, ¢ metabolizado por diferentes vias, sendo alvo da enzima
alcool desidrogenase, do sistema de enzimas microssomais oxidativas (CYP2E1), e da
catalase, ambos tendo como produto final o acetaldeido e espécies reativas de oxigénio.

O acetaldeido, por ser muito toxico, ¢ rapidamente convertido em acetato pela enzima
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aldeido desidrogenase. Este processo ocorre principalmente no figado, mas no cérebro

também ocorre de forma menos intensa (ZAKHARI, 2006; Figura 1).

Alcool
desidrogenase

| l

Etanol Acetaldeido Acetato
H,C-CH,-OH H.C.CH=O

Aldeido

H,C-CO0-

desidrogenase
{mitocondria)

TA

P4502E1
{microssomaos)

Figura 1. Metabolismo do etanol. (Fonte: CISA — Centro de Informagdes sobre

Satde e Alcool, 2015)

Compreender o padrdo de consumo de alcool ¢ um passo de suma importincia ao
se analisar os danos que o 4lcool causa na saide de seus apreciadores. Populacdes que
bebem apenas ocasionalmente se apresentam menos susceptiveis as alteracdes alcodlicas
do que aquelas nas quais o ato de beber se mostra uma pratica constante e abusiva,
principalmente nos individuos mais jovens (ALMEIDA, 2011).

O encéfalo de adolescentes sofre processos de neuromaturacdo que acarreta
mudan¢as na neurotransmissdo e plasticidade que estdo associados com alteragdes
estruturais em algumas regides do encéfalo, influenciando no desenvolvimento do SNC,
tornando este periodo mais vulneravel aos efeitos neurotoxicos do alcool em binge
(PETIT et al., 2013; CREWS e BAUN, 2003; HAO et al., 2003; TATENO et al., 2005).

Os primeiros sintomas de intoxicacdo aguda sdo euforia e desinibi¢do, que
progridem para estupor e depressao respiratoria (VALE, 2007)7?). Estes sintomas refletem
a regulacao positiva do receptor de glutamato e a regulagdo negativa do receptor acido
gama-aminobutirico (GABA), a abstinéncia rapida ap6s o beber prolongado ou em
excesso pode resultar em tremor, alucinagdes (visuais, auditivas ou tacteis), convulsdes
ou delirium tremens, com aten¢do severamente afetada, niveis de alerta totalmente
comprometidos, agitagdo e instabilidade autonémica (VALE, 2007). E possivel que, além
disso, repetidos binges e retiradas causem ndo apenas sintomas de abstinéncia precoce,

mas também hiperatividade glutamatérgica induzida por excitotoxicidade e danos
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neuronais permanentes, por sua vez, contribuindo para disturbios neuroldgicos mais

duradouros, incluindo a deméncia (BRUST, 2010).

A neurotoxicidade do etanol é induzida por varios mecanismos, incluindo a
excitotoxicidade do glutamato e o estresse oxidativo (HARPER, 2005). O uso crénico de
etanol promove a regulacdo positiva dos receptores glutamatérgicos do tipo N-metil D-
Aspartato (NMDA) e a regulagdo negativa dos receptores GABAérgicos. Assim, 0
processo excitotdxico ocorre a partir da exacerbagdo da via de sinalizagdo excitatdria em
comparacdo com a via inibitoria (VANGELIENE et al., 2005), havendo excesso de
ligacdo de glutamato aos receptores NMDA em detrimento a sinalizagdo GABAérgica
(VENGELINE et al., 2008). Essa superatividade de NMDA intensifica a abertura de
canais de Ca** e Na* dependentes de ligantes que alteram o potencial elétrico do neurénio
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 (BERLIOCCHI et al., 2005; JAATINEN e RINTALA, 2008).

Esse processo mediado por glutamato tem intima relagdo com danos mitocondriais
e estresse oxidativo (NOVELLI et al., 1988), que desencadeiam uma cascata de eventos
intracelulares, resultando em degeneracdo neuronal (BERLIOCCHI et al., 2005;
JAATINEN e RINTALA, 2008).

Neste sentido, radicais livres sdo atomos ou moléculas constantemente produzidos
como produto do metabolismo celular, sendo caracterizados por possuir um ou mais
elétrons desemparelhados, apresentando forte reatividade quimica. Estas podem ser
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio, radicais derivados de tidis, entre outras
(GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2000).

Uma das principais espécies reativas de nitrogénio ¢ o 0xido nitrico (NO) o qual
¢ produzido pela enzima 6xido nitrico sintase, que ¢ induzida em situagdes patologicas
como a intoxica¢do crdnica por etanol (BROCARDO et al., 2011). Os radicais livres
causam peroxidac¢ao lipidica, sendo uma das consequéncias do estresse oxidativo causado
por etanol, configurando o principal mecanismo de dano na membrana e morte celular
(HERNANDEZ et al, 2016).

Em estudos com modelo de exposicdo cronica ao etanol em ratos adultos
observou-se que o cortex cerebral altera a fluidez da membrana celular, provavelmente,

devido ao estresse oxidativo indicado pelo aumento dos niveis de nitrito e peroxidacio
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lipidica, maior presenga de 6xido nitrico sintase e diminui¢do da superdxido dismutase
(SOD), causando degeneragao celular (REDDY et al., 2013).

Os radicais livres sdo neutralizados por moléculas antioxidantes. Esta
neutralizagdo € necessaria, pois os radicais livres sdo extremamente danosos as células
causando danos nas membranas da célula e no DNA (OLIVEIRA, 2009). Este processo
de producao e neutralizagdo de radicais livres ocorre naturalmente ¢ de forma equilibrada
no organismo, causando a manutencdo da vida celular. Porém, ha diversos fatores que
alteram esse equilibrio, fazendo com que a quantidade de radicais livres supere a
capacidade de neutralizagdo do sistema antioxidante, causando o estresse oxidativo. Esses
fatores incluem dieta inadequada, consumo de alcool, estresse fisico € mental e algumas
patologias (OLIVEIRA, 2009).

