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RESUMO

A ingestdo de bebidas alcodlicas durante a gravidez é atualmente a principal causa de
teratogenias em todo o mundo, sendo considerado um sério problema de salde publica
nacional e internacional. Cerca de 10% das mulheres na populagdo mundial consomem
bebidas alcodlicas durante a gravidez. Quando ingerido durante a gravidez ou amamentacao,
0 alcool (ETOH) pode provocar danos permanentes no sistema nervoso central (SNC) da
prole. Dependendo da quantidade e do periodo de desenvolvimento em que ocorre a
exposi¢do, a ingestdio de ETOH na gravidez pode desencadear disturbios fisicos,
comportamentais, cognitivos e psicossociais que caracterizam a Sindrome Alcoodlica Fetal
(SAF). Durante o desenvolvimento o ETOH interage e provoca danos no sistema
serotoninérgico, alterando respostas fisiologicas e comportamentais. No tronco encefalico
estdo localizados os nucleos da rafe que contém neurénios secretores de serotonina (5-HT).
Este neurotransmissor, juntamente com 0s seus receptores sdo responsaveis pela modulacédo
comportamental no controle alimentar, do humor, no ciclo sono e vigilia, termorregulacéo,
sensibilidade a dor, e participa de processos de desenvolvimento e plasticidade no SNC.
Objetivou-se investigar os efeitos da exposi¢do cronica do ETOH na imunorreatividade dos
nucleos Dorsal (DR) e Mediano da Rafe (MnR), assim como, sobre o peso corporal e
encefalico da prole de camundongos, cujas mées foram expostas ao ETOH a 15% (v/v), ad
libitum, durante a gestacdo e/ou lactacdo. Foram empregados métodos de Nissl,
imunoistoquimico e analise da densidade Optica relativa (DOR). Observou-se uma diminuicao
na imunorreatividade serotoninérgica (5-HT-IR), confirmada pela analise da DOR, nos
ndcleos DR e MnR dos grupos alcoolicos (p < 0,0001), em relagdo ao controle. Quando
comparados 0s grupos alcodlicos entre si, nota-se reducdes significativas na DOR do DR para
as proles do grupo EtL (p < 0,05) em relacdo ao EtG, e no MnR do EtL (p < 0,001) e (p <
0,01) comparados ao EtG e EtGL respectivamente. Apds o desmame, observou-se perca de
peso corporal apenas para os grupos EtL e EtGL (p < 0,0001) em relagdo ao controle; e aos
34/36 dias a reducdo de peso corporal persistiu para o EtL (p < 0,01) comparado ao controle, e
(p < 0,001) em relagdo ao EtG. Observou-se ainda redugédo do peso encefélico do grupo EtL
(p < 0,5) em relacdo ao controle, e do EtL e EtGL (p < 0,01) em relacdo a EtG. Nossos
resultados demonstram que o consumo de dietas liquidas contendo ETOH a 15%, por
gestantes e/ou lactantes repercute sobre a prole, causando prejuizos para o desenvolvimento
dos neurdnios 5-HT nos ndcleos DR e MnR da rafe, e sobre o peso corporal e encefélico
durante o periodo pds-natal.

Palavras-chave: Etanol; Gravidez; Lactacdo; Nucleos da rafe; Serotonina.



ABSTRACT

Alcohol consumption during human pregnancy is currently a leading cause of teratogenies
around the world, and is considered a serious problem of national and international public
health. About 10% of women in the world's population consume alcohol during pregnancy.
When ingested during pregnancy or breastfeeding, alcohol (ETOH) can cause permanent
damage in the central nervous system (CNS) of the offspring. Depending on the amount and
period of development when exposure occurs, ETOH intake in pregnancy can trigger physical
disorders, behavioral, cognitive and psychosocial alterations that characterize the Fetal
Alcohol Syndrome (SAF). During development the ETOH interacts and causes damage to the
serotonergic system, changing behavioral and physiological responses. In the brainstem are
located the raphe nuclei containing secretory neurons of serotonin (5-HT). This
neurotransmitter, along with its receptors are responsible for behavioral modulation in food
control, mood, sleep and wake cycle, thermoregulation, sensitivity to pain, and participates in
developmental processes and plasticity in the CNS. Aimed to investigate the effects of
chronic exposure of ETOH in immunoreactivity of the Dorsal nucleus (DR) and Median
Raphe (MnR), as well as on the body weight and injury of the offspring of mice whose
mothers were exposed to ETOH to 15% (v/v), ad libitum, during pregnancy and/or lactation.
Nissl, immunohistochemical methods and analysis of relative optical density (ROD) were
used. There was a decrease in serotonergic immunoreactivity (5-HT-IR), confirmed by the
analysis of the ROD, in the DR and MnR nuclei of the alcoholic groups (p < 0.0001), relative
to the control. When comparing the alcoholic groups with each other, there were significant
reductions in the ROD of the DR for the offspring of the EtL group (p < 0.05) in relation to
the EtG, and in the MnR of the EtL (p < 0.001) and (p <0, 01) compared to EtG and EtGL
respectively. After weaning, body weight loss was observed only for the EtL and EtGL
groups (p < 0.0001) in relation to the control; and at 34/36 days body weight reduction
persisted for EtL (p < 0.01) compared to control, and (p < 0.001) for EtG. There was also a
reduction in the encephalic weight of the EtL group (p < 0.5) in relation to the control, and of
EtL and EtGL (p < 0.01) in relation to EtG. Our results demonstrate that the consumption of
liquid diets containing 15% ETOH by pregnant and / or lactating mothers affects the
offspring, causing damage to the development of 5-HT neurons in rafe DR and MnR nuclei,
and on body weight and encephalic period during the postnatal period.

Keywords: Ethanol; Pregnancy; Lactation; Raphe nuclei; Serotonin.
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1 INTRODUCAO

O alcoolismo gestacional tem se tornado um sério problema de salude publica,
apresentando um aumento frequente na sua prevaléncia (WILLIAMS; SMITH, 2015;
POPOVA et al., 2017). O uso, abuso e dependéncia de ETOH s&o mais frequentes em homens
do que entre mulheres, mas essa diferenca vem diminuindo ao longo dos anos. Alguns fatores
como as caracteristicas bioldgicas, psicologicas e psicossociais podem estar relacionados ao
aumento no consumo e dependéncia de ETOH pelo género feminino (PECHANSCKY et al.,
2017).

Em sua fase inicial, a ingestdo de ETOH provoca sensacOes de prazer e bem-estar. Com
0 passar do tempo, 0 organismo torna-se dependente, passando a exigir um consumo regular
de ETOH para manter as sensacGes agradaveis, o que aumenta os efeitos colaterais deletérios
no sistema nervoso (GUEDES; BEZERRA; ABADIE-GUEDES, 2016), além do que, pode
resultar em acfes tdxicas sobre 6rgdos e tecidos, desencadeando mecanismos lesionais
associados a diferentes patologias que afetam a satde do individuo (TESTINO; BORRO,
2010; RHEM, 2011; JANVALE; KENDRE; MEHROTA, 2014).

A exposicdo pré-natal ao ETOH pode causar danos ao feto em desenvolvimento e tem
sido constatado ser a principal causa evitavel de defeitos congénitos, intelectual e deficiéncias
do desenvolvimento neuroldgico, por causar grandes efeitos deletérios, o que leva a uma série
de anormalidades fisicas e cognitivas em criancas, com repercussdo na idade adulta
(MATTSON; SCHOENFELD; RILEY, 2011; WILLIAMS; SMITH, 2015). Jones e Smith
(1973) consideraram que a soma destes distdrbios, constitui uma sindrome e a denominaram
de Sindrome Alcodlica Fetal (SAF), e que a expressdo mais elevada das teratogenias esta
relacionada ao uso elevado do ETOH.

A amplitude destas anormalidades varia de acordo com fatores biolégicos e ambientais,
como a quantidade e a frequéncia de ETOH ingerido pela gestante, periodo da gestacdo
exposto ao ETOH, idade materna junto com fatores genéticos, nutricionais e fisicos, além do
historico de uso de outras drogas (GARCIA; ROSSI; GIACHETI, 2007).

Estudos experimentais em animais (BURGOS et al., 2004) e em seres humanos
(BACKSTRAND et al., 2004) relacionados ao consumo de ETOH por lactantes, sugerem que
a ingestao de bebidas alcoolicas durante a lactagédo afeta 0 metabolismo materno, repercutindo
no metabolismo e desenvolvimento dos recém-nascidos. Os efeitos da exposi¢cdo pds-natal ao

ETOH através da amamentacdo ainda ndo foram tdo examinados quanto aqueles do periodo
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pré-natal, e a literatura que trata da prevaléncia do consumo de ETOH durante a amamentacéo
é escassa (HAASTRUP; POTTEGARD; DAMKIER, 2014; DUMAS; TOUTAIN; SIMMAT-
DURAND, 2017).

Durante o desenvolvimento, o sistema serotoninérgico ¢ afetado pelo ETOH, através da
reducdo do numero de neurdnios que sintetizam 5-HT e dos niveis de 5-HT, que além de agir
CcOmo um neurotransmissor promove o crescimento neuronal, a diferencia¢do, a migracao e a
formacdo de sinapses (DRUSE et al., 2004; VALENZUELA; PUGLIA; ZUCCA, 2011),
influenciando a embriogénese, agindo como um fator neurotréfico (DERIO et al., 2008;
FEIJO et al., 2011). Além disso, desempenha multiplas acdes fisioldgicas, como o controle da
saciedade, da temperatura corporal, estresse, regulacdo do sono, controle de secrecdo
hormonal, atividade fisica, atividade psiquica e sensibilidade & dor (FEIJO et al., 2011).

Neste contexto, hd um interesse crescente por estudos relacionados ao consumo de
ETOH, uma vez que este pode desencadear diferentes efeitos que induzem danos ao
desenvolvimento embrionéario e fetal e que, dependendo do tempo e da fase de exposic¢éo,
contribuir para a variabilidade dos resultados observados em todo espectro alcoolico fetal
(WARREN; HEWITT; THOMAS, 2011), além da repercussdo social e econémica que o seu
uso abusivo acarreta (LOPES et al., 2015; CISA, 2018).

Tem sido demonstrado que o consumo do ETOH durante a gravidez, mesmo em doses
moderadas ou baixas, pode provocar alteracdes, ainda que sutis, na personalidade e no
comportamento, inclusive humano (COMASCO et al., 2017). Nesse contexto, acreditamos
gue o sistema serotoninérgico, notadamente os nucleos DR e MnR da rafe irdo apresentar
alteracdo na sua morfologia, com reducdo na sua imunorreatividade.

Dessa forma, considerando o amplo espectro de efeitos teratogénicos provocados pela
exposicdo ao ETOH durante o desenvolvimento, bem como a multiplicidade de acdes da 5-
HT, nos motivamos a buscar uma melhor compreensdo do sistema serotoninérgico na prole de
um modelo animal submetido a ingestdo de ETOH durante os periodos de gravidez e

aleitamento materno.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alcoolismo feminino/materno e suas implicac6es

Dados do Il Levantamento Nacional de Alcool e Drogas-LENAD demonstram, que as
mulheres brasileiras tém iniciado o consumo de bebidas alcodlicas mais precocemente e
ingerido quantidades mais elevadas. A idade de experimentacdo quando comparados 0s anos
de 2006 e 2012, na faixa etaria dos 12 aos 14 anos, aumentou de 7% para 13%, e dos 15 aos
17 anos, de 28% para 32%; e a proporcdo de mulheres que consomem cinco doses ou mais
aumentou de 17% em 2006, para 27% em 2012, representando 38% das pessoas que
consumiram ETOH em 2012 (LARANJEIRA, 2014).

O aumento do consumo de bebidas alcoolicas entre mulheres pode ter influéncia sobre
os dados de estudos recentes que tratam do consumo deste tipo de bebidas pela populagéo
brasileira (WHO, 2017). Em 2006, cada brasileiro a partir de 15 anos bebia o equivalente a
6,2 litros de ETOH puro por ano, e em 2016 passou para 8,9, superando a média mundial
(6,4L per capita) (WHO, 2017).

Diante destes dados, é importante salientar que o consumo de bebidas alcodlicas é
tolerado pela sociedade, e como na sociedade moderna a mulher tem um estilo de vida
diferente dos de geragdes passadas, o consumo de ETOH entre mulheres em idade reprodutiva
aumentou (BUCHER, 2015).

Alguns fatores podem ter contribuido, como a insercdo no mercado de trabalho, o
acumulo de papéis sociais e a elevacao do estresse, associado as diferencas bioldgicas entre 0s
géneros, como maior proporcdo de gordura corpérea e menor quantidade de agua (51%
mulheres e 65% homens). As mulheres geralmente pesam menos e possuem niveis menores
de alcool desidrogenase (ADH), enzima responsavel pela primeira etapa de metabolizacdo do
ETOH no figado (PECHANSCKY et al., 2017; CISA, 2018). Isso faz com que, quando
consumidas as mesmas quantidades de bebidas alcodlicas que os homens, elas apresentem
niveis mais elevados de ETOH no sangue e demorem mais tempo para metaboliza-lo, e ainda
devido a fatores hormonais, o seu efeito se torne mais prazeroso para as mulheres
(PECHANSCKY et al., 2017).

Na Ameérica Latina, apesar do aumento crescente no consumo de bebidas alcoodlicas
pelo sexo feminino, o nimero de pesquisadores interessados na abordagem do tema, ainda era

bastante reduzido (MONTEIRO, 1996), e apesar de desde a antiguidade haver referéncias as
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consequéncias da exposigao fetal ao ETOH, somente a partir do inicio do século XXI foi que
os estudos sobre alcoolismo feminino passaram a ser realizados em linhas de pesquisa,
tornando-se frequentes nas publicacBes cientificas (ZILBERMA; TAVARES; ANDRADE,
2003; BRASILIANO; HOCHGRAF, 2005; ZILBERMA; BLUME, 2005).

O ETOH, sob a forma de bebidas (vinho, cerveja, uisque, gin, vodka, licor, etc.), é o
vetor mais relevante de retardo mental nos filhos de mées alcoolistas e o principal responsavel
por teratogenias no mundo ocidental (GRINFELD, 2010). Mesmo em registros historicos de
civilizagbes mais antigas (Grécia e Roma), sdo encontrados relatos sobre a associacdo entre
abuso de ETOH na gestacdo e desenvolvimento fetal, como a incidéncia aumentada de
abortos, natimortos e malformacgdes congénitas em recém-nascidos (LEMOINE et al., 1968).
Textos biblicos também comentam sobre a importancia da abstinéncia desta substancia
durante a gravidez, como por exemplo, em “Juizes 13:3,4”, quando um anjo avisa a futura
mae de Sansdo para ela ndo beber durante este periodo (GILBERT, 2011).

Em meados do século XVIII, na Inglaterra, o consumo do gin disseminou-se na
sociedade sendo consumido por homens e mulheres. Nesse periodo, os médicos descreveram
as criancas nascidas de maes consumidoras habituais como criancas fracas, débeis e
desatentas, alertando para o perigo do consumo de bebidas alcodlicas durante a gravidez,
porém, a sociedade interpretou estas informagdes como moralistas, associando tais problemas
a causas que também faziam as mées beberem (WARNER; ROSETT, 1975).

Posteriormente, durante o século XI1X e inicio do seculo XX, estudos foram realizados
no sentido de estabelecer-se uma relacdo entre o consumo de ETOH e alteracfes a nivel do
desenvolvimento fetal. No entanto, s no final da década de 60 e inicio dos anos 70 foi que 0s
efeitos nefastos do ETOH na gravidez voltaram a ter grande interesse na comunidade
cientifica (MATTSON; RILEY; 1998). Em 1968 foram publicados os resultados de um dos
primeiros estudos sobre filhos de maes alcodlicas, sendo descritas caracteristicas fisicas
bastante especificas nestas criancas (LEMOINE et al., 1968). Contudo, s6 com a publicacdo
de um trabalho realizado por Jones e Smith (1973), foi que a comunidade cientifica mundial
despertou para a problematica, onde o espectro do efeito teratogénico do ETOH passou a ser
denominado como SAF.

Com o aumento do interesse sobre o0 tema e consequente investigacdo, pesquisas
possibilitaram perceber que os efeitos sobre o feto resultantes da exposi¢cdo ao ETOH sdo de

uma extensa complexidade e amplo espectro, dificultando muitas vezes a suspeita clinica e o
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diagnédstico, devido a variedade de aspetos clinicos e comportamentais associados
(GRINFELD, 2010).

Na maioria das vezes as mulheres ndo percebem que estdo gravidas até entre quatro e
seis semanas de gestacdo, e por isso, muitas delas acabam consumindo bebidas alcodlicas
durante esse periodo (KAUP; MERIGHI; TSUNECHIRO, 2001; BOSCO; DIAZ, 2012).
Provavelmente, um dos fatores agravantes para esta situacdo seja a falta de planejamento
familiar, uma vez que, de acordo com o Fundo de Populacdes das Nacdes Unidas-UNFPA, do
total de nascimentos ocorridos nos Ultimos anos, apenas 54% foram planejados para aquele
momento. Entre os 46% restantes, 28% eram desejados para mais tarde e 18% ndo eram
desejados (UNFPA, 2016).

O reconhecimento tardio da gravidez, e o consumo de bebidas alcodlicas, tem como
consequéncia a ingestdo de ETOH durante o primeiro trimestre, 0 que tem sido comumente
associado ao comportamento desordenado e desenvolvimento cognitivo prejudicado,
observado em criancas com SAF ou Distarbios do Espectro Alcodlico Fetal (FASD)
(WILLFORD et al., 2004).

Os efeitos neuropsicoldgicos da exposicdo pré-natal ao ETOH ndo melhoram com a
idade (COMASCO et al., 2017). Individuos com diagnostico de SAF mostram funcgdes
cognitivas e executivas reduzidas e deterioracdo da cognigéo social persistente na idade adulta
(RANGMAR et al., 2015b). Os adultos com SAF recebem educacéo especial, sdo propensos a
ficarem desempregados, recebem pensdo por invalidez, apresentam taxas mais elevadas para
transtornos psiquiatricos e foram prescritas drogas psicotrépicas ao longo da vida em maior
medida do que a maioria de seus pares (RANGMAR et al., 2015a). Estes resultados indicam
que, seja de uma perspectiva econémica, social, educacional, familiar, de saide ou médica, a
SAF representa um grande fardo para a satde publica ( WARREN; HEWITT, 2009).

2.2 Alcoolismo e gravidez

A quantidade segura de ETOH que uma gestante pode consumir ndo esta definida na
literatura, por isto recomenda-se abstinéncia total durante toda a gravidez, haja vista, haver
uma indicagdo de que a exposigdo a niveis baixos ou moderados de ETOH durante a vida
intrauterina pode produzir altera¢fes agudas e de longo prazo no cérebro em desenvolvimento
(WILLIANS; SMITH; VICENTE, 2015; COMASCO et al., 2017). No entanto, um estudo

recente (POPOVA et al., 2017), aponta que mundialmente, cerca de 10% das mulheres na
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populacdo em geral consomem ETOH durante a gravidez, e que em média uma em cada 67
mulheres teve uma crianga com SAF (Tabela 1). Através destes dados, este estudo estima que
em média, em torno de 15, de cada 10.000 pessoas em todo 0 mundo terd SAF, ou seja, cerca
de 119.000 criancas nascidas com SAF globalmente todos o0s anos.

A elevada proporcéo no consumo de ETOH pelas mulheres da regifo europeia durante
a gravidez se reflete na maior prevaléncia de SAF, que é 2,6 vezes maior do que a média
global (POPOVA et al., 2017).

Tabela 1. Prevaléncia global do consumo de alcool (qualquer quantidade) durante a gravidez e sindrome de
alcoolismo fetal (SAF) na populacdo em geral em 2012, por regido, de acordo com a OMS. Os dados séo
estimativas de prevaléncia (IC 95%). AFR = regido africana. AMR = Regido das Américas. EMR = regido leste-
mediterranea. EUR = regido europeia. FAS = sindrome do alcoolismo fetal. SEAR = regido do Sudeste Asiatico.
WPR = regido do Pacifico Ocidental. Fonte: Adaptado de POPOVA et al., 2017.

Uso de ETOH durante a gravidez (%) SAF (POR 10 000)

AFR 10,0% (8,5 —11,8) 14,8 (8,9 — 21,5)
AMR 11,2% (9,4 —12,6) 16,6 (11,0 — 24,0)
EMR 0,2% (0,1 — 0,9) 0,2(0,2—- 0,9
EUR 25,2% (21,6 —29,6) 37,4 (24,7 -54,2)
SEAR 1,8% (0,9 — 5,1) 2,7(1,3- 8,1)
WPR 8,6% (4,5 —11,6) 12,7 (7,7-19,4)
Em todo o mundo 9,8% (8,9 —11,1) 14,6 (9,4 - 23,3)

Dois fatores contribuem para a participacdo do ETOH na génese das alteracdes
observadas na SAF: a capacidade do ETOH de provocar lesées em quase todos os sistemas do
organismo e a passagem livre desta substancia pela barreira placentaria (SCIVOLETTO;
MALBERGIER, 2003). O ETOH cruza a barreira placentaria livremente, por ter peso
molecular entre 600 e 1000 Kda, e propriedades de dissociacdo e polarizacao, sendo sollvel
em agua e em solventes ndo polares, o que faz com que possa atravessar as membranas
celulares e difundir-se em todos os liquidos e tecidos do organismo (RIBEIRO; GONZALEZ,
1995; STREISSGUTH et al., 1996).

A difusdo do ETOH ocorre atraves do fluxo sanguineo placentar, segundo um gradiente
de concentracdo. Ao cruzar a placenta pelo sangue materno, o ETOH vai para o liquido
amnidtico e para o feto e, em cerca de 1 hora, 0s niveis de ETOH no sangue fetal e no liquido
amnidtico sdo equivalentes aos do sangue da gravida (RIBEIRO; GONZALEZ, 1995; BURD

et al., 2007). No entanto, o efeito toxico no feto € muito mais exacerbado, uma vez que nesse,
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ndo esta totalmente estabelecida a funcdo hepatica. Consequentemente, 0 ETOH atinge
concentragOes sanguineas mais elevadas no feto que na mae. Apesar do acetaldeido derivado
do metabolismo materno também cruzar a placenta, e sua concentracao tornar-se elevada e
mais toxica pela formacéo insuficiente da enzima aldeido-desidrogenase hepatica na vida fetal
(BRODY, 1998), estudo realizado em ratas prenhes através da inibicdo do metabolismo do
ETOH e o consequente aumento da exposicao fetal, sugere que € o ETOH e ndo os seus
metabolitos, que causam a embriotoxicidade (SHANKAR; RONIS; BADGER, 2007).

O principal mecanismo de eliminacdo do ETOH fetal acontece primordialmente pela
reentrada na circulagdo materna. Como a mée metaboliza 0 ETOH, a concentracdo deste ira
descendo ao longo do tempo na sua circulagdo sanguinea. Contudo, como o feto ndo tem
capacidade de metabolizacdo do ETOH, ja que ndo possui a enzima ADH, a concentracao
alcoolica fetal manter-se-a elevada por mais tempo até que a sua concentracdo plasmatica na
mée seja inferior a fetal, ocorrendo a difusdo de ETOH no sentido inverso (circulacdo fetal —
circulagdo materna) (MELLO et al., 2001; BURD et al., 2007). Porém, o ETOH tem como
efeito primario uma vasoconstricdo no cordao umbilical e na placenta, o que pode aumentar a
duracdo de exposicdo fetal ao ETOH devido a reducdo do fluxo sanguineo (GRINFELD,
2005).

Apo0s a 24 semana de gravidez, o feto ingere o liquido amniotico, absorve 0 ETOH que
vai para a circulacdo fetal, e o transfere para a circulacdo materna, 0 que parece ser um
mecanismo de eliminacdo do ETOH contido no liquido amniético. No entanto, pode haver um
lapso de 3 horas nesse processo, mesmo apos a ingestdo de apenas uma dose de bebida
alcoodlica. E provavel que o liquido amniético da gestante alcoolista se transforme em um
reservatorio de ETOH, pois o nivel de ETOH permanece elevado por mais tempo no liquido
amnidtico que no sangue materno (BURD et al., 2007; BURD, 2008).

Os danos pré-natais na época da concepcdo e nas primeiras semanas de gestacdo podem
ser de natureza citotoxica ou mutagénica, levando a aberragcGes cromossémicas graves. No 1°
trimestre, ocorre risco de malformac@es e dimorfismo facial, pois se trata de fase critica para a
organogénese; no 2° trimestre, ha aumento da incidéncia de abortos espontaneos; e no 3°
trimestre, 0 ETOH lesa outros tecidos do sistema nervoso, como o cerebelo, o hipocampo e 0
cortex pre-frontal, alem de causar retardo do crescimento intrauterino e comprometer o parto,
aumentando o risco de infeccGes, descolamento prematuro de placenta, hipertonia uterina,
trabalho de parto prematuro e presenga de meconio no liquido amnidtico, o que constitui forte
indicacdo de sofrimento fetal (GRINFELD, 2005; HOYME et al., 2005).
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O cérebro é o 6rgdo mais vulneravel ao efeito teratogénico do ETOH, o que pode
acarretar em danos e malformagdes permanentes (MOMINO; SANSEVERINO; SCHULER-
FACCINI, 2008). Tal fato, provavelmente seja decorrente da sua alta dependéncia de um
fluxo sanguineo ininterrupto, ao alto conteudo de acidos graxos livres poli-insaturados, e o
relativamente baixo nivel de enzimas e antioxidantes bloqueadores de radicais livres (ABEL;
HANNIGAN, 1995).

A circulagdo placentaria e a circulacdo cerebral fetal sdo meios de transporte
fundamentais para o fornecimento de substancias essenciais ao desenvolvimento e
manutencdo do SNC (SHIBLEY; MCINTYRE; PENNINGTON, 1999). Através dessas vias,
fatores de crescimento tém acesso ao tecido cerebral em formacéo, induzindo a hiperplasia e a
diferenciacdo de células neuronais e gliais (PHILLIPS et al., 1997). Alteracfes ou retardo no
desenvolvimento dos vasos sanguineos ou da barreira hematoencefélica fetal, formada pelo
endotélio vascular e a bainha perivascular astrocitaria, podem alterar o aporte de fatores de
crescimento e consequentemente o processo de proliferacdo e diferenciacdo das células
cerebrais. Os mecanismos lesivos dos vasos sanguineos sdo dependentes do tempo de
exposicdo, da concentracdo sanguinea, e da sensibilidade variada das diversas regifes
cerebrais ao ETOH pré e pos-natal precoce (KELLY et al., 1990; MAYHAN; DIDION,
1996).

Os efeitos psicoldgicos encontrados em criangas expostas a0 consumo, mesmo que
moderado, de ETOH materno, estdo listados na Fig.1l, sendo os mais frequentemente
relatados: déficits na cognicdo, habilidade matematica, fluéncia verbal e memoria espacial
(WILLFORD et al., 2004; FLAK et al., 2014).

Distarbios do Espectro
Alcodlico Fetal (FASD)
* Deficiéncia no
funcionamento executivo
* Aprendizado tardio
* Pouca memobéria,
principalmente meméria
de trabalho
* Pouca coordenagdo
* Habilidade social
prejudicada
* Problemas de conduta
persistentes e de inicio
precoce
¢ Déficit de atengéo
* Impulsividade
* Hiperatividade

Figura 1. Sintomas psicoldgicos encontrados em criangas expostas ao consumo moderado de alcool materno.
Fonte: Adaptado de COMASCO et al., 2017.
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O diagnostico da FASD pode ser corroborado por meio de imagens cerebrais, mais
especificamente na analise dos nucleos da base, do cerebelo, do corpo caloso e do hipocampo,
que sdo regibes mais comprometidas pela acdo do ETOH no desenvolvimento embrionario
(NICCOLS, 2007).

Um individuo com Desordens de Neurodesenvolvimento Relacionadas ao Alcool
(Alcohol-related Neurodevelopmental Disorders-ARND), pode ter um comportamento
desordenado e desenvolvimento cognitivo semelhante a um individuo com SAF, mas nao
apresentar a dismorfologia facial necessaria para um diagnéstico de SAF conforme ilustrado
na Fig. 2, (HOYME et al., 2005; 2016).

A

Ponte nasal baixa Epicanto

Anormalidades Fissuras

nas orelhas palpebrais curtas -
Face média plana
Filtro Nariz curto
indistinto
T, ; \‘ Labio superior
Micrognatia fino

Figura 2. (A) Conjunto das principais caracteristicas faciais encontradas em criancas expostas ao ETOH fetal;
(B) Crianca com os 3 aspectos faciais diagndsticos da SAF: comprimento de fissuras palpebrais curto, filtro liso
e labio superior fino. Fonte: Adaptado de PINHIERO; OLIVEIRA FILHO, 2015; WILLIAMS; SMITH, 2015.

E de fundamental importancia chamar atencio para o fato de que mulheres alcoolistas
que continuam com o consumo pesado de ETOH, em gestacGes subsequentes terdo seus filhos
mais novos com quadros mais graves que os anteriores (BURD, 2008), e que 0s danos
provocados em fetos de mulheres usuarias de ETOH sdo permanentes e irreversiveis
(GRIFELD, 2005).

2.3 Alcoolismo e lactagdo

O consumo de bebidas alcodlicas por lactantes vem despertando a atencdo dos
pesquisadores (BURGOS; BION; CAMPQS, 2004). Estudos nesse sentido sdo extremamente
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importantes, pois apesar de os efeitos nocivos do ETOH durante a gravidez estar de certa
forma bem estabelecidos e levarem a recomendagGes muito restritivas para as mulheres
gravidas quanto a ingestdo desta substancia, o mesmo ndo ocorre em relacdo a lactagéo,
embora existam lactantes que consomem bebidas alcoolicas durante este periodo
(MENELLA, 2001a; 2001b).

Apesar da falta de comprovacdo cientifica para sustentar a afirmacéo de que o ETOH é
um galactdgeno, durante seculos as mulheres em lactacdo foram aconselhadas a consumi-lo
como ajuda a lactacdo (MENNELLA; PEPINO; TEFF, 2005). Esta ideia foi transmitida em
alguns casos até mesmo por profissionais de saude, que afirmam que a ingesta de pequenas
quantidades de ETOH aumenta a producdo de leite nas glandulas mamarias (KACHANI et al.,
2008). No entanto, estudos evidenciam que o consumo moderado de ETOH desregula a
liberacdo de prolactina e a ocitocina (MENNELLA; PEPINO; TEFF, 2005; MENNELLA;
PEPINO, 2008), responsaveis respectivamente pela inducao da secre¢do e pela ejecédo do leite.
Logo apds a exposicdo ao ETOH, o nivel da prolactina aumenta enquanto a ocitocina diminui,
tanto durante quanto depois da estimulacdo da mama materna. Apesar de o consumo de
ETOH aumentar os niveis de prolactina, ndo sdo observadas relacdes entre niveis de
prolactina e aumento na quantidade de leite, assim como, a diminui¢cdo da ocitocina foi
significativamente relacionada as diminui¢des na producdo de leite e na ejecdo deste
(MENNELLA; PEPINO; TEFF, 2005; MENNELLA; PEPINO, 2008).

O fator determinante da quantidade de ETOH no leite é sua concentracdo no sangue
materno, e este fato, associado ao seu baixo peso molecular, permite que ele atinja facilmente
o leite materno, atravessando o capilar endotelial materno e a célula alveolar da glandula
mamaria por difusdo passiva, através de mecanismos que envolvem membranas bioldgicas
formadas por fosfolipidios e proteinas, e assim a composicdao da membrana exerce influéncia
na velocidade da passagem e na concentracdo do ETOH no leite humano (CHAVES;
LAMOUNIER, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Uma vez na circulagdo sanguinea, o0 ETOH difunde-se facilmente por todo o organismo
em funcdo do contetdo hidrico dos diferentes 6rgdos e tecidos. Assim, facilmente se encontra
na saliva, sangue, liquido cefalorraquidiano, suor, urina, liquido amnidético da mulher gravida
e no leite da mulher a amamentar, atingindo especialmente os 6rgdos mais vascularizados
como o figado, cérebro, rins e musculos (MELLO et al., 2011), passando para o leite em

proporcdes consideraveis, alterando a producdo, volume, composi¢do e excrecdo lactea,
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provocando efeitos deletérios nos recém-nascidos (MENELLA; BEAUCHAMP, 1993;
SUBRAMANIAM et al., 1995; MINANA et al., 2000).

Durante os primeiros dias de lactacdo, quando é produzido o colostro, as células
alveolares sdo pequenas e 0 espaco intracelular é largo, o que faz com que o ETOH se
transfira mais facilmente para o leite materno. Porém, como o volume de colostro ingerido
pelo bebé é pequeno, a dose absoluta de ETOH também é baixa. J& com a reducdo dos niveis
de progesterona, ha crescimento das células alveolares e estreitamento dos espacos
intracelulares com reducdo da transferéncia do ETOH, porém, a quantidade ingerida pelo
bebé é maior (CHAVES; LAMOUNIER, 2004; HALE, 2004).

Sabe-se que nas primeiras semanas de vida dos bebés, sua capacidade de metabolizar o
ETOH ¢é metade da capacidade dos adultos. Assim, quanto mais imaturo ele for, menor sua
capacidade de metabolizacdo e eliminacdo do ETOH. Esses efeitos podem ser ainda mais
severos em bebés pré-termo, cuja imaturidade pode prolongar a meia vida do ETOH,
causando acumulo de doses repetidas (KOREN, 2002; CHAVES; LAMOUNIER, 2004;
MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Apesar de 0 ETOH provocar uma reducfo na producéo
sem alteracdo na qualidade do leite, esta substancia pode causar efeitos adversos no sono da
crianca, no desenvolvimento neuromotor e mais tarde, no aprendizado (NICCOLS, 2007;
BURD, 2008). Ao contréario da sabedoria popular, criancas expostas ao ETOH durante as
mamadas tém uma reducdo do tempo de sono REM (rapid eye movement), o que faz com que
durmam por periodos mais curtos de tempo apos o aleitamento (MENNELLA; GERRISH,
1998).

Estudos sobre ingestdo de ETOH e peso cerebral relacionado a gestacdo — lactacdo e/ou
lactacdo séo escassos e as conclusdes divergentes; enquanto na gestacdo — lactacdo € inibida a
proliferacdo da matriz celular e de alguns tipos especificos de células (SVANIDZE;
DIDIMOVA; TSAISHVILI, 2001), na lactacdo, a ingestdo de baixas doses de ETOH pode
provocar efeitos deletérios no SNC, seguido de uma reducao na expressao de neurotrofina. De
um modo geral, a administracdo cronica de ETOH neste periodo, podera influenciar na
plasticidade do SNC durante o desenvolvimento (SVANIDZE; DIDIMOVA; TSAISHVILI,
2001). A geracdo, migracdo e diferenciacdo neuronal ocorrem principalmente durante o
periodo pré-natal, mas em algumas areas do sistema nervoso este fenbmeno ocorre no periodo
pos-natal (RAKIC; 1990; LOIS; ALVAREZ-BUYLLA, 1994), como por exemplo, no
cerebelo (FUJITA, 1966), hipocampo (BAYER, 1982) e na zona sub-ventricular (ALTMAN,
1969).
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Em um estudo realizado em 1998, Vanglenova e Petkov alertaram a comunidade
cientifica para os efeitos do ETOH na gestacdo e lactacdo, com prejuizo na &rea do
aprendizado, memdria (no periodo de adolescéncia) e aumento da mortalidade.

Posteriormente, demonstrou-se que a exposicdo alcoolica nestes periodos de
desenvolvimento cerebral altera a expressdo das moléculas adesivas das células neurais,
sugerindo a possibilidade de serem afetadas as interag0es neuronal/glial. Dietas contendo 20%
de ETOH alteram as células piramidais, podendo modificar a excitabilidade elétrica devido
aos efeitos toxicos, contribuindo para os defeitos cerebrais (MINANA et al., 2000; TARELO-
ACUNA et al., 2000). A composicdo lipidica das células do sistema nervoso central de
lactentes sofre a acdo do ETOH, com aumento de galactolipidios no cérebro e medula,
lipidios da mielina (maior concentracdo de fosfolipidios), aumento na incorporacéo de glicose
nas membranas celulares, sugerindo uma maior producdo lipidica. Na circulacdo cerebral
observa-se maior teor de colesterol, fosfolipidios, esfingomielina, fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina (LALITHA et al., 1988).

Os niveis méaximos de ETOH, tanto no sangue da mae quanto no leite, ocorrem
aproximadamente entre meia hora a uma hora depois da ingestdo de bebidas alcéolicas e
diminui a partir de entdo, embora haja diferengas consideraveis individuais no momento dos
niveis maximos e nas taxas de eliminacdo de ETOH no leite e sangue (MENNELLA;
BEAUCHAMP, 1991). Assim, recomenda-se que a mde que ingeriu bebida alcodlica se
abstenha de amamentar nas horas seguintes a ingestdo (NICCOLS, 2007; BURD, 2008).

Na exposicdo ao ETOH, via leite materno, as adaptacdes metabdlicas que ocorrem nas
crias ndo sdo suficientes para assegurar o desenvolvimento normal do cérebro (TAVARES-
DO-CARMO et al., 1999), ou seja, é recomendavel que a gestante evite o consumo de bebidas
alcoolicas, ndo s6 ao longo da gestacdo como também durante todo o periodo de
amamentacdo (BUCHER, 2015).

2.4 Consumo de ETOH durante o desenvolvimento do SNC

A exposicao pré-natal ao ETOH durante a ontogenia cerebral afeta todos os estagios de
desenvolvimento, desde neurogénese, gliogénese e mielinizacdo até mecanismos que incluem
interacdes de celula-célula interrompidas, alteracdo de expressdo génica, estresse oxidativo e
rupturas de sinalizacdo do fator de crescimento, causando importantes alteragdes

neurobioldgicas, degenerativas e adaptativas, tanto no organismo em desenvolvimento quanto
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no individuo adulto, seja ele utilizado de forma aguda ou cronica (FADA; ROSSETTI, 1998;
GOODLETT; HORN; ZHOU, 2005; GUERRY; BAZINET; RILEY, 2009; FLAK et al.,
2014).

O cérebro ndo é um oOrgdo homogéneo, e sendo assim, suas regides apresentam
diferencas em seus ritmos de crescimento (GUEDES, 1985). Cada regido cerebral, com suas
colecBes distintas de unidades histologicas, segue uma sequéncia de desenvolvimento
temporal precisa e planejada intrinsecamente, e mesmo dentro de uma regido em particular,
variando temporalmente de uma espécie para a outra (GUEDES, 1985).

Dessa forma, o crescimento e a organizacdo estrutural do cérebro obedecem a um
cronograma pré-determinado e inflexivel, sendo variavelmente vulnerdvel as agressdes
durante todo o periodo de desenvolvimento pré-natal e pos-natal precoce, de tal maneira que o
estagio do periodo de desenvolvimento em que ocorre uma agressao, parece ser o fator mais
decisivo na determinacdo do defeito final apresentado pelo cérebro do que propriamente o
tipo de agressdo. Assim, um mesmo insulto atuando em momentos variados determina
diferentes alteracGes na morfologia cerebral. Em qualquer caso, 0s estagios posteriores de
desenvolvimento que dependem dos eventos primarios sdo afetados secundariamente
(GUEDES, 1985; MORGANE et al., 1993; 2002).

A aquisicdo adequada da posicdo do neurdnio, alcancada através do processo de
migracdo ativa, afeta a morfologia, a conectividade e a funcdo sinéptica de uma célula.
Embora varias classes de neurdnios possam usar diferentes pistas moleculares para orientar
sua migracdo para estruturas distantes, uma interacdo mediada por superficie entre células
vizinhas é considerada essencial para todos os tipos de migracdo. A perturbacdo desta
interacdo célula-célula pode ser importante em véarias anormalidades cerebrais congénitas e /
ou adquiridas (RAKIC, 1990).

A maioria dos neurdnios em desenvolvimento do sistema nervoso de vertebrados é
gerado em locais que sao significativamente diferentes da sua localizagcdo no cérebro adulto
(MILLER, 1993). Os vérios grupos de neuroblastos migram em diferentes estagios, alguns
antes de outros, subsequente ao alongamento axonal, seguindo precursores com funcéo
especifica que estabelecem o futuro da identificacdo neuronal, suas propriedades funcionais, e
futuras conexdes, a fim de definir as distintas camadas no neocortex adulto. Assim, o
desenvolvimento do SNC envolve uma série de eventos de programacédo celular e molecular
(MARIN-PADILLA,1992; FERREIRA, 2004).
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Os mecanismos moleculares da neuroteratogénese induzida pelo ETOH s&o complexos
e diferentes. Estudos demonstraram que o ETOH interrompe a formacdo do SNC em
desenvolvimento, interferindo em vérios eventos moleculares, bioguimicos e celulares
necessarios para o0 desenvolvimento neurologico (GUERRI; BAZINET; RILEY,2009;
ALFONSO-LOECHES; GUERRY, 2011; MOST et al., 2014). A diversidade dos
mecanismos e dos sitios de atuacdo do ETOH é decorrente da presenca do grupo hidroxila,
que o torna soluvel e permite a formacdo de pontes de hidrogénio com aceptores ou doadores
de elétrons de proteinas ou fosfolipidios de membranas celulares, ou com a agua da matriz
extracelular (YURITTAS et al., 1992; BARRY et al., 1994). O ETOH atua sobre sitios
celulares, de maneira reversivel ou ndo, provocando modificagdes conformacionais em
enzimas, proteinas e fosfolipidios estruturais e genes (DICKINSON et al., 1993; DIAMOND;
GORDON, 1997).

Em curto prazo surgem alteragOes degenerativas celulares cerebrais decorrentes de
perturbacdes na transducdo de sinais, na permeabilidade de canais i0nicos, no transporte de
proteinas (FREUND, 1973; GOODLETT; LILLER; HOFFMAN, 1996), inibicdo da
fosforilacdo de proteinas associadas a microtdbulos e endocitose de fatores neurotréficos
(ROSENBERG, 1996), e na morte celular direta por hiper ou hipo-regulacdo de receptores
(excitotoxicidade) ou apoptose (MICHAELIS et al., 1990; GOODLETT; LILLER;
HOFFMAN, 1996; AMARANTE-MENDES et al., 1999; IKONOMIDOU et al., 2001).
Posteriormente, aparecem as alteracbes morfofuncionais, decorrentes das modificacdes na
expressao genética, que afetam o desenvolvimento poés-natal, bem como a capacidade
psicologica, comportamental e cognitiva (GUERRI, 1998; BOOKSTEIN et al., 2002;
NIXON; CREWS, 2002).

Os efeitos deletérios do ETOH sobre o encéfalo humano em desenvolvimento ainda sdo
mal compreendidos, mas sabe-se que o efeito mais prejudicial é a inducdo da neuroapoptose,
que estd associada com o bloqueio de N-metil-D-aspartato (NMDA), que normalmente é
ativado pelo neurotransmissor glutamato, e também a estimulagdo excessiva de receptores
acido gama-aminobutirico (GABA) (IKONOMIDOU et al., 2000). O receptor NMDA tem
um papel importante na plasticidade neuronal durante o desenvolvimento e na aprendizagem.
Porém, quando ele se torna hiperativo, pode levar a célula a um processo de excitotoxicidade,
onde had um aumento no calcio intracelular que leva a célula a morte (IDRUS; THOMAS,
2011). O ETOH atua bloqueando os receptores de NMDA, e 0 corpo, como resposta ao

bloqueio, aumenta a atividade desses receptores para compensar. No entanto, quando o ETOH
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é eliminado, essa compensacdo pode resultar em uma hiperativacdo e uma consequente
excitotoxicidade (WARREN; HEWITT; THOMAS, 2011). Um modelo hipotético para as
principais modificacBes a nivel de neurotransmissdo, bem como de seus componentes,
observadas em modelos alcodlicos durante o desenvolvimento do SNC é apresentado na
Fig.3.

A Dendritos B

° -
¢, Neurotransmissor

Corpo celular
Terminais

axonicos Axénio\ /

EReceptor acoplado a proteina-

Canais i0nicos ativados por
neurotransmissores
Transportador de
neurotransmissor
42 Canais de célcio

Dendrito

Figura 3. Potenciais locais de acdo da exposicdo ao etanol no desenvolvimento de sistemas de
neurotransmissores. A) O painel superior é uma representacdo esquematica dos componentes de um neurdnio.
Note que os axdnios fazem conexdes sindpticas com os dendritos de trés neurdnios adjacentes. No painel inferior
é apresentada uma sinapse, onde nos terminais axonais, 0s neurotransmissores sdo sintetizados e empacotados
em vesiculas sinapticas. A liberagdo do neurotransmissor é desencadeada pelo influxo de Ca?* via canais de Ca?*
dependentes de voltagem. A liberacdo de neurotransmissores pode ser modulada por canais i0nicos
neurotransmissores e receptores acoplados a proteina G expressos em terminais axonais. Os neurotransmissores
atuam ativando canais ibnicos neurotransmissores e receptores acoplados a proteina G expressos em neur6nios-
alvo (em locais pds-sinapticos ou extra-sinapticos). Um mecanismo pelo qual a a¢do do neurotransmissor pode
ser terminada € por recaptacdo no terminal axonal ou células gliais vizinhas através de transportadores de
neurotransmissores. B) Painel superior: a exposi¢do ao etanol no desenvolvimento poderia afetar um dado
sistema de neurotransmissores, diminuindo o nimero de neurdnios, comprimento e / ou nimero de dendritos e
axonios, e / ou modificando o nimero e / ou a eficacia das sinapses. Painel inferior: a exposi¢do ao etanol no
desenvolvimento pode afetar qualquer um dos componentes envolvidos na neurotransmissdo. Neste exemplo
hipotético, a exposicdo ao etanol diminuiu a liberacdo de neurotransmissores, e isso levou a um aumento
compensatério nos niveis de receptores de neurotransmissores pos-sinapticos e extra-sinapticos no neurdnio-
alvo. Fonte: Adaptado de VALENZUELA, PUGLIA, ZUCCA, 2011.

O intercambio de informacGes entre axdnios e dendritos determina se as sinapses Sao
mantidas ou eliminadas e os neurotransmissores quimicos desempenham papéis importantes

em cada uma dessas etapas de desenvolvimento neuronal. Mesmo antes das sinapses serem
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formadas, GABA e glutamato regulam a proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células
progenitoras (MANENT; REPRESA, 2007). Em neurdnios imaturos, glutamato e GABA
contribuem para a maturacdo de dendritos e ax6nios e também estdo diretamente envolvidos

na geracgéo e aperfeicoamento de contatos sindpticos (CLINE; HAAS, 2008).

2.5 Sistema serotoninérgico

O sistema serotoninérgico tem uma distribuicdo generalizada no SNC (Fig. 4), e
influencia quase todas as esferas da fisiologia dos mamiferos (NEBIGIL et al., 2000), assim
como fungbes mais controladas centralmente, cognicdo, aprendizado e memdria
(MONSHEEL; SANDERS-BUSH, 2004).

Sistema Serotoninérgico
Ganglios basais

Neocortex - Talamo

Lobo temporal

Ncleos da Rafe
Para a medula espinhal

Figura 4. Sistema modulatério serotoninérgico de projecao difusa, originario dos nlcleos da rafe.
Fonte: www.coscienza-universale.com/salute/salute-seratonina-importanza-alimenti-che-aiutano-produrla/.

A amina biogénica 5-HT é o neurotransmissor responsavel pela caracterizacdo e
desempenho de diversas acfes, como a regulacdo de importantes vias metabodlicas dentro e
fora deste sistema. Esta substancia foi reconhecida inicialmente em 1948, como uma
substancia vasoconstritora encontrada no soro sanguineo, passando entdo a ser chamada de
“serotonina”, sendo “serum” soro e “tonic” tonus (RAPPTOR et al., 1948). Sua estrutura
molecular foi desvendada em meados do século XX e em seguida a 5-HT foi identificada em
varios tecidos, inclusive no sistema nervoso central de vertebrados e invertebrados, e em 1957
passou a ser reconhecida como neurotransmissor, além de terem sido encontrados multiplos
subtipos de receptores 5-HT no cérebro (TWAROGE; PAGE, 1953; BOGDANSKY et al.,
1956; BRODIE; SHORE, 1957; GADDUM; PICARELLI, 1957).
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A sintese de 5-HT depende inicialmente da ingestdo de alimentos ricos em triptofano e
da sua passagem através da barreira hematoencefalica. Para tal, é necessario que ocorra
também a elevacdo dos niveis de insulina na circulacdo sanguinea, uma vez que este
horménio atua diminuindo a concentracdo de outros aminoacidos que iriam concorrer com 0
triptofano pela passagem através da barreira hematoencefélica, tornando-o disponivel no
tecido nervoso onde pode entdo ser convertido em 5-HT nos neurdnios dos nucleos da rafe
(MEYERS, 2000).

Neste processo, a 5-HT é sintetizada a partir da hidroxilacdo e descarboxilacdo do
aminoacido essencial triptofano, conforme ilustrado na fig. 5. Logo, a sintese de serotonina é
limitada pela disponibilidade de triptofano no fluido extracelular que banha os neurdnios, o
gue consequentemente também limita a atividade da enzima triptofano hidroxilase. A fonte
do triptofano encefalico é o sangue, e a fonte do triptofano circulante € a dieta (gréos, carne e
laticinios). Consequentemente, a deficiéncia de triptofano na dieta pode rapidamente levar a
uma deplecdo de serotonina no encéfalo (BEAR; CONNORS; PARADISO; 2008; FEIJO et
al., 2011).

Triptofano m CHpCHNH,
N

Triptofano
hidroxilase

[cooH

5-Hidroxitriptofano ’m

(.HTP) CH,CHNH,

5-HTP
descarboxilase

5-Hidroxitriptamina HO CH2CHaNH,
(serotonina, 5-HT) |

N

Figura 5. Sintese de serotonina (5-HT) a partir do aminoacido triptofano. Este processo ocorre em duas etapas: o
triptofano é convertido incialmente em um intermediario denominado 5-HTP (5-hidroxitriptofano) pela enzima
triptofano hidroxilase, e em seguida o 5-HTP é entdo convertido em 5-HT pela enzima 5-HTP descarboxilase.
Fonte: BEAR, CONNORS; PARADISO, 2002.

ApOs ser sintetizada, a 5-HT é armazenada em vesiculas sinapticas nos terminais pré-
sinapticos, até serem liberadas por exocitose sob o controle do célcio; isto ocorre quando o

terminal axonal do neurénio € excitado e o calcio entra no terminal, fazendo com que as
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vesiculas se incorporem a membrana do axonio liberando a 5-HT na fenda sinaptica. A
recaptacdo da 5-HT da fenda sinaptica ocorre através da acdao do transportador de 5-HT (5-
HTT), que controla e finaliza os efeitos pds-sinapticos da serotonina. Uma vez de volta ao
citosol do terminal axonal serotoninérgico, a 5-HT é transportada para a vesicula sinéptica ou
é degradada através da acdo catabolica da enzima monoaminooxidase A (MAO A), de cuja
acdo resulta o &cido 5-hidroxi-indolacético (5-AHIA). Posteriormente, o 5-AHIA sofre a agdo
da enzima triptofano aldeido-desidrogenase, resultando em 4&cido 5-hidroxi-indoélico (5-
HIAA), produto final do catabolismo da 5-HT (GUYTON, HALL, 2006; HALBACH;
DERMIETZEL, 2006a; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008).

Em estagios iniciais de desenvolvimento cerebral de ratos, sdo encontrados dois grupos
de neurbnios que expressam 5-HT no rombenceéfalo ventral: grupo rostral e grupo caudal (Fig.
6). Em geral, essas células se formam na placa basal; uma excecdo sdo as células
serotonérgicas que contribuem para os nucleos dorsais da rafe. Acredita-se que as células
rostrais originem o rafe dorsal (B7), o rafe médio (nGcleo central superior, B8), o rafe linear
dorsal caudal (B6), e o grupo celular ventrolateral (B9). As células caudais contribuem para 0s
nucleos magno, obscuro e Palido (B1-B3) (RUBENSTEIN, 1998). Os corpos celulares 5-HT
dos neurdnios da rafe em desenvolvimento podem ser detectados ja no dia gestacional 12 ou
13 (G12-G13), (AITIKIN; TORK, 1988), e o tempo de pico de diferenciagdo desses
neuronios corresponde a G15-G16 (LAUDER, 1995).

Durante o final da gestacdo, o sistema 5-HT sofre um desenvolvimento rapido e, por
volta de G19, a distribuicdo geral de neurbnios 5-HT se assemelha a do adulto. Os contatos
sinapticos sdo detectados pelo G20 (LAUDER,1975). O desenvolvimento do sistema 5-HT
continua durante o periodo pds-natal precoce; as concentragdes de locais de recaptacdo de 5-
HT, e receptores de 5-HT1a atingem niveis quase adultos até a idade de trés semanas de idade
(DRUSE, 1992).
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Figura 6. Esquema que mostra uma visdo lateral de um embrido de mamifero de meia gestacdo no estagio inicial
do tubo neural (rato E10), evidenciando a localiza¢do aproximada dos nicleos serotoninérgicos. Abreviaturas: di
(diencéfalo), is (istmo), mes (mesencéfalo), rhom (rombomeres), sc (medula espinhal), sp (prosencéfalo
secundario), Tel (telencéfalo). Fonte: Adaptado de RUBSTEINN, 1998.

Em seres humanos, os neurbnios serotoninérgicos podem ser detectados quando o
embrido tem apenas cinco semanas de idade (SUNDSTROM et al., 1993), com crescimento e
multiplicacdo répidos até a 10% semana de gestacdo (LEVALLOIS et al., 1997). Ap6s 15
semanas, observa-se 0 agrupamento dos corpos celulares de 5-HT nos nucleos da rafe. A
densidade sinaptica dos sistemas da amina biogénica no cértex cerebral humano duplica desde
0 nascimento até um ano de idade, quando atinge um valor méximo e diminui a partir de
entdo até atingir os niveis de 10 anos de idade (HUTTENLOCHER; DABHOLKAR, 1997).
Da mesma forma, ocorre aumento nos niveis de 5-HT durante os primeiros dois anos apos o
nascimento e em seguida, apds os cinco anos de idade diminuem (HEDNER et al., 1986).

Além de desempenhar um importante papel na fisiologia dos mamiferos, a 5-HT atua
como fator de crescimento durante a embriogénese, através da sua interacdo com o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), S100R, dentre outros mensageiros quimicos
(WHITAKER-AZMITIA, 2001); tem capacidade de alterar a morfologia de muitos tipos de
células de mamiferos, incluindo o masculo esquelético (O'STEEN et al., 1967), plaquetas
(LEVEN et al., 1983) e fibroblastos (BOSWELL et al., 1992), e manutengéo da plasticidade
neuronal, mantendo as conexdes sinapticas no cortex e no hipocampo (AZMITIA et al.,
1996).

E importante salientar que, ha substancias que alteram os niveis de serotonina, sendo

fortemente contraindicadas em mulheres gravidas, pois prejudicam o desenvolvimento do
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cérebro ap6s exposicdo pré-natal, como cocaina (WHITAKER-AZMITIA, 1998), alcool
(SARI; ZHOU, 2004) e nicotina (MUNEOKA et al., 1997).

2.6 Nucleos serotoninérgicos da rafe e suas projecoes

Os nucleos da rafe projetam-se a diferentes regides do encéfalo (Fig. 7); aqueles mais
rostrais, na ponte e no mesencéfalo, inervam a maior parte do encéfalo, projetam amplamente
a todo o prosencéfalo e ao cerebelo de forma difusa. Estes nucleos participam da regulacdo do
ciclo vigilia-sono, e participam também da modulacdo de comportamentos motivacionais e
emocionais, onde os nulcleos da rafe pontina continuam-se sem interrup¢cdo com a grisea
periaquedutal do mesencéfalo, uma estrutura com importante participacdo nos
comportamentos emocionais (TORK, 1985; JACOBS; AZMITIA, 1992; BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2002). Os mais caudais, no bulbo, tém projec6es descendentes que inervam a
medula espinhal, onde modulam sinais sensoriais do controle simpéatico e da modulacdo
endogena da dor (TORK, 1985; JACOBS; AZMITIA, 1992; BEAR; CONNORS;
PARADISO, 2002).

O conhecimento sobre a existéncia e localizacdo dos nucleos da rafe data de estudos
realizados inicialmente por Ramoén y Cajal (1911), o qual descreveu estas células como
grandes neur6nios multipolares de projecGes indefinidas, formando agregados na linha média
do tronco encefalico. Em 1960, com base em um estudo citoarquitetonico realizado em gatos
(TABER; BRODAL; WALBERG, 1960), foi realizada uma das primeiras descri¢cbes destes
nacleos, onde foram descritos um conjunto de oito nucleos localizados na linha média, do
mesencéfalo a transicdo bulbo-espinal, sendo entdo denominados do sentido rostrocaudal:
nucleos lineares rostral e caudal da rafe, dorsal da rafe, mediano da rafe ou central superior,
pontino da rafe, magno da rafe, palido da rafe, e obscuro da rafe (TABER; BRODAL;
WALBERG, 1960). Posteriormente, em 1964, o surgimento da descricdo de um sistema de
neurdnios monoaminérgicos no tronco encefalico de ratos, evidenciados pela técnica de
fluorescéncia induzida por formaldeido, despertou o interesse pelo estudo da morfologia e
fungdes dos nucleos da rafe (FALCK et al., 1962; DAHLSTROM; FUXE, 1964).

Em decorréncia da sua intima relacdo com a rafe, os grupamentos serotonergicos entao
evidenciados foram designados alfanumericamente como grupamentos B1 a B9 no tronco
encefalico em um sentido caudo-rostral em ratos (Fig. 7), embora fosse notada uma extensa

superposicao entre 0s neur6nios supostamente produtores de 5-HT, estando estes sobrepostos

34



e correlacionados aos nucleos da rafe (DAHLSTROM; FUXE, 1964). Ulteriormente, esta
classificacdo foi integrada com a nomenclatura citoarquitetonica do sistema da rafe, gracas a
introducdo da técnica de imunoistoquimica (STEINBUSH et al., 1978; STEINBUSH, 1981;

TORK, 1985).

Capsula
externa

Giro cingulado

Cortex cerebral

\

Mesencéfalo

Cerebelo

Inervagao
serotoninérgica

Figura 7. Grupamentos serotoninérgicos B1 a B9. Fonte: Adaptado de DAHLSTROM; FUXE, 1964,

A anatomia destes grupos foi revisada em muitas espécies diferentes, inclusive em rato
(TORK, 1985; PAXINOS; WATSON, 2007), coelho (BJARKAM; SORENSEN; GENESER,
1997), gato (TABER; BRODAL; WALBERG, 1960; JACOBS; GANNON; AZMITIA,
1984), humanos (TORK, 1990), macacos do Novo e Velho mundo (AZMITIA; GANNON,
1983; FELTEN; SLADEK, 1983) e moc6s (SOARES et al., 2012).

A sistematizacdo de Paxinos e Watson (2007) é a classificacdo mais recente dos nucleos

da rafe (grupamentos serotoninérgicos) no cérebro de ratos, onde sdo descritos 10

grupamentos nucleares da rafe no sentido rostrocaudal no tronco encefalico, estendendo-se

desde o mesencéfalo ao bulbo (Fig.8). Em sequéncia rostrocaudal: mesencéfalo (5 nucleos),

nacleo linear rostral da rafe (RLi), linear caudado da rafe (CLi), dorsal da rafe (DR), mediano

da rafe (MnR) e nucleo para-mediano da rafe (PMnR). Na ponte (2 nicleos) pontino da rafe

(PnR) e interposito da rafe (RIP). Por ultimo, no bulbo (3 nucleos), magno da rafe (RMg),
palido da rafe (RPa) e obscuro da rafe (Rob) (Paxinos; Watson, 2007).
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Figure 162

Lateral -0.10 mm

Figura 8. Nucleos da rafe. Fonte: Adaptado de PAXINOS; WATSON, 2007.

A anélise hodoldgica neural dos nucleos da rafe é bastante complexa, considerando-se
que estes nucleos emitem e recebem projecOes de praticamente todas as regides do sistema
nervoso central, embora com densidades variaveis em determinadas areas (TORK, 1985;
1990; JACOBS; AZMITIA, 1992). No entanto, ha um padrdo de organizacdo nas projecdes
dos nucleos serotoninérgicos, e este foi revelado a partir de diversos estudos realizados em
diferentes espécies, possibilitando estabelecer a divisdo dessas eferéncias em trés direces:
projecdes ascendentes, projecbes para o tronco encefalico e cerebelo e projecdes
descendentes. As projecdes ascendentes sdo dirigidas ao cérebro e provém principalmente de
neurbnios dos ndcleos serotoninérgicos rostrais, como o DR e MnR, assim como a regido
supralemniscal (B9) e areas adjacentes (VERTES, 1991; JACOBS; AZMITIA, 1992;
BAKER; HALLIDAY, 1995; VERTES, KOCSIS, 1994; VERTES et al., 1999; PINATO et
al., 2007).

As projegBes para o tronco encefélico e cerebelo provém dos nucleos PnR e RMg da
rafe, embora também participem nucleos mais rostrais e caudais (HARDING et al., 2004). No
tronco encefalico, estes nucleos emitem proje¢des para diversas areas como: coliculo superior,
area tegmentar ventral, complexo interpeduncular, substancia negra, locus ceruleus e nucleo
olivar inferior; e ainda nucleos de nervos cranianos tais como 0s ndcleos motores dos nervos
facial e trigémeo, nucleos sensitivos do trato espinal do trigémeo, nucleo do trato solitario,
nucleos cocleares e nucleos vestibulares. No cerebelo o nicleo RMg é o principal responsavel

pelas inervacBes serotoninérgicas desta area, onde atingem os nucleos centrais e o cortex;
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projecOes serotoninérgicas provenientes deste ndcleo também sdo encontradas na medula
espinal (STEINBUSCH,1981; TORK, 1985; HALBERSTADET; BALABAM, 2003;
HARDING et al., 2004; HALBERSTADET; BