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RESUMO

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) foi utilizado para avaliar ansiedade em ratos submetidos ao
consumo de dlcool (AL) e & hipernutricio (H) na fase de lactacéo. Durante a lactacdo, as lactantes
receberam etanol a 50% (3ml/Kg/dia) ou dgua (AG) no mesmo volume e os filhotes foram amamentados em
ninhadas de 6 filhotes/méae (Controle-C) ou 3 filhotes/mée (Hipernutrido - H). Foram formados 4 grupos:
C+AG (CAG), C+AL (CAL), H+AG (HAG) e H+AL (HAL). O peso corporal (p) da prole foi verificado aos 7,
14, 21, 30 e 60 d de vida. Aos 60 d, os animais foram submetidos ao teste do LCE. Os resultados
indicaram que o AL afetou o peso aos 60 d enquanto a H afetou o peso do 14° até o 30° d em relacéo aos
respectivos C. No LCE, os animais HAG apresentaram maior freqiiéncia de entradas nos BA em relacéo aos
CAG. No entanto, os animais do grupo CAL exploraram mais o segmento do BA do que o CAG. Em relacdo
ao tempo gasto nos BA, o grupo HAG permaneceu mais tempo em relacéo ao grupo CAG. Os dados
confirmam a acdo ansiolitica do AL nos animais C e sugerem uma acdo ansiogénica da hipernutricdo.
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ABSTRACT

Elevated Plus Maze (EPM) was used to evaluate anxiety in rats submitted to alcohol (AL) intake and

overnutrition (H) during lactation. Ethanol 50% (3ml/Kg/day) or water (W) was administered at the same

volume to the dams and pups were fed in litters of 6 pups/dam (Control-C) or 3 pups/dam (overnourished-H).
There were 4 groups: C+W (CW), C+AL (CAL), H+W (HW) and H+AL (HAL). Pups body weight (bw) was
obtained at 7,14,21,30 and 60 days of life (d). At 60 d, rats were submitted to the EPM test. Results indicated

that the AL affected bw at 60 d and H from 14° to 30° d when compared to the respective C. At EPM test, HW
animals showed the higher entrance frequency at the open arms (OA) than the CW group. However, CAL

animals spent more time at the OA than the CW. Data confirm AL anxiolytic action in C animals and suggest

anxiogenic action of the overnutrition.

Keywords: Anxiety, Alcohol, overnutrition, Elevated Plus Maze, rats.

INTRODUCAO

A ansiedade é uma sensagdo natural que
existe em todos os seres humanos e de
extrema importéncia para a sobrevivéncia. Pode ser
definida como um estado subjetivo de apreensdo
ou tensdo, induzida pela expectiva de perigo e
frequentemente acompanhada por um ou mais
sinfomas como taquicardia, aumento da presséo
arterial, medo, transpiracéo entre outros. Depen-
dendo de sua infensidade ou duracGo torna-se
patolégica, podendo interferir no aprendizado pela
reducdo da atencéo e da meméria 3.

Um modelo bastante utilizado para estudar
a ansiedade em animais de laboratério é o Labirinto
em Cruz Elevado (LCE), consiste num labirinto em
dois bracos abertos e dois bracos fechados os
quatros bracos estdo dispostos em cruz unidos por
uma drea cenfral. Por ser um modelo ndo
condicionado, ¢ baseado em comportamentos
espontdneos do animal 4.

Para combater a ansiedade, o dlcool etilico
ou etfanol, componente essencial de numerosas
bebidas de consumo popular, é utilizado com
frequéncia por individuos ansiosos como forma de
recompensa '°. O consumo de bebidas alcodlicas é
maior na populag@o jovem do sexo masculino,
porém em mulheres jovens, o consumo de dlcool
torna-se ainda mais preocupante quando coincide
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com o perfodo reprodutivo. Inicialmente, o dlcool
produz no organismo um estado de euforia e
desinibicéo, para em seguida promover um efeito
depressivo sobre o sistema nervoso. A intensidade
dos efeitos varia, portanto, de acordo com a
quantidade ingerida e acumulada pelo organismo.
A partir de uma concentracdo de 0,5 g de dlcool
por litro de sangue, o individuo comeca a se sentir
relaxado e tranqUilo. Quando a concentracdo
atinge entre 0,5 g e 1,5 g/l/sangue os reflexos e a
coordenacdo motora  diminuem, surgindo os
primeiros sinais de embriagués. Similarmente ao
dlcool, alguns farmacos utilizados no tratamento de
ansiedade, como os benzodiazepinicos, produzem
efeitos semelhantes ''.