No intuito de equilibrar a produgdo de moléculas pro-oxidantes € necessario que
o sistema antioxidante atue equilibrando o sistema REDOX. A a¢do antioxidante pode
ser do tipo enzimatica, como exemplo a Superoxido dismutase, a catalase, a glutationa
peroxidase, a glutationa redutase, entre outras. A acio antioxidante ndo enzimatica se da
por moléculas como a glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina
(), e diversos metabdlitos secundarios como os flavonoides, entre outros (FERREIRA &
ABREU, 2007).

Estudos do nosso grupo mostram que o binge drinking na adolescéncia tém grande
impacto no estresse oxidativo do sistema nervoso central. Fernandes 2018 mostrou que
ratas adolescentes submetidas a quatro BD de etanol na dose de 3mg/Kg atingiram a
concentragdo alcodlica de 0,08 g/dL (concentracdo alcoolica sérica compativel com BD
segundo o NIAAA) e apresentaram, no final do quarto BD, ja em idade adulta jovem,
altos niveis de malondialdeido, indicando a ocorréncia de peroxidagdo lipidica pelas
espécies reativas, e 0xido nitrico em cortex motor, além de diminuicdo das enzimas

antioxidantes superoxido dismutase e catalase, indicando o estresse oxidativo.

1.5 Alcool e sistema motor

O sistema neuromotor ¢ o responsavel pelo comando e refinamento e
aprendizagem do movimento. E um complexo sistema que envolve o cortex motor,

ganglios da base e cerebelo. O cortex motor ¢ responsavel pela tomada de decisdo em
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realizar o movimento e planejamento de como este movimento sera realizado
(SVODOBA et al, 2018), sendo composto pelo cortex motor primario, area pré-motora e
area motora suplementar (GUYTON, 1993). Os ntcleos da base sdo compostos por
nucleo caudado, putamen, globo palido (os quais formam o estriado dorsal), substancia
inominada, nucleo accubems e o tubérculo olfatério (os quais formam o corpo estriado
ventral), o corpo amidalodide e o claustro. O corpo estriado dorsal ¢ a por¢ao dos nucleos
da base que atuam no controle e ajuste dos movimentos, realizando ajustes posturais e
movimentos sequenciais, sendo uma area predominantemente dopaminérgica (BOSTAN
& STROCK, 2018; GRAYBIEL, 2000).

O cerebelo, apesar de representar 10% do volume do cérebro, contém cerca de
50% dos neurdnios deste (MARGOLIS, 2001). E responsavel pela coordenagéio motora
fina e aprendizado motor. E também o centro que corrige e refina o movimento
(VALENZUELA & JOTTY, 2015). Sua estrutura ¢ dividida em lobo anterior, posterior,
floculonodular. Quanto a histologia, ¢ formado pela camada molecular, composta de
c¢lulas estreladas e células em cesto, fibras paralelas ¢ denditros de células de Purkinje;
camada intermediaria, a qual é composta pelo corpo de neurdnios, chamados de células
de Punkinje; e a camada granular, mais interna e composta pelas células granulares,
células de Golgi e fibras musgosas (BOTTA et al. 2007; VOOGD & RUIGROK, 2004).

O cerebelo segue com a maturagdo estrutural e funcional até meados da segunda
década de vida, sofrendo poda da substancia cinzenta e maturagdo da substancia branca,
sendo que as meninas atingem a maturagdo mais cedo que os meninos (LISDAHL et al,
2013). O 4&lcool age nos neurdnios GABAergicos e nas células granulares
glutamatérgicas, desregulando as células de Purkinje e afetando a sua plasticidade, além
de gerar substancia inflamatérias ¢ radicais livres, causando morte celular, e
consequentemente atrofia e problemas na maturacdo neuronal (Pierce et al., 2011).
Alteracdes em receptores GABAa tém sido atribuidas ao mal funcionamento induzida
pelo alcool da circuitaria cerebelar (JAATINEN & RINTALA, 2008). A
neurotransmissdo dopaminérgica também ¢ reduzida em adolescentes que se submetem
ao BD, causando diminui¢ao no volume e densidade neuronal (COLEMAN et al., 2011).

Muito se tem estudado sobre a agdo de compostos bioativos como prevencao e
tratamento em vdrias doengas e substincias que causam danos neuromotores. Dentre os
compostos bioativos mais estudados estdo os flavonoides, possuindo acdo antioxidante,

antiinflamatoria, neuroprotetora e entre outras (KHAN, 2020). Estudos com modelo
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animal Parkinson-like revelam que extratos ricos em antocianinas protegem células
dopaminérgicas contra danos causados pelo agente neurotoxico MPP * e 6-OHDA, além
de prevenirem sintomas parkinsonianos como a bradicinesia (KIM et al, 2010). Foi
demonstrado por Crespo-Lopez, 2019 que compostos fendlicos do agai previnem danos
motores ¢ oxidativos causados dos pela intoxicagao por mercurio em ratos swiss. Dietas
ricas em antocianinas reduzem o risco de desenvolvimento de doenga de Parkinson em

humanos (KHAN, 2020).

