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Datas 

Data do início do estudo: 29/09/2016 

Data do início do ensaio: 02/10/2016 

Data do término do ensaio: 06/10/2016 

Data do término do estudo: 26/10/2016 

 

1. OBJETIVOS DO ESTUDO 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial efeito neurotóxico da 

Substância Teste Fosfoetanolamina Sintética produzida pela USP (São Carlos) em ratos.   

 

2. PESSOAL ENVOLVIDO E SUAS ATRIBUIÇÕES 

Edinéia Lemos de Andrade, PhD Diretora de Estudo 

Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD Coordenadora de PDI 

Juliana Cavalli, PhD Apoio Técnico 

        

3. SUBSTÂNCIA TESTE, SUBSTÂNCIAS DE REFERÊNCIA, VEÍCULO, REAGENTES E 

SOLVENTES   

 

3.1. Caracterização da Substância Teste 

Nome : Fosfoetanolamina Sintética (USP - São Carlos)  

Nome químico (IUPAC) : Não se aplica  

Número do CAS : Não se aplica  

Lote : Não informado  

Data de fabricação : Não informado  

Data de validade : Não informado  

Pureza/ Composição : *1 Fosfoetanolamina - 32,2 %; Fosfatos inorgânicos - 
34,9%; Monoetanolamina protonada - 18,2 %; Pirofosfatos 
Inorgânicos – 3,6 %, Fosfobisetanolamina – 3,9 %; Água – 7,2%. 
*2 Fosfoetanolamina - 16,9 %; Sal (de Ca2+, Zn2+ ou Mg2+) de 
Fosfoetanolamina - 45,6 %; Monoetanolamina - 37,5 %.  

 

Fabricante : Instituto de Química de São Carlos - USP  

Aspectos físicos : Cristal branco  

Identificação CIEnP : 021.3  
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*1
 Composição na integra do composto “Fosfoetanolamina-USP” em percentagem de massa 

- Dados fornecidos pela Unicamp.  
*2

 Composição da fração solúvel do composto “Fosfoetanolamina-USP” em percentagem de 

massa - Dados fornecidos pela USP. 

 

3.2. Caracterização do Veículo 

Nome : Solução de cloreto de sódio 0,9% 

Lote : 1601092 

Data de validade : 07/2017 

Pureza : Não se aplica 

Fabricante : Laboratório Tayuyna Ltda 

 

3.3. Preparação da Substância Teste e do Veículo 

A Substância Teste foi diluída em solução de cloreto de sódio 0,9 % com auxílio de 

agitador (vortex) e homogeneizador de hélice. 

 

3.4. Seleção das doses da Substância Teste  

Os animais foram tratados com as doses de 250, 1.000 e 2.500 mg/Kg da Substância 

Teste pela via oral. O esquema Terapêutico está descrito no item 5 - Procedimentos do 

Estudo. 

 

3.5. Justificativa para a seleção das doses da Substância Teste  

A estratégia experimental adotada visou detectar um possível efeito dependente da 

dose (Lakings, 2010). Conforme a literatura, a menor dose a ser utilizada é a dose eficaz, a 

dose intermediária seria de 2 a 4 vezes maior que a dose eficaz e a maior dose 4 a 10 vezes 

a dose eficaz (Lakings, 2010). Assim, a dose inicial utilizada foi de 250 mg/kg, a dose 

intermediária de 1.000 mg/kg e a dose maior de 2.500 mg/kg.  

A dose inicial da Substância Teste foi estimada a partir de dados obtidos em estudo 

de eficácia para avaliação da atividade antitumoral da Substância Teste no modelo 

xenográfico de melanoma humano em camundongos nude (estudo nº 021-TXS-003-16). 

Neste estudo, a dose eficaz da Substância Teste foi de 500 mg/kg. A partir da conversão de 

doses entre as espécies, a qual leva em consideração a superfície corporal, a dose de 500 

mg/kg utilizada em camundongos é equivalente a dose de 250 mg/kg para ratos (Freireich, 
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1966). Assim, a dose inicial da Substância Teste foi de 250 mg/kg e as doses subsequentes 

foram de 1.000 mg/kg (4 vezes a dose eficaz) e 2.500 mg/kg (10 vezes a dose eficaz).  

 

4. SISTEMA TESTE 

 Foram utilizados animais machos saudáveis, da espécie Rattus norvegicus e linhagem 

“Sprague-Dawley”, com idade de 8 semanas, provenientes do Biotério de Criação do CIEnP. 