O consumo de dlcool durante a gestacéo
produz efeitos severos, uma vez que o dlcool
consumido pela gestante atravessa & placentaq,
deixando o feto exposto &s mesmas concentracées
de dlcool do sangue materno. No entanto, a
conseqiéncia para o feto é mais severa, pois o
metabolismo e a eliminacdo do dlcool sdo mais
lentos, ficando o feto exposto por um periodo maior
4. O grau em que as criancas sdo afetadas nédo
depende apenas da quantidade do élcool ingerido
pela mae, mas também do periodo da gestacdo em

22 Quando o

que houve o consumo materno
consumo de dlcool ocorre no periodo de lactacéo,

o resultado é uma diminuicdo no volume do leite,
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bem como no tempo de amamentacdo. Quando
isto ocorre, a nutricgo da crianca pode ser
prejudicada e graves repercussdes em sua salde
poderdo eclodir’.

Uma nutricéo adequada no inicio da vida é
um fator essencial para a formacdo do Sistema
Nervoso Central (SNC), sua organizacéo funcional
e para o bom desenvolvimento do organismo como
Um déficit

excesso, diminuicdo ou auséncia de nutrientes pode

um todo. nutricional causado por
resultar em alteracées morfolégicas, neuroquimicas,
como também comportamentais # '?. O excesso de
peso entre criancas e adolescentes tem aumentado
assustadoramente nos paises industrializados e, em
geral, estd associado com o comprometimento da
saude tanto a curto como a longo prazo 3.

Em animais de laboratério, a hipernutricdo
pode ser imposta durante o perfodo de lactacdo
através do modelo de reducdo do tamanho da
ninhada. A técnica consiste em manter 3 filhotes/
m&e e assim promover um aumento da oferta do
leite  materno com conseqiente sobrepeso dos
filhotes 2> 2*. Animais hipernutridos preco-cemente
sofrem alteragdes sistémicas como hipoinsulinemia,
hiperglicemia e aumento dos lipidios plasmdticos,
bem como alteracdes da expressdo de neurope-
ptideos hipotalamicos 7+ 18,

Neste trabalho,

efeitos da associacdo do consumo de dlcool com a

ser@o investigados os
hipernutricdo sobre o comportamento no Labirinto
em Cruz Elevado (LCE), como uma forma de avaliar
o nivel de ansiedade em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos, da linhagem
Wistar provenientes de mées que durante a lactacéo
receberam administracéo de etanol a 50% (Vetec)
na concentracdo de 3ml/kg/dia ou dgua destilada
no mesmo volume. O etanol e a dgua foram
administrados por gavagem nas ratas lactantes do
2° ao 20° dia do aleitamento.

Além da administracdo de dlcool nas maes,
manipulou-se também o estado nutricional dos

filhotes, segundo a técnica da reducdo da ninhada.
Esta técnica consiste em manter as ninhadas com 3
animais/mée durante a lactacdo, o que leva ao
aumento do peso dos filhotes. Os animais obtidos
dessas ninhadas foram considerados hipernutridos
em relacdo aos controles (6 animais/ninhada) 2.
Assim, do ponto de vista nutricional, foram
obtidos dois grupos: controle (C) e hipernutrido (H),
nos quais foi mantida a proporcdo de 2 machos
para 1 fémea. Somando-se todas as condicoes
experimentais  foram  obtidos quatro  grupos:
ConTrole-i—Aguo (CAG; n =12), Controle+Alcool
(CAL; n=13), Hipernutrido+Agua (HAG; n=10) e
Hipernutrido+Alcool (HAL; n=9).

Aos 21 dias, os filhotes foram desmamados
e partir desse momenfo apenas os machos
passaram a ser utilizados no trabalho. Apés o
desmame, os animais foram mantidos em gaiolas
de pldstico (3 ratos/gaiola) e passaram a receber a
dieta padrado do biotério Labina (Agribands Purina
do Brasil Ltda) e dgua “ad libitum”. Os animais
foram pesados no primeiro dia apds o nascimento e
aos 7, 14,21, 30 e 60 dias de vida.