1.6 Agai (Euterpe oleracea Martius)

O género Euterpe estd amplamente distribuido na América Central e do Sul,
habitando florestas de terras baixas e montanhas de florestas tropicais. No Brasil, cinco
espécies e variedades sdo relatadas: Euterpe edulis Martius (palmiteiro ou jugara),
Euterpe catinga Wallace (agai da caatinga), Euterpe oleraceae Martius (agaizeiro),
Euterpe longibracteata Barbis Rodrigues (agai da terra firme), Euterpe precatoria
Martius (agai do Amazonas). Destas, apenas a primeira se distribui até o sul do Brasil
pela costa Atlantica; as demais espécies distribuem-se na Floresta AmazoOnica

(HENDERSON, 2000, Figura 2).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) ¢ uma palmeira que se destaca entre as
plantas da biodiversidade das matas de terra firme, varzeas e igap6s da regido amazonica.
O acai, fruto do acaizeiro, apresenta grande importdncia econdmica e, sobretudo,

alimentar para as populagdes ribeirinhas e urbanas (SANTANA etal., 1997).
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Figura 3. Agaizeiro. Foto: José¢ Edmar Urano de Carvalho

O agai ¢ geralmente consumido como alimento na forma de um suco viscoso que
tem sido associado com beneficios nutricionais ¢ medicinais (PACHECO-PALENCIA et
al., 2008). Por apresentar altas concentragdes de compostos bioativos como antocianinas
(principalmente cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo) e outros
flavondides, atribui-se alta atividade antioxidante a este fruto (NIMSE et al., 2015;
GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006; ROSSO et al., 2008; POMPEU e
ROGEZ, 2009). Estudos mostram que os flavonoides t€ém pouca biodisponibilidade apos
ingestao (CARDONA, 2013; MERTENS-TALCOTT et al., 2008) porém a quantidade
biuodisponivel na circulagcdo sanguinea tem alta capacidade antioxidante (MERTENS-
TALCOTT et al., 2008).

O efeito neuroprotetor do acai tem sido bastante explorado na area académica.
Constatou-se que o acai aumenta a expressdo de Nrf2 em hipocampo e cortex de ratos,
aumentando a expressdo de fatores antioxidantes endégenos (POULOUSE et al, 2017),
diminui fatores pr6 inflamatoérios em soro como iNos, ciclooxigenase 2, e 6xido nitrico
(CAREY et al, 2017), além de diminuir TNF-a, IL-1 B, e IL-18 em cérebro de ratos
modelos para encefalopatia hepatica (SOUZA-MACHADO et al, 2015). Também ja foi
demonstrado o efeito anticonvulsivante do agai por Souza-Monteiro 2015, onde suco
clarificado de acai protegeu contra convulsdes e diminuiu o estresse oxidativo causado
pelas convulsdes em ratos swiss.

Desta forma, o alcool, sendo uma droga socialmente aceita ¢ muitas vezes tendo seu

uso incentivado pela sociedade, € o intoxicante mais utilizado entre os adolescentes, ¢ as
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taxas de utilizacdo aumentam drasticamente durante a adolescéncia, principalmente na
forma de BD (OMS, 2018). A produgao de espécies reativas de oxigénio derivadas de seu
metabolismo no organismo ¢ um dos agentes causais da neurotoxicidade do alcool no
sistema nervoso central. Diante disso, este trabalho visou investigar os efeitos do suco
clarificado de acai (Euterpe oleraceae) sobre as alteragdes neuromotoras em ratas
intoxicados por etanol em padrao BD, iniciando na adolescéncia até a fase adulta jovem,
em busca de uma alternativa nutricional para prevencdo das desordens motoras

observadas.
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4.1. Geral

e Investigar os efeitos do suco clarificado do agai sobre as alteragdes
comportamentais em ratas com danos neuromotores intoxicadas por etanol no

padrdo intermitente e episddico da adolescéncia a fase adulta.
4.2. Especificos:

e Avaliar os efeitos do suco clarificado de agai sobre as alteragdes no peso corporal
das ratas;

e Avaliar os efeitos do agai na atividade locomotora espontanea em todos os grupos
experimentais;

e Investigar os efeitos do suco clarificado de agai em ratas com danos na
coordenacdo e equilibrio motor, intoxicadas com etanol, através dos testes
comportamentais equilibrio em vigas graduadas (Beam walking test), teste de
descida em viga vertical (Pole test) e de locomogao forgada em cilindro giratério

(Rotarod test).
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3.1 Animais e grupos experimentais

Este estudo foi inicialmente submetido ao Comité de ética em pesquisa com animais
e experimentacdo da Universidade Federal do Pard (UFPA), o qual obteve aprovacao sob o

documento CEUA N° 3835160117.

Foram utilizadas um total de 60 ratas Wistar com 31 dias de vida pds-natal, com média
de peso 70-80 gramas, provenientes do Biotério da UFPA. Os animais foram encaminhados
para Faculdade de Farmacia, UFPA, onde foram mantidos em uma sala em condigdes
padronizadas de temperatura (25°C), exaustdo, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (6:00-

18:00 horas), agua e comida ad libitum.

Os 60 animais foram divididos em quatro grupos experimentais (Quadro 1):

Quadro 1: Grupos experimentais, descri¢do e quantidade de animais por grupo.

GRUPO DESCRICAO NUMERO
Controle Animais tratados com H2Odest. por 4 episodios de 3 dias 15
consecutivos/ semana.

EtOH Animais tratados com etanol em 4 episodios de binge, 3 dias 15
consecutivos/ semana.

EO Animais tratados continuamente com suco clarificado de acai 15
por 4 semanas.

EtOH/EO Animais tratados continuamente com o suco clarificado de 15
acai por 4 semanas e com etanol em 4 episodios de binge, 3
dias consecutivos/ semana.

TOTAL 60

3.2 Tratamento com etanol

As ratas foram mantidas em caixas proprias em grupos de 5 animais para evitar o
estresse pelo isolamento. Os grupos EtOH e EtOH/EO receberam o protocolo de BD,
sendo o etanol administrado por via oral (gavagem), através de canula orograstrica
(Insight, Brasil), na dose de 3 g/kg/dia (20% p/v) (LAUING et al., 2008; LINDTNER et
al., 2013), durante trés dias consecutivos/semana. Os grupos que foram submetidos ao
protocolo de BD, foram administrados 4 ciclos de BD, entre o 35° e 58° dia de vida,
correspondendo ao periodo entre o inicio da adolescéncia até o inicio da fase adulta

jovem, neste modelo animal (SPEAR, 2004). Nos grupos que nao houve binge de etanol
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(Controle e EO), foi administrada agua destilada (H2Ogest.) em volume de 1mL/kg/dia por
gavagem para mimetizar o BD. A pesagem dos animais foi realizada semanalmente para

o ajuste de dose (Figura 4).