Os animais cujas matrizes foram adquiridas da empresa Charles River (EUA), foram criados 

sob condições SPF “Specific Pathogen Free” (ver certificado sanitário animal no Anexo I). 

 

4.1. Justificativa para a seleção do Sistema Teste 

Animais da espécie Rattus norvegicus e linhagem “Sprague Dawley” foram 

selecionados como Sistema Teste do presente estudo, por serem internacionalmente 

utilizados para testes de triagem de substâncias para avaliação do potencial neurotóxico 

(Moser et al., 1991). Além disso, são animais de fácil manejo. 

 

4.2. Comitê de ética 

Os procedimentos experimentais seguiram as normas dos Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA). O protocolo utilizado neste estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Utilização Animal (CEUA) do CIEnP, sob o número 254/00 e está arquivado no 

CIEnP. 

 

4.3. Alojamento dos animais no Biotério de Criação 

 Os animais foram acondicionados no Biotério de Criação do CIEnP em caixas 

conectadas em racks microisoladoras adquiridos da empresa Lab Products medindo (LxCxA): 

45x31x19 cm (5 animais por gaiola). Todas as gaiolas possuíam forração tipo maravalha, 

material para nidificação (madeira Aspen) e um pequeno bloco de madeira Aspen como 

enriquecimento ambiental. A maravalha utilizada para a cama foi previamente autoclavada e 

renovada periodicamente para manter o ambiente seco e limpo.  
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4.4. Aclimatação dos animais no Biotério de Manutenção de roedores 

 Os animais utilizados neste estudo foram acondicionados no Biotério de Manutenção 

de roedores do CIEnP, em gaiolas conectadas a racks microisoladoras da empresa ALESCO 

medindo (LxCxA): 48,2x33,1x21,4 cm (5 animais por gaiola), para aclimatação por um período 

de, no mínimo, 4 dias. 

 

4.5. Identificação dos animais 

 Cada gaiola foi identificada com o nome do Diretor de Estudo, número do estudo, 

animal, linhagem, sexo, grupo experimental e data de início e término do estudo. Durante os 

experimentos, cada animal foi identificado com uma marcação na cauda, de acordo com o 

POP E.10/versão atual – Identificação de Animais para Estudos.  

 

4.6. Condições ambientais 

 Tanto no Biotério de Criação, quanto no Biotério de Manutenção de roedores do 

CIEnP, as gaiolas foram limpas e desinfetadas semanalmente. A temperatura da sala foi 

ajustada para 21 ± 2 °C com faixa de umidade de 45 - 70 %.  Os animais foram mantidos em 

um ciclo claro/escuro de 12h, sendo que o ciclo claro iniciou às 6:30 da manhã. A sala de 

manutenção de roedores possui as mesmas condições de temperatura e umidade do biotério 

do CIEnP. 

 

4.7. Condições de alimentação 

 Os animais receberam água e ração ad libitum por todo o período do estudo, sendo a 

ração da marca Nuvital CR1® (Quimtia, Colombo, Paraná, Brasil) autoclavada, e a água, 

filtrada, clorada e embalada na máquina Hydropac (Lab Products, Belcamp, Maryland, EUA). 

O CIEnP realiza mensalmente a avaliação de potabilidade da água fornecida aos animais (ver 

certificado de análise da qualidade da água no Anexo II).   

 

4.8. Robustez, rastreabilidade, reprodutibilidade e confiabilidade dos dados 

 Visando reduzir ao máximo desvios que pudessem interferir na confiabilidade, 

rastreabilidade e na reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram empregados alguns 

critérios propostos pelo ARRIVE (do inglês, Animal Research Reporting In Vivo Experiments) 

(Kilkenny et al., 2010) e adotados pelos periódicos British Journal of Pharmacology (McGrath 
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e Liley, 2015) e Biochemical Pharmacology (Mullane et al., 2015). Para isso, os seguintes 

procedimentos foram rigorosamente aplicados desde o planejamento experimental até a 

realização dos experimentos: 1) Nenhum dado foi omitido para efeito da análise dos 

resultados; 2) Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos diferentes grupos 

experimentais; 3) Todos os reagentes foram usados dentro do prazo de validade indicado pelo 

Fabricante; 4) Todos dados brutos gerados foram pronta e imediatamente registrados pelo 

pessoal responsável pela condução do estudo e foram auditados pela UGQ; 5) O número 

de animais em cada grupo experimental foi o recomendado pela literatura (Lakings, 2010); 6) 

Todos os experimentos foram realizados de forma cega, ou seja, o experimentador não tinha 

conhecimento prévio quanto ao tratamento com as diferentes doses da Substância Teste 

(exceto o tratamento com o Veículo para efeito comparador); 7) Os experimentos foram 

conduzidos em dois blocos (manhã e tarde) e tiveram todos os grupos experimentais 

representados a cada bloco.  