As condicdes de (24°) e

iluminacdo (ciclo claro escuro com duracéo de 12

temperatura

horas) do biotério do Departamento de Nutricdo
atendiam as normas estabelecidas para o cuidado
de animais de laboratério segundo o US National
Institutes of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals.

O teste comportamental foi realizado no
Labirinto em Cruz Elevado (LCE). O aparelho
utilizado neste trabalho foi construido em madeira e
era constituido de dois bracos abertos (50 x 10 cm),
perpendiculares a dois bracos fechados (50 x 10 x
40 cm), elevados a uma altura de 50 cm do piso,
como descrito por Pellow et al (1985). Nas laterais
dos bracos abertos foi adaptada uma faixa de
acrilico, com uma saliéncia de 1,0 cm acima da
base de madeira para evitar a queda do animal.
O labirinto foi colocado em uma sala iluminada
com uma luz vermelha de 40W.

O teste do LCE foi realizado sempre no
periodo da manhd e tinha uma duragGo de 5
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minutos/animal. Aos 60 dias de idade, um animal
de cada grupo experimental era colocado no centro
do labirinto com a cabeca voltada para um dos
bracos fechados. Ao final de cada sessdo do teste,
o animal era retirado e o labirinto era higienizado
10%

qualquer pista olfativa para o animal que era

com solucdo de dlcool a para remover
colocado subsequentemente. As sessdes foram
filmadas por uma cémara de alta sensibilidade
conectada a um computador provido de placa de
video e software (X-Plot-Rat 2005) para posterior
andlise das seguintes categorias comportamentais:
nimero de entradas nos bracos abertos (BA);
nimero de entradas nos bracos fechados (BF);
tempo gasto nos bracos abertos.

Os resultados foram avaliados utilizando
uma andlise de variéncia (ANOVA) de dois fatores e
quando apropriado foi usado o teste post-hoc de

Tukey. O nivel de significéncia foi fixado em p<

0,05.
RESULTADOS
Peso Corporal

A andlise do peso corporal dos filhotes
mostrou um efeito significativo do fator nutricdo aos
14, 21, 28 e 35 dias de idade. Os filhotes
hipernutridos apresentaram um maior ganho de
peso a partir do décimo quarto dia até o trigésimo
dia de vida quando comparados com os animais
controles. Em relacdo ao efeito do fator dlcool, os
animais dos grupos cujas mdaes receberam o dlcool
apresentaram o peso significativamente superior aos
60 dias de idade em relagéo aos animais tratados
com égua (Figura 01).
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FIGURA 1- Pesos corporais dos animais do sétimo dia até o sexagésimo dia de vida. Cada barra representa &
média £ DP; CAG= animais controle cujas maes receberam dgua (n=12; barras quadrados pretos); CAL=
animais controle cujas maes receberam dlcool (n=13; barras pretas); HAG= animais hipernutridos cujas maes
receberam dgua (n=10; barras bolinhas brancas); HAL= animais hipernutridos cujas maes receberam dalcool
(n=9; barras cinza). * p< 0.05 comparado com o grupo controle; **p< 0.05 comparado com o grupo CAL.
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Medidas comportamentais

Como ilustrado na Figura 2, os animais do
grupo HAG apresentaram um aumento no nimero
de entradas nos bracos abertos em relacdo ao
grupo CAG mostrando um efeito significativo do

fator  hipernutricio  (p<  0,001). Um efeito
significativo do dlcool foi observado no grupo
controle. Os animais do grupo CAL apresentaram
um aumento significativo do ndmero de entrada nos

bracos abertos quando comparados com o grupo

CAG (p< 0,05).

FIGURA 02
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FIGURA 2- Numeros de entradas nos bracos abertos. Cada barra representa a média £ DP. Animais controle
(barras pretas) e hipernutridos (barras cinzas). CAG= animais controle cujas maes receberam dgua (n=12); CAL=
animais controle cujas méaes receberam élcool (n=13); HAG= animais hipernutridos cujas méaes receberam égua
(n=10); HAL= animais hipernutridos cujas maes receberam dlcool (n=9). * p< 0.05 comparado com o grupo

CAG; **p< 0.05 comparado com o grupo CAL.