OOOOIIIOOOOIIIOOOOIIIOOOOIII A

PND: Dia pos natal

SCA - Suco darificado de agai

O Binge ETOH (Gmg/Kg) off

0 Binge ETOH (3mg/Kg) on
SCA(0pL/Kg) on

A  Testes comportamentais

Figura 4: Esquema do tratamento experimental com EtOH 20% (3g/Kg/dia) na forma binge e suco

clarificado de agai (SCA) 10uL/g do 31°-58° dia de vida do animal.

3.3Tratamento com suco clarificado de agai

A planta foi previamente identificada como FEuterpe oleracea Martius por
compara¢do com uma amostra depositada no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazonia (INPA, Brasil). As amostras do suco clarificado de acai foram gentilmente
cedidas pela empresa Amazon Dreams (Belém, Pard). O suco foi submetido a um
processo de produgdo que consiste em microfiltracdo e centrifugacdo de um suco de agai
preparado com frutos frescos. Por conseguinte, o produto final ndo contém lipidios,
proteinas, e fibras, constituindo um modelo ideal para avaliar o impacto de compostos
fenodlicos (>1400 mg de 4cido galico equivalente/L) (ARRIFANO, 2018), sendo
composto por cianidina 3-rutinosideo (450 mg/L), orientina (380 mg/L), taxifolina
deoxyhexose (310 mg/L), homoorientina (250 mg/L), e cianidina 3-glucoside (180 mg/L)
(SOUZA-MONTEIRO et al.,, 2019). Este processo foi patenteado e licenciado em

parceria da empresa Amazon Dreams e a Universidade Federal do Para.

Para avaliar a a¢ao do suco clarificado de acai nos animais intoxicados com etanol

na forma de binge, o grupo EtOH/EO foi tratado concomitantemente com o binge de
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etanol e suco clarificado e acai em um volume de 10 ul/g de peso corporal (equivalente
a uma dose de 700 mL de acai para um individuo humano de 70 kg) (SOUZA-
MONTEIRO et al, 2015; CRESPO-LOPEZ et al, 2019) de forma cronica, iniciando-se
no 31° até o 58° dias de vida do animal. O grupo EO também recebeu suco clarificado de

acai no mesmo modelo de tratamento, como descrito na figura 2.
Os testes comportamentais motores ocorreram no 59° dia pds-natal (Figura 2).
3.4Ensaios comportamentais

3.4.1 Teste da atividade locomotora espontanea

Este teste avalia a atividade locomotora espontanea de roedores, onde cada animal
foi exposto individualmente em um aparato de acrilico preto de 1m? e paredes de 40 cm

de altura (Figura 5).

Figura 5: Figura do campo aberto.

Para avaliar a atividade locomotora espontdnea vertical e horizontal, os
parametros de distancia total percorrida e o nimero de levantamentos foram medidos em
um periodo de 5 min (FERNANDES et al., 2018). O teste foi filmado e o parametro
distancia total foi analisado pelo software ANY-maze ™ (Stoelting, EUA). Quanto ao
numero de parametros de levantamentos, a contagem foi realizada manualmente por um
observador que ndao conhecia a que grupo pertencia o animal em teste. Entre os intervalos

de exposi¢do animal, o aparelho foi higienizado com alcool 10%.
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3.4.2 Teste de descida em viga vertical (pole test)

Este teste avalia disturbios do movimento, especialmente bradicinesia. O aparato
utilizado consiste em uma viga vertical rugosa (2 cm x 50 cm) apoiado em uma plataforma
circular (1 cm; r =25 cm), onde os animais foram colocados no topo da viga com a face

voltada para cima ¢ devem virar o corpo e descer através da viga vertical (Figura 6).

Figura 6: Desenho esquematico do pole test. A primeira haste ilustra como o animal foi
posicionado sobre o equipamento. Na segunda, observa-se a inversdo do eixo e (a terceira) a descida até a

plataforma do aparato.

Durante o teste, as pontuagdes de tempo de giro ¢ tempo de descida dos animais
na viga foram registradas ao longo de 5 tentativas, limitadas a 120s cada, com um
intervalo de 60s entre elas. Os animais que ndo giraram ou cairam receberam o tempo
maximo (120 s). A média foi calculada com os trés melhores tempos de cada animal

(ANTZOULATOS et al., 2010).
3.4.3 Teste de equilibrio em vigas graduadas (beam walking test)

Este teste avalia a coordenagao motora e o equilibrio motor através da capacidade
dos animais de atravessar uma série graduada de vigas estreitas até alcancar uma

plataforma segura (STANLEY et al., 2005). O aparelho consiste em uma plataforma
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segura (caixa fechada) e uma plataforma aversiva (aberta com luz aversiva), conectada

por uma viga de madeira de 1 m de comprimento e elevado 0,5 m do solo (Figura 7).

Figura 7: Desenho esquematico do beam walking test. Os animais foram colocados na extremidade da viga
com a face voltada para a caixa fechada segura, no qual devem percorrer a viga para chegar ao ambiente

seguro.

A forga e o equilibrio motor foram avaliados colocando os animais na plataforma
aversiva e foi contado o tempo necessario para cruzar a viga (tempo de laténcia) até a
caixa fechada e o nimero de escorregadas das patas traseiras durante o percurso. O
protocolo utilizado foi adaptado de Carter (1999) e as vigas utilizadas foram de secgdo
transversais quadrados (12 e 5 mm) e circulares (17 e 11 mm). O animal foi exposto pela
primeira vez na plataforma segura para a ambientagao (60s) e posteriormente passaram

por um treino e duas exposigdes por viga, com um intervalo de 60s entre cada exposicao.