 

5. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO 

5.1. Desenho experimental  

O Teste de Irwin integra a bateria de testes fundamentais para avaliação da 

Farmacologia de Segurança do sistema nervoso central (SNC), preconizada pelo guia ICH 

S7A (2000). Através deste teste é possível investigar o potencial efeito neurotóxico de 

substâncias através de uma série de avaliações (observacionais e interativas). Os dados 

obtidos no Teste de Irwin podem ser agrupados em categorias relacionadas: (1) aos efeitos 

sobre a atividade geral (excitação/sedação), (2) ao comportamento motor/coordenação, (3) a 

modificação da resposta a diferentes estímulos, e (4) aos sinais autonômicos. 

Para a realização do teste, no dia -1, os animais foram pesados, distribuídos nos 

diferentes grupos experimentais, depilados e mantidos na sala de experimentação para a 

ambientação (para detalhes ver item 5.2.1). No dia 0, a temperatura corporal basal foi 

mensurada e os tratamentos realizados. Os animais foram tratados com o Veículo (salina, 5 

mL/kg, via oral) ou com a Substância Teste nas seguintes doses: dose 1 (250 mg/kg), dose 2 

(1.000 mg/kg) e dose 3 (2.500 mg/Kg). Os animais tratados com as diferentes doses da 

Substância Teste foram avaliados pelo experimentador de maneira cega. No entanto, o grupo 

tratado com Veículo (controle negativo) foi identificado durante os testes, pois serviu como 

referência comportamental para avaliar as possíveis alterações induzidas pela Substância 

Teste em cada período de avaliação. 
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Cada animal foi avaliado nos seguintes períodos: 0-15; 15; 30; 120; 240 minutos e 24 

horas após a administração como mostrado na Figura 1. A escolha dos períodos de avaliação 

foi de acordo com o perfil farmacocinético da Substância Teste descrito em estudo prévio (nº 

021-PKB-023-15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Desenho experimental para avaliação do potencial efeito neurotóxico agudo da Substância Teste 
utilizando o Teste de Irwin. (A) Pré-teste (dia -1): no dia anterior ao início do teste, os animais foram pesados, 
distribuídos nos grupos experimentais, depilados e ambientados na sala de experimentação. (B) Teste (dia 0): a 
temperatura corporal basal dos animais foi verificada e em seguida, no tempo 0, os animais receberam Veículo 
(salina, 5 mL/kg) ou a Substância Teste nas doses de 250 mg/kg; 1.000 mg/kg e 2.500 mg/kg pela via oral. Cada 
animal foi avaliado nos seguintes períodos: 0-15; 15; 30; 120; 240 minutos e 24 horas após a administração. (C) 
Avaliações registradas: a ordem de testes progrediu do procedimento menos invasivo para o mais invasivo, ou 
seja, iniciando com as avaliações dentro da caixa de habitação (a) e medida da temperatura corporal no tempo de 
0-15 min, seguido por um circuito de avaliações que consistiu de 3 etapas: etapa 1: avaliações realizadas durante 
a manipulação para a transferência ao novo ambiente; etapa 2: avaliações no campo aberto durante 3 minutos de 
período exploratório; etapa 3: avaliações que incluíram resposta à diferentes estímulos utilizando aparatos. Ao final 
da etapa 3, os animais foram devolvidos à caixa de habitação. Todas as etapas deste circuito de avaliações foram 
completadas em cada período de avaliação (15; 30; 120; 240 minutos e 24 horas).  
 
 

5.2 Metodologia 

5.2.1 Ações pré-teste 

Inicialmente os animais foram identificados por marcação na cauda conforme POP-

E.10/versão atual e pesados de acordo com os procedimentos descritos no POP.E.01/versão 

atual. Posteriormente os mesmos foram distribuídos em 4 grupos experimentais de forma que 
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a variação de peso dos animais não excedesse a ± 20% do peso médio. Cada grupo 

experimental foi então aleatoriamente definido. 

Todos os animais foram depilados na região do dorso, sob anestesia com isoflurano 3 

a 5% (concomitantemente com um fluxo corrente de oxigênio de 3 a 4 litros por minuto), para 

possibilitar a verificação da temperatura corporal. Posteriormente, os animais foram alocados 

na sala de teste para ambientação onde permaneceram entre 15-20h, com ração e água ad 

libitum, exceto no dia do teste, no qual a ração e a água foram removidas imediatamente antes 

do início dos tratamentos e recolocadas após o último período de avaliação do dia (240 

minutos). 

5.2.2 Medida da temperatura corporal 

A temperatura corporal foi mensurada com auxílio de termômetro digital infravermelho 

(Morning Sun Electrical, modelo DT-8806C) direcionado ao dorso dos animais. A temperatura 

corporal média foi obtida a partir de três medidas consecutivas. 

5.2.3 Teste - Avaliações comportamentais e fisiológicas e sinais de neurotoxicidade 

As alterações comportamentais e fisiológicas e sinais de neurotoxicidade foram 

registradas de acordo com uma grade padrão de observação descrita previamente por Irwin 

(1968) para camundongos e adaptada para ratos (Teste de Irwin modificado) (Anexo III). 

Nos primeiros 15 minutos após os tratamentos, os animais foram avaliados dentro da 

própria caixa de habitação. Nesse período, a temperatura corporal foi mensurada e foram 

verificadas a postura do animal (coordenação motora) e a presença de comportamentos 

atípicos tais como; convulsão, tremores, estereotipias, entre outros. No demais períodos (15, 

30, 120, 240 minutos e 24 horas após os tratamentos), os animais foram avaliados em uma 

série de etapas que constituíram em um circuito, totalizando 5 circuitos para cada animal, a 

cada período avaliado, como segue: 

Etapa 1) avaliações realizadas durante a manipulação dos animais para a 

transferência a um novo ambiente: facilidade de remoção da caixa de habitação para o campo 

aberto, tônus muscular, salivação e lacrimejamento; 

Etapa 2) avaliações realizadas no novo ambiente (campo aberto) durante 3 minutos 

de exploração: marcha anormal, perda de balanço, perda da coordenação motora, entre 

outras; RE
LA

TÓ
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Etapa 3) avaliações relativas a reflexos e estímulos em aparatos:  reflexo da córnea, 

reatividade ao toque, tônus muscular, reflexo de endireitamento da postura, reflexo de retirada 

da pata/vocalização, tração, força de agarramento, acinesia e catalepsia. 

Todas as etapas deste circuito foram realizadas em cada período de avaliação. A 

avaliação ao longo do circuito levou em torno de 5 minutos para cada animal. Em cada bloco 

de experimento (manhã e tarde), um animal de cada grupo experimental foi analisado. 

Finalizadas todas as etapas, os animais foram retornados à caixa de habitação. Ao início de 

um novo circuito (novo período de avaliação), ainda na caixa de habitação, a temperatura 

corporal foi novamente mensurada.  

Para as avaliações realizadas durante a exploração em um novo ambiente foi utilizado 

o campo aberto, que consiste de uma caixa de acrílico medindo C60xL40xA22 cm. Para cada 

grupo experimental foi utilizado um campo aberto individual. Para a avaliação da tração foi 

utilizado um aparato constituído de uma barra dupla fixada por dois suportes verticais (primeira 

barra C27xA29 cm; segunda barra C27xA40 cm; diâmetro de ambas as barras 0,4 cm). O 

aparato para a medida da força de agarramento e acinesia consiste de uma grade de metal 

retangular (C73xL22 cm). Para avaliação do reflexo de retirada da pata/vocalização, foi 

utilizada uma pinça cirúrgica para, cuidadosamente, pinçar a ponta dos dedos de uma das 

patas traseiras do animal. O pinçamento foi realizado suavemente e com força progressiva, 

de modo a deflagrar o comportamento de retirada da pata ou vocalização. 
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5.3. Grupos experimentais 

Os animais foram separados em 4 diferentes grupos experimentais descritos abaixo 

que foram determinados aleatoriamente. 

Tabela 1. Representação dos grupos experimentais, tratamento, periodicidade, dose, via de 
administração, volume administrado e número de animais por grupo experimental. 