Néao foram observadas diferencas significa-
tivas enfre os grupos quanto ao ndmero de entradas
nos bracos fechados.

Em relacdo ao tempo gasto nos bragos
abertos foi observado efeito significativo do fator
nutricdo. O grupo HAG permaneceu mais tempo

explorando este segmento do que o grupo CAG
(p<0,05) (Figura 3)

Em relacGdo ao tempo desprendido nos
bracos fechados ndo houve diferenca significativa
entre os grupos estudados.
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FIGURA 3- Tempo de explorago nos bracos abertos. Cada barra representa & média £ DP. Animais controle
(barras pretas) e hipernutridos (barras cinzas). CAG= animais controle cujas mées receberam dgua (n=12); CAL=
animais controle cujas méaes receberam élcool (n=13); HAG= animais hipernutridos cujas méaes receberam égua
(n=10); HAL= animais hipernutridos cujas maes receberam dlcool (n=9). * p< 0.05 comparado com o grupo

CAG.
DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que a

manipulacdo nutricional produziu um aumento

significativo no ganho ponderal, o que corrobora

achados anteriores 23 24

. Em relacdo aos animais
cujas maes foram tratadas com dlcool apresentaram
um ganho significativo na massa corporal aos 60
dias de vida. Estes resultados indicam que o dlcool
produziu alteracdes no crescimento corporal que
repercutiu apenas na vida adulta. Contudo, estes
resultados contradizem os achados de Neves et al.
(1995) que demonstraram que o consumo de élcool
na lactacdo, mesmo numa concentragdo baixa e
por um pequeno periodo, é capaz de reduzir o peso
corporal da prole devido a diminuicdo do volume
de leite materno, como também reducdo do

conteddo lipidico do mesmo.
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A hipernutricdo aumentou o nUmero de
entradas e o tempo gasto nos bracos abertos. Esta
observacdo sugere que os animais hipernutridos
apresentaram um menor comportamento ansioso
quando expostos a situacdes aversivas brandas ou
pouco infensas. Sabe-se que a reducdo no tamanho
da ninhada promove melhora na interacdo mae-
filhote 2°. No presente estudo, este fator pareceu
influenciar o comportamento dos filhotes na vida
adulta, fazendo-os lidar melhor com suas emocées
ao apresenfarem-se  mMenos  ANSiOSOs
submetidos ao teste do LCE 7.

Do mesmo modo, o aumento no nimero de

quando

entradas nos bracos abertos observado no grupo
CAL sugere que o dlcool, de fato, reduz a
ansiedade, porém quando associado ao fator

nutricGo este efeito desaparece.
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Greff (2003) em seu modelo tedrico
demonstrou o envolvimento da serotonina (5HT) na
modulacdo da ansiedade. A 5HT exerce efeito
ansiogénico na amigdala e ansiolitico na matéria
Estudos

aplicacdo de um antagonista dos receptores 5HT,

cinzenta  periaquedutal. utilizando @
(RP62203) na porcéo basolateral da amigdala
observaram um aumento nas porcentagens de
entrada e no tempo gasto nos bracos abertos
indicando uma reducéo do nivel de ansiedade.
Vdrios estudos tém mostrado uma relagéo
dos efeitos da ingestdo alcodlica aguda ou crénica
e com o funcionamento do sistema serotoninérgico.

(2003)

tratamento com dlcool por 7 dias diminui a

Vasconcelos et al. observaram que o
concentracdo serotonina (5HT) no cérebro de ratos.
Por outro lado, alguns estudos encontraram que a
ingestdo aguda de etanol aumenta o nivel de 5HT
cerebral. Isto sugere que o etanol produz um
aumento transitério da atividade serotoninérgica '2.

A compreensdo dos mecanismos através
dos quais o dlcool modula a ansiedade ainda néo
estdo completamente esclarecidos. Além disso,
deve-se levar em consideracGo que a resposta
neuroquimica ao etanol depende de vdrios fatores,
dentre eles a espécie, a linhagem e o sexo do
a duracdo do

animal, bem como a dose,

tratamento e estado nutricional.
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