3.4.4 Teste de locomogdo forgada em cilindro giratdrio (Rotarod

test)

Este teste ¢ utilizado para avaliar a coordenacdo motora, equilibrio e ataxia em
roedores (FERNANDES et al., 2018). O aparato utilizado (Insight®, EFF-411) consiste
em uma caixa de acrilico com um cilindro de 8 cm de didmetro, instalado
transversalmente a aproximadamente 16 cm da base, e mantido em rotagdo por um motor.

A caixa ¢ dividida em 4 baias, permitindo a analise de 4 animais simultaneamente (Figura

8).
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Figura 8: Figura do Rotarod. Fonte: Insight, Brasil.

O protocolo consistiu inicialmente no estagio de treinamento, no qual os animais
foram colocados no eixo de rotagdo por um periodo de 120 segundos a 8 rpm. Apos o
treinamento, os animais foram submetidos a trés exposicdes de 120 segundos a 8 rpm
constantes, com intervalo de 60s entre cada exposic¢ao. Para a avaliagao dos parametros
motores, foram registrados o tempo de laténcia (tempo entre o inicio da exposicdo e a
primeira queda) e o nimero de quedas (FERNANDES et al., 2018; DA SILVA et al,,
2018).

3.5 Analise Estatistica

A construgdo grafica e a andlise estatistica foram realizadas através do programa
GraphPad® Prisma 5.0, no qual os dados obtidos dos testes comportamentais foram
analisados pelo teste de Kolgomorov-Smirnov para avaliar a normalidade (distribuigdo
gaussiana) e, confirmada a normalidade dos grupos, foi aplicada a analise de variancia de
1 via (ANOVA), seguido de teste post-hoc de Bonferroni. Em caso de normalidade nao
confirmada foi utilizado o teste de Kruskal Wallis. Os resultados foram expressos como
a média £ erro padrao da média (e.p.m.) do total de animais de cada grupo experimental.
A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de diferencas significantes foi de

p<0,05.
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4.1 A administragdo continua do suco clarificado de acai e o binge
drinking ndo alteram o peso corporeo das ratas.

A ANOVA demonstrou que o tratamento com suco clarificado de acai na dose de

10 uL/g e/ou os 4 ciclos de BD na dose de 3g/kg/dia ndo alterou o peso corporal das ratas

em relacao ao grupo controle (Figura 9).

150+

-6~ CONTROLE
= EtOH

100 -+ ACAI

o) -+ ETHO/EO

2

(]

& 504

c ) ) ) )

31 38 45 52

Dia pés-natal

Figura 9: Efeito da administragdo de 4 ciclos de etanol (EtOH) em forma de binge drinking e suco

clarificado de agai sobre o peso corporal de ratas na fase de adolescéncia a fase adulta. Os resultados foram
expressos como a média + e.p.m dos animais pesados semanalmente a partir do 31° DPN até o 52° DPN.

(n=10; ANOVA de uma via de medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni).

4.2 Administracdo do suco clarificado de acgai previne danos causados pelo

binge drinking na atividade locomotora espontanea.

As ratas que receberam apenas o binge drinking demonstraram pelo teste de
ANOVA de uma via uma diminui¢do da deambulagdo espontinea e do comportamento
exploratorio no teste do campo aberto através dos parametros distancia total percorrida e

numero de levantamentos (P<0,001 e P<0,05, respectivamente; Figura 10A ¢ B).



32

A B
g 201 12+
@
-'g 5] —= #it# HH# § ” #
. o c 9+
S g T I
3 8 *
= 104 S 6
*kk
° H
.g 5 3 3
& z
2 0 T T 0 T r
< X (o) (o] < (o) (o)
& < o & < o
S < S A
L ¢ ° <

Figura 10: Efeito do suco clarificado de agai na intoxica¢do com 4 ciclos de etanol (EtOH) no padrio

binge drinking na atividade locomotora espontanea de ratas da adolescéncia até o inicio da fase de adulta
através dos pardmetros: (A) distincia total percorrida e (B) nimero de levantamentos. N = 10 - 15 animais
por grupo. Os resultados foram expressos em média + e.p.m. (ANOVA de uma via, Bonferroni test pos-
hoc). *P<0.05 comparado ao grupo controle; ***P<0.001 comparado ao grupo controle; “P<0.05

comparado ao grupo ETOH; ##P<0.001 comparado ao grupo EtOH.

A administragdo do suco clarificado de agai aos animais submetidos ao protocolo
de BD minimizou os prejuizos na deambulacao espontanea, demonstrando uma atividade
exploratoria vertical (P<0,05) e horizontal (P<0,001) similar ao grupo controle (Figura

10A,B).

4.3 Suco clarificado de agai previne bradicinesia causada pelo consumo

de ctanol em binge drinking

A administracdo de etanol em binge drinking na dose de 3g/kg/dia induziu
bradicinesia nos animais no pole teste, através dos parametros do tempo de virada, tempo

de descida e tempo total de performance do teste (P<0,001; Figura 11A, B e C).
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Figura 11: Efeito do suco clarificado de Agai na intoxicagdo com 4 ciclos de etanol (EtOH) em padrdo

binge drinking no pole teste, observando os parametros (A) Tempo de virada, (B) Tempo de descida ¢ (C)
Tempo total de performance. N = 10 animais por grupo; os resultados estdo expressos em média + e.p.m.
(ANOVA de uma via, seguido de Bonferroni test pos-hoc). ***P<0,001 comparado ao grupo controle;

##p<0,001 comparado ao grupo EtOH.

Os animais tratados com BD que receberam o suco clarificado de agai reduziram
o tempo de virada (Figura 11A), o tempo de descida (Figura 11B), assim como o tempo
total do teste (Figura 11C), melhorando a performance no pole teste de forma similar ao

grupo controle, demonstrando a redugao da bradicinesia causada pelo consumo de etanol.
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4.4 Suco clarificado de acai previne danos na coordenagdo motora

provocados pelo consumo de etanol em padrao binge drinking.

O teste de locomogao em vigas graduadas, ou beam walking test, foi util para
demonstrar que os animais tratados previamente com suco clarificado de agai ndo

apresentaram danos na coordenacao motora fina (Figuras 12 e 13).