Grupos 
experimentais 

Controle Fosfoetanolamina Sintética – USP (São Carlos) 

Tratamento Salina Dose 1 Dose 2 Dose 3 

Periodicidade 1 vez  1 vez  1 vez  1 vez 

Dose - 250 mg/Kg 1.000 mg/Kg 2.500 mg/kg 

Via de 
Administração oral oral oral oral 

Volume de 
Administração 5 mL/kg 5 mL/kg 5 mL/kg 5 mL/kg 

Animal por 
Grupo 6 6 6 6 

 

5.4. Eutanásia 

            Ao final do protocolo os animais foram eutanasiados através de câmara de CO2 

conforme POP E.11/versão atual e Guia Brasileiro de Boas Práticas em Eutanásia em 

Animais. 

 

5.5. Análise de dados 

 Os dados foram representados como a presença do efeito e foram apresentados na 

tabela de resultados como o número de animais apresentando determinado efeito (expresso 

como x/n, onde x é número de animais que apresentaram o efeito e n é a amostragem total).  

 

6. RESULTADOS 

6.1. Efeitos da Fosfoetanolamina Sintética (USP – São Carlos) 

No presente estudo, o tratamento oral dos animais com a Fosfoetanolamina Sintética 

(USP – São Carlos) (250, 1.000 ou 2.500 mg/kg, via oral) não resultou em nenhum efeito 

sobre os parâmetros comportamentais e fisiológicos ou em sinais de neurotoxicidade nos 

tempos avaliados, quando comparado ao grupo que recebeu o Veículo (Salina 0,9%). Os 

dados referentes a esses resultados estão apresentados nos Quadros 1, 2 e 3.
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Quadro 1. Sinais clínicos e comportamentos observados no Teste de Irwin modificado após a administração da 

Fosfoetanolamina Sintética (USP – São Carlos) (250 mg/kg) 

Dose e via Veículo (Salina, 5 mL/kg, via oral) 
 

Fosfoetanolamina 250 mg/kg (via oral) 

Parâmetros avaliados 

Períodos de avaliação 

0
-1

5
 m

 

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

 

0
-1

5
 m

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

Morte  - - - - - - - - - - - - - - 

Convulsão 

Tremor 

Cauda de Straub 
E

xc
it

a
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Excitação discreta (+) 

Excitação moderada (++) 

Excitação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Comportamento de saltar 

Reatividade ao toque aumentada 

Comportamento de medo/susto  

Tônus muscular aumentado 

Agressão 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 2/6 - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

  

RE
LA

TÓ
RI

O F
OSF

OET
AN

OLA
M

IN
A



 

 

                                                Estudo nº: 021-FSN-032-16 
 

FARMACOLOGIA DE SEGURANÇA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL: AVALIAÇÃO DO POTENCIAL EFEITO NEUROTÓXICO DA 
FOSFOETANOLAMINA (USP – São Carlos) 

 

Página 16 de 69 
Avenida Luiz Boiteux Piazza, 1302 Florianópolis – SC Brasil - CEP 88056-000 

Continuação Quadro 1. 

Perda do reflexo de endireitamento da postura 

Perda do reflexo da córnea 

S
e

d
a

çã
o

 

- - - - - - -  - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Sedação discreta (+) 

Sedação moderada (++) 

Sedação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reatividade ao toque diminuída 

Comportamento de medo/susto diminuído 

Tônus muscular diminuído 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Pisada de pata dianteira 

Contorções de cabeça 

Estereotipia (comportamento de farejar) 

Estereotipia (mastigação) 

Estereotipia (movimentos de cabeça atípicos) 

Comportamento de coçar 

E
st

e
re

o
ti

p
ia

 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

-Catalepsia 

Acinesia 

Descoordenação motora (cruzamento de patas) 

Perda de balanço (cambalear e cair) 

Marcha anormal: locomoção na ponta das patas 

Marcha anormal: desequilíbrio (cambalear sem 

cair) 

Perda de tração 

Perda da força de agarramento 

M
o

to
r 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reflexo de retirada da pata/vocalização 

N
o

ci
ce

p
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 
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Continuação Quadro 1. 

Ptose 

Exoftalmia 

Piloereção 

Defecação  

Salivação  
Lacrimejamento 

A
u

to
n

ô
m

ic
o

 

- - - - - - -  - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 5/6 2/6 2/6 2/6 3/6 4/6 - 6/6 3/6 2/6 3/6 3/6 1/6 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Respiração aumentada 

Respiração diminuída 

O
u

tr
a

s 
m

e
d

id
a

s 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipotermia +: diminuição ˃ 1°C 

Hipotermia ++: diminuição ˃ 2°C 

Hipotermia +++: diminuição ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipertermia +: aumento ˃ 1°C 

Hipertermia ++: aumento ˃ 2°C 

Hipertermia +++: aumento ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Os dados são apresentados como o número de animais apresentando os sinais clínicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o número de animais 

apresentando os sinais clínicos/comportamentos na amostragem. As observações foram realizadas nos seguintes períodos:  0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e 

24 horas após o tratamento.  
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Quadro 2. Sinais clínicos e comportamentos observados no Teste de Irwin modificado após a administração da 

Fosfoetanolamina Sintética (USP – São Carlos) (1.000 mg/kg) 

Dose e via Veículo (Salina, 5 mL/kg, via oral) 
 

Fosfoetanolamina 1.000 mg/kg (via oral) 

Parâmetros avaliados 

Períodos de avaliação 

0
-1

5
 m

 

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

 

0
-1

5
 m

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

Morte  - - - - -- - - - - - - - - - 

Convulsão 

Tremor 

Cauda de Straub 
E

xc
it

a
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Excitação discreta (+) 

Excitação moderada (++) 

Excitação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Comportamento de saltar 

Reatividade ao toque aumentada 

Comportamento de medo/susto  

Tônus muscular aumentado 

Agressão 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 1/6 1/6 1/6 - - 1/6 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 
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Continuação Quadro 2. 

Perda do reflexo de endireitamento da postura 

Perda do reflexo da córnea 

S
e

d
a

çã
o

 

- - - - - - -  - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Sedação discreta (+) 

Sedação moderada (++) 

Sedação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reatividade ao toque diminuída 

Comportamento de medo/susto diminuído 

Tônus muscular diminuído 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Pisada de pata dianteira 

Contorções de cabeça 

Estereotipia (comportamento de farejar) 

Estereotipia (mastigação) 

Estereotipia (movimentos de cabeça atípicos) 

Comportamento de coçar 

E
st

e
re

o
ti

p
ia

 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Catalepsia 

Acinesia 

Descoordenação motora (cruzamento de patas) 

Perda de balanço (cambalear e cair) 

Marcha anormal: locomoção na ponta das patas 

Marcha anormal: desequilíbrio (cambalear sem 

cair) 

Perda de tração 

Perda da força de agarramento 

M
o

to
r 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - -  - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reflexo de retirada da pata/vocalização 

N
o

ci
ce

p
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 
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Continuação Quadro 2. 

Ptose 

Exoftalmia 

Piloereção 

Defecação  

Salivação  
Lacrimejamento 

A
u

to
n

ô
m

ic
o

 

- - - - - - -   - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 5/6 2/6 2/6 2/6 3/6 4/6 - 3/6 3/6 2/6 1/6 4/6 5/6 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Respiração aumentada 

Respiração diminuída 

O
u

tr
a

s 
m

e
d

id
a

s 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipotermia +: diminuição ˃ 1°C 

Hipotermia ++: diminuição ˃ 2°C 

Hipotermia +++: diminuição ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipertermia +: aumento ˃ 1°C 

Hipertermia ++: aumento ˃ 2°C 

Hipertermia +++: aumento ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Os dados são apresentados como o número de animais apresentando os sinais clínicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o número de animais 

apresentando os sinais clínicos/comportamentos na amostragem. As observações foram realizadas nos seguintes períodos:  0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e 

24 horas após o tratamento.  
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Quadro 3. Sinais clínicos e comportamentos observados no Teste de Irwin modificado após a administração da 

Fosfoetanolamina Sintética (USP – São Carlos) (2.500 mg/kg) 

Dose e via Veículo (Salina, 5 mL/kg, via oral) 
 

Fosfoetanolamina 2.500 mg/kg (via oral) 

Parâmetros avaliados 

Períodos de avaliação 

0
-1

5
 m

 

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

 

0
-1

5
 m

 

1
5

 m
 

3
0

 m
 

6
0

m
 

1
2

0
 m

 

2
4

0
 m

 

2
4

 h
 

Morte  - - - - - - - - - - - - - - 

Convulsão 

Tremor 

Cauda de Straub 
E

xc
it

a
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Excitação discreta (+) 

Excitação moderada (++) 

Excitação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Comportamento de saltar 

Reatividade ao toque aumentada 

Comportamento de medo/susto  

Tônus muscular aumentado 

Agressão 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 3/6 1/6 - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 
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Continuação Quadro 3. 

Perda do reflexo de endireitamento da postura 

Perda do reflexo da córnea 

S
e

d
a

çã
o

 

- - - - - - -  - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Sedação discreta (+) 

Sedação moderada (++) 

Sedação pronunciada (+++) 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reatividade ao toque diminuída 

Comportamento de medo/susto diminuído 

Tônus muscular diminuído 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Pisada de pata dianteira 

Contorções de cabeça 

Estereotipia (comportamento de farejar) 

Estereotipia (mastigação) 

Estereotipia (movimentos de cabeça atípicos) 

Comportamento de coçar 

E
st

e
re

o
ti

p
ia

 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Catalepsia 

Acinesia 

Descoordenação motora (cruzamento de patas) 

Perda de balanço (cambalear e cair) 

Marcha anormal: locomoção na ponta das patas 

Marcha anormal: desequilíbrio (cambalear sem 

cair) 

Perda de tração 

Perda da força de agarramento 

M
o

to
r 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Reflexo de retirada da pata/vocalização 

N
o

ci
ce

p
çã

o
 

- - - - - - - - - - - - - - 
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Continuação Quadro 3. 

Ptose 

Exoftalmia 

Piloereção 

Defecação  

Salivação  
Lacrimejamento 

A
u

to
n

ô
m

ic
o

 

- - - - - - -  - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- 5/6 2/6 2/6 2/6 3/6 4/6 - 3/6 3/6 2/6 3/6 5/6 6/6 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Respiração aumentada 

Respiração diminuída 

O
u

tr
a

s 
m

e
d

id
a

s 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipotermia +: diminuição ˃ 1°C 

Hipotermia ++: diminuição ˃ 2°C 

Hipotermia +++: diminuição ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Hipertermia +: aumento ˃ 1°C 

Hipertermia ++: aumento ˃ 2°C 

Hipertermia +++: aumento ˃ 3°C 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

- - - - - - - - - - - - - - 

Os dados são apresentados como o número de animais apresentando os sinais clínicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o número de animais 

apresentando os sinais clínicos/comportamentos na amostragem. As observações foram realizadas nos seguintes períodos:  0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e 

24 horas após o tratamento. 
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O modelo utilizado para a realização do presente estudo foi previamente validado com 

a utilização de drogas conhecidas (controles positivos) e o relatório dessa validação está 

apresentado no Anexo IV. 

 

7. CONCLUSÃO 

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo permite concluir que a Substância 

Teste Fosfoetanolamina Sintética (USP-São Carlos) não causou neurotoxicidade aguda em 

ratos, uma vez que não foi observada qualquer alteração significativa nos diversos parâmetros 

avaliados em nenhuma das doses testadas.  

 

8. REGISTRO DE DADOS BRUTOS 

 Todos os dados brutos e observações relacionadas ao estudo foram registrados 

prontamente em formulário adequado. 

 

9. EMENDAS E DESVIOS DO ESTUDO 

 Emendas e desvios ao plano de estudo, quando necessários, foram justificados, 

aprovados, datados e mantidos junto ao Plano de Estudo. 

 

10. ARQUIVAMENTO 

 Uma cópia original do Plano de Estudo, Dados Brutos e Relatório Final será arquivada 

por, no mínimo, 5 anos no CIEnP. A Substância Teste será armazenada no CIEnP até a 

expiração de sua validade.  
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ANEXO I – Certificado de sanitário animal 
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ANEXO II – Certificado da qualidade da água 
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ANEXO III - Grade padrão de observação 

Quadro 4. Grade padrão para registro de sinais clínicos observados no Teste de Irwin modificado 

Sinais Observações 

Domínio Comportamental 

Reatividade ao toque  Aumento ou diminuição 

- Reação de fuga do animal à pressão dos dedos para baixo no quarto 

traseiro em comparação ao grupo controle 

Sedação Três intensidades: 

+: após retirada da caixa e manipulação, o animal move-se mais lentamente 

em comparação ao animal do grupo controle 

++: sob as mesmas condições, o animal move-se muito lentamente 

+++: sob as mesmas condições, o animal não se move 

Excitação Três intensidades: 

+: após retirada da caixa e manipulação, o animal é discretamente mais 

ativo que o animal do grupo controle 

++: sob as mesmas condições, o animal move-se rapidamente  

+++: sob as mesmas condições, o animal se move muito rapidamente 

Catalepsia Presença 

- Quando colocado em “posição de Buda”, o animal não se move 

Morte* Presença 

Indicar o tempo de surgimento 

Convulsão* Presença 

Indicar o tempo de surgimento  

Estereotipia* Presença 

- Movimentos repetidos anormais: comportamento de farejar, mastigação, 

movimentos de cabeça atípicos 

Contorções de cabeça* -Presença 

Movimento rápido axial de um lado para outro da cabeça 

Comportamento de coceira* -Presença 

Coceira com as patas dianteiras ou traseiras em qualquer parte do corpo 

Agressão Presença 

- Tentativa de mordida quando há aproximação de uma caneta em direção à 

cabeça  

- Tentativa de mordida em direção a outros animais ou ao experimentador 

Tremor* Presença 

Tremor corporal disseminado ou em parte do corpo  

Cauda de Straub* Presença 

Cauda rígida na posição vertical e tendência do animal em curvar o dorso  
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Sinais Observações 

Comportamento de 

medo/susto 

Presença  

- Reação do animal (vacilo, salto) ao estalar de dedos  

Exoftalmia Presença 

- Protrusão dos globos oculares 

Perda da força de 

agarramento 

Presença 

- Quando colocado sobre uma grade de arame, o animal não move quando 

a grade é progressivamente movida em direção à posição vertical (cerca de 

30°) 

Comportamento de saltar Presença 

Perda de balanço* Presença 

- Coordenação motora prejudicada. O animal cai de lado quando ele se 

move. 

Pisada de pata dianteira* Presença 

- Marcha repetida de patas dianteiras sem deslocamento 

Marcha*  Presença 

- Coordenação motora preservada, mas animal ocasionalmente em 

desequilíbrio (cambaleando)  

- Locomoção na ponta das patas 

Perda da coordenação 

motora* 

Presença 

- Coordenação motora prejudicada 

- Locomoção desorganizada (por exemplo, cruzamento de patas) 

Tônus alterado da 

musculatura  abdominal  

Aumento ou diminuição 

- Suavidade ou dureza do abdômen quando prensado lateralmente entre o 

dedo indicador e polegar em comparação ao grupo controle.  

Contorções* Presença 

- Contração coordenada dos músculos abdominais, geralmente resultando 

em flancos ocos e alongamento de membros posteriores 

Perda de tração  Presença 

- Quando colocadas as patas dianteiras sobre a barra horizontal mais alta, o 

animal não traz suas patas traseiras para cima na tentativa de alcançar a 

barra horizontal mais baixa, alocada logo abaixo da primeira barra (máxima 

de três tentativas. 

 

*Se o animal apresentar tração normal, não é necessário verificar a força de 

agarramento, acinesia e catalepsia. 
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Sinais Observações 

Domínio sensório-motor 

Perda do reflexo da córnea Presença 

- Quando a superfície da córnea é levemente tocada com a ponta de uma 

caneta, o animal não tem resposta de fechamento do olho 

Perda do reflexo de 

endireitamento da postura 

Presença 

- Quando colocado de costas, o animal não retorna à sua posição original 

Domínio autonômico 

Piloereção* Presença 

- Pelos arrepiados 

Reflexo de retirada da 

pata/vocalização  

Quando pinçado na ponta dos dedos de uma das patas traseiras com uma 

pinça, o animal não reage (movimentação de retirada ou vocalização) 

Ptose Presença 

Pálpebra parcialmente ou completamente fechada 

Respiração alterada Aumento ou diminuição 

- Taxa de respiração é comparada com o grupo controle 

Defecação/diarreia Presença: número de bolos fecais 

- Indicar presença de diarreia, se houver 

Salivação Presença  

- Umidade visível em torno da boca 

Lacrimejamento Presença 

- Umidade visível em torno dos olhos 

Hipotermia Três níveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e 

controle: 

+: diminuição ˃ 1°C 

++: diminuição ˃ 2°C 

+++: diminuição ˃ 3°C 

Hipertermia  Três níveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e 

controle: 

+: aumento ˃ 1°C 

++: aumento ˃ 2°C 

+++: aumento ˃ 3°C 

*Parâmetros avaliados continuamente nos primeiros 15 minutos após a administração. 

Fonte: Adaptado de Castagné et al., 2013.  
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ANEXO IV - Validação do Teste de Irwin Modificado em Ratos 
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