Na avaliacao do tempo de laténcia, os animais que foram submetidos a intoxicacao
no padrdo BD apresentaram aumento no tempo de execugao do teste apenas na viga
quadrada de Smm (p<0,001), que ndo foi observado nas vigas quadrada de 12mm, assim
como nas vigas redondas de 17mm e 11mm (Figura 12 A,B,C e D). A administragao do
suco clarificado de agai reduziu o tempo de laténcia dos animais intoxicados pelo etanol
nas vigas de Smm (p<0,01; Figura 12B), assim como melhorou a performance dos
animais na viga mais exigente (redonda de 11mm) quando comparado ao grupo controle

(EO: p<0,001; EtOH+EO: p<0,001; Figura 12D).
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Figura 12: Efeito do suco clarificado de agai na intoxicagio em padrio binge drinking no Beam Walking

Test, observando o parametro Tempo de laténcia em (A) Viga quadrada 12 mm, (B) Viga quadrada 5 mm,
(C) Vigaredonda 17 mm e (D) Viga redonda 11 mm. N = 10 por grupo; Os resultados foram expressos em
média + e.p.m., (ANOVA de uma via, Bonferroni test pos-hoc). ***P<0,001 comparado ao grupo controle;
#P<0,05 comparado ao grupo EtOH; #P<0,01 comparado ao grupo EtOH; ##P<0,001 comparado ao grupo
EtOH.

Na avaliacdo do ntimero de escorregadas (Figura 13), observamos que houve
diferenca apenas na viga redonda de 11 mm (a mais exigente de todas), onde os animais

que receberam apenas o BD escorregaram mais que o grupo controle. A administragdo
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do suco clarificado de agai reduziu o nimero de escorregadas em relacdo ao grupo EtOH

(P<0,01), se equiparando ao grupo controle.
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Figura 13: Efeitos do suco clarificado de agai na intoxicagdo em padrdo binge drinking no Beam Walking

Test, observando o pardmetro Niimero de escorregadas em (A) Viga quadrada 12 mm, (B) Viga quadrada
5 mm, (C) Vigaredonda 17 mm e (D) Vigaredonda 11 mm. N = 10 por grupo; Os resultados estdo expressos
em média + EPM, (ANOVA de uma via, Bonferroni test pos-hoc). *P<0.05 comparado ao grupo controle;

#P<0.01 comparado ao grupo.



37

4.5 Animais tratados com suco clarificado de acai e etanol nao
demonstraram prejuizo na coordenagdo motora em teste de locomoc¢ao

forcada

A figura 14 demonstra o teste de locomog¢ao for¢cada em cilindro giratério. Na
avaliacdo do parametro tempo para a primeira queda no aparato (Figura 14A) € observado
que o grupo EtOH demorou menos tempo para cair do que o grupo controle apenas na
primeira exposi¢do (P<0,05). O grupo que recebeu suco clarificado de agai e etanol ndo
demostrou prejuizo no tempo de laténcia, demorando mais tempo para cair, nas trés
exposicdes ao aparato em relacdo ao grupo EtOH (P< 0,001 na primeira e segunda
exposicdo e P<0,01na terceira exposi¢cdo). Observamos também que na terceira exposicao

o grupo EtOH/EO demorou mais tempo para cair que o grupo controle (P<0,05).

A
##
P I——— pun « O CONTROLE
100, m ETOH
EO
80- 5 I e ETOHEO
604 o]

40+

1
W—-o0
H—

201

HEH *

Laténcia para 12 queda (s)

& & &
& & &
3 + 2 QI+ 2 Q+
N Vv S
B 124
0 CONTROLE
*% . m ETOH
8 e } EO
8 & ETOHEO
@ o
[})
T
[ 1 T wus
i 2 4
0 ### § *
»0 PR ) )
é\“'? 5}0’0 é\q'b
Q0 QO Q0
Qv+ Qv+ 0+




38

Figura 14: Efeito do suco clarificado de agai na intoxicagdo em padrio binge drinking no Rotarod

observando os parametros (A) tempo de laténcia para a primeira queda (s), (B) nimero de quedas (N = 10
animais por grupo). Os resultados foram expressos em média + e.p.m. (ANOVA de duas vias de medidas
repetidas, Bonferroni test pos-hoc). #*P<0.05 comparado ao grupo controle; #P<0.01 comparado ao grupo
ETOH. ##P<0.001 comparado ao grupo ETOH.

No parametro de nimero de quedas do cilindro giratorio (Figura 14B), os animais
que sofreram BD cairam mais vezes que o grupo controle na primeira (P<0,01) e segunda
exposicdes (P<0,05), mas ndo na terceira exposi¢do. J& o grupo que recebeu suco
clarificado de acai e etanol ndo mostrrou o prejuizo no desempenho nas duas primeiras
exposi¢des que etanol isoladamente mostrou (P<0,001). Na terceira exposi¢do nenhum

grupo diferiu entre si quanto ao niumero de quedas.



39

/
L
Wi /’////:Z/"’ il
Wil
T
7, }
7 i

V. DISCUSSAO




40

Este trabalho vem pela primeira vez demostrar o efeito neuroprotetor que o suco
clarificado do agai tem em relagdo aos danos motores causados em ratas adultas jovens
que foram expostas ao consumo do etanol em padrao BD desde o inicio da adolescéncia

até o inicio da fase adulta.

Os danos que o consumo do etanol causa ao organismo humano sdo bem
conhecidos e podem variar de acordo com o padrdo de consumo, a faixa etaria de
exposicao e o sistema estudado. O modo de padrdo de consumo BD acarreta, além das
consequéncias do efeito agudo de uma alta concentragdo sanguinea de alcool, um efeito
em longo prazo, como foi demonstrado por Fernandes et al. (2018), onde se constatou
que ratas, quando expostas ao BD de etanol desde o inicio da adolescéncia, demostraram
prejuizos na fungdo motora, na memoria e na emocionalidade quando analisadas no inicio
da fase adulta. Oliveira (2018) realizou um trabalho semelhante em relacao a idade das
ratas e protocolo de DB, onde comparou a intoxica¢do por mercurio isoladamente,
mercirio em associagdo com ctanol e a intoxicagdo por etanol isoladamente no padrao
BD, constatando que o grupo intoxicado apenas com etanol apresentou problemas na
execucao dos testes motores rotarod, beam walkink teste e pole test. comparado ao grupo

controle.

A dose de etanol utilizada no estudo de 3g/kg/dia é preconizada como dose
suficiente para alcancar a concentragdo alcoolica sanguinea de 0,08% em ratas Wistar na
fase estudada (LINDTNER et al., 2013; FERNANDES et al., 2018), condizente com a
concentragdo para caracterizar BD (NIAAA, 2004).

O 4lcool ¢ uma substancia soluvel em 4gua, com rapida absor¢do no intestino
delgado e pico de concentragdo sanguinea atingida entre 30 a 90 minutos (HERNANDEZ,
2016). A passagem através da barreira hematoencefalica é rapida. As mulheres, como
possuem menor indice de massa corporal e menor composi¢do corporal de dgua em
relagdo aos homens, tendem a ter concentragao alcodlica no sangue maior, sentindo mais
rapidamente € com mais intensidade os efeitos do alcool (MANCINELLI, 2007;
WOLLE, 2011). Adolescentes sao mais susceptiveis aos danos do etanol em padrao BD
(PETIT et al, 2013), com prejuizos motores que perduram até a fase adulta. Essa
susceptibilidade ocorre pois o sistema nervoso do adolescente ainda estd em maturacao

(CSERVENKA et al., 2017).
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O efeito prejudicial do consumo do etanol em padrdo BD no comportamento
motor das ratas no presente estudo corrobora os estudos realizados por Fernandes e
colaboradores (2018) e Oliveira e colaboradores (2018), nos quais ratas foram tratadas
com etanol em forma de BD desde o inicio da adolescéncia e foram testadas no inicio da
fase adulta. Da Silva e colaboradores (2018) demonstrou que o alcool, na forma de heavy
drinking, induz atrofia ¢ perda neuronal no cerebelo de ratas adultas que foram expostas
ao etanol desde a adolescéncia. Danos na coordenagao motora e aprendizado motor, além
de degeneracdo celular de células de Purkinge foram mostrados por Forbes e
colaboradores (2013), onde ratos Sprague-Dawles foram submetidos & administragao de

etanol intraperitoneal mimetizando BD, desde a adolescéncia até a fase adulta.

Nossos resultados mostraram que o acai preveniu efeitos prejudiciais do etanol
sobre a locomogdo espontidnea das ratas. As ratas preservaram a deambulagdo e o
comportamento exploratorio. O teste de campo aberto € util para avaliar tanto a atividade
locomotora quanto o comportamento tipo ansioso/depressivo (KARL et al., 2003; BAHI,
2013), trazendo a luz que o suco clarificado de agai pode ter acdo sobre o comportamento

do tipo emocional, os quais ndo foram explorados neste estudo.

O Pole test ¢ utilizado para avaliar a bradicinesia em roedores. Este estado €
associado com o funcionamento anormal da circuitaria dos nucleos da base (BROOKS,
1999; GRAFTON, 2004), principalmente apods lesdo e morte celular nos terminais
dopaminérgicos do estriado (OGAWA et al., 1985; DIGUET et al., 2005). Nossos
resultados estdo em concordancia com a literatura, a qual mostra que os animais
intoxicados com etanol apresentaram bradicinesia (FERNANDES et al.,, 2018;
OLIVEIRA et al., 2018). Entretanto, este estudo demonstra pela primeira vez que o agai
provavelmente atuou com efeito neuroprotetor sobre a circuitaria dos ginglios da base,
pois o grupo que foi intoxicado com etanol e tratado com agai ndo apresentou

bradicinesia.

Outra regido vital para a fungdo motora é a cerebelar. O cerebelo ¢ o 6rgao
responsavel pela coordenagdo e equilibrio motor, atuando no refinamento dos
movimentos ¢ aprendizado motor. Em humanos, danos no cerebelo causam distirbios
motores, como ataxia, dismetria e déficit no aprendizado motor (FORBES et al, 2013). O
etanol ¢ uma substancia exdgena capaz de produzir desordens no cerebelo, causando os

referidos danos. Estudos em humanos mostram que o cerebelo de adolescentes que
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ingerem alcool tem menor volume cerebelar que o adolescente abstémico (COLEMAN
et al., 2011), e também que um consumo excessivo de alcool em idade precoce leva a
danos permanentes ao cerebelo (DE BELLIS et al., 2005). Um estudo de Pascoal e
colaboradores (2007) mostra que ratos adolescentes expostos ao etanol apresentam danos

motores na fase adulta, indicando dano cerebelar persistente.

Para avaliar a funcdo cerebelar (coordenacio e equilibrio motor), foram realizados
neste estudo o beam walking test e o rotarod. Apesar de ambos testarem 0os mesmos
parametros motores, 0 beam walking test avalia a coordenacdo motora fina enquanto que
0 Rotarod avalia a coordenagdo motora de maneira mais robusta (CURZON et al, 2009),
ou seja, o rotarod avalia se o animal executa a tarefa motora e o beam walking test avalia
a qualidade da execucdo da tarefa motora como a tarefa ¢ executada (STANLEY et al.,

2005).

A coordenagdo motora avaliada no beam walking test mostrou que nas vigas mais
espessas nao houve diferenca de performance entre os grupos, tanto no tempo de laténcia
quanto no numero de escorregadas, porém quando avaliamos as vigas mais estreitas, ou
seja, as que exigem um maior refinamento dos movimentos, observamos que os animais
tratados com agai e intoxicados com etanol e tiveram melhor desempenho nas atividades,
inclusive melhor até que o grupo controle na viga redonda de 11mm (considerada a mais

exigente de todas).

O teste do rotarod também avalia a coordenagdo motora e o aprendizado motor,
mas de forma forgada, j& que os animais sdo for¢ados a se locomover no cilindro giratorio.
Para realizar esta tarefa, a fun¢do ¢ coordenacao cerebelar do animal deve estar intacta
(CARTER et al., 1999). Foi observado neste estudo que os animais tratados com suco
clarificado de acai e intoxicados com etanol preservaram a coordenagdo motora,
demorando mais tempo para a primeira queda em todas as exposi¢des ao aparato. Em
relagdo ao numero de quedas, o grupo tratado com agai e etanol caiu menos que o grupo
apenas intoxicado com etanol na primeira e segunda exposicdo ao aparato. Na terceira
exposi¢cdo, os grupos ndo diferiram no numero de quedas, demostrando que a

aprendizagem motora nado foi prejudicada.

Para testar o potencial de preven¢do desses danos, utilizamos o suco clarificado

de agai, o qual ¢ rico em espécies antioxidantes (NIMSE et al., 2015). Sabe-se que
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antioxidantes tem papel importante na manutencdo do equilibrio redox no organismo,
protegendo as células de graves danos causados por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio oriundos tanto de processos naturais do organismo quanto diretamente de

substancias exdgenas ou do seu metabolismo (SANTANA et al., 2010).

O Agai ¢ rico em flavonoides, especialmente antocianinas, as quais tem a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefilica e produzir efeitos centrais
(FARIAS, 2010). O suco clarificado utilizado neste estudo foi submetido a um processo
de microfiltragdo, ficando livre de lipideos proteinas e fibras, ndo influenciando no peso
corpéreos das ratas como foi observado neste estudo. O suco clarificado utilizado ¢ rico
em compostos fenolicos (>1400 mg acido galico equivalente/L) com prevaléncia de
cianidina 3-rutinosideoa (450 mg/L), orientina (380 mg/L), taxifolina deoxyhexose (310
mg/L), homoorientina (250 mg/L), e cianidina 3-glucoside (180 mg/L) (SOUZA-
MONTEIRO etal., 2019). A dose administrada de 10 ul/g de peso do animal é equivalente
a uma dose de 700 mL de acgai para um individuo de 70 kg, sendo compativel com o
volume usualmente consumido pela populagdo amazonica (SOUZA-MONTEIRO et al.,
2015), onde o fruto é consumido frequentemente como alimentacdo principal. Estudos
sobre toxicidade demonstraram que o consumo de suco clarificado de agai nao € toxico
para humanos (MERTENS-TALCOTT et al., 2008), e ndo provocam efeitos genotoxicos
em roedores (RIBEIRO et al., 2010).

No intuito de tratar ou prevenir danos no sistema neuromotor, alguns estudos
utilizaram o suco clarificado de agai devido ao seu grande potencial antioxidante. Souza-
Monteiro e colaboradores (2015) demonstrou o potencial anticonvulsivante do agai, no
qual o tratamento com suco clarificado de agai na dose 10ug/kg protegeu ratos Swiss
contra convulsdes e o estresse oxidativo causado pelas convulsdes. Da Silva e
colaboradores (2021) corroboraram estes achados em estudos in vivo com peixe
Colossoma mccropomum, onde a alimentacdo com agai diminuiu convulsdes nos animais
modelos para epilepsia. Crespo-Lopez (2019) identificou que animais intoxicados com
mercurio apresentava tempo de laténcia no rotarod superior ao grupo controle, porém o
grupo intoxicado e tratado com acgai, mostrou tempo de laténcia igual ao tempo do grupo

controle.

Os danos causados pelo padrdo BD sdo relacionados ao desbalango na

neurotransmissdo, onde ha wupregulation da neurotransmissdo glutamatérgica e
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downregulation da transmissdo gabaérgica, culminando em excitotoxicidade
glutamatérgica (VENGELINE et al., 2008). A neuroprotecao do acai observada neste
estudo através dos testes motores pode estar ligada a restauracdo do equilibrio da
neurotransmissdo. Arrifano et al. (2018) demonstrou em cultura de neurdnios corticais e
astrécitos que o suco clarificado de agai aumentou a transmissdo gabaérgica pela
interagdo com o receptor GABAa, modulando a retirada de GABA da fenda sinaptica ¢

consequentemente, aumentando a sua concentracdo disponivel no meio sinaptico.

Levando em consideracdo que o cerebelo ¢ predominantemente gabaérgico e que
alteragdes em receptores GABAa tem sido atribuidas ao mal funcionamento induzida pelo
alcool na circuitaria cerebelar (JAATINEN & RINTALA, 2008), esta descoberta traz a
luz um possivel mecanismo de restauracdo da neurotransmissdao pelo aumento da
transmissao gabaérgica, podendo ser um importante fator neuroprotetivo do agai contra
os danos motores causados pelo consumo do etanol, pois o desbalanco na
neurotransmissdo favorece a excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo,
culminando em dano e perda neuronal. Somado a este fator, temos o grande potencial
antioxidante ja conhecido e comprovado do acai, que garante protecdo contra os efeitos
oxidantes do metabolismo do etanol no sistema nervoso, impedindo que os danos

causados pelo consumo do etanol se instaurem no organismo.
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Nosso estudo demonstrou através de testes de comportamento motor que o acai
tem a capacidade de prevenir os danos causados pelo consumo de etanol em padrao BD
em ratas que foram intoxicadas desde o inicio da adolescéncia até o inicio da fase adulta.
Esse achado é de extrema relevancia para a sociedade, haja vista que é preocupante o
consumo do alcool entre adolescente, embora seja proibida a venda. Além de politicas
publicas para conscientizagdo ao ndo uso do alcool por esse publico, ¢ de suma
importancia encontrar um método de prevenir ou tratar os danos causados a longo prazo

pelo consumo de etanol.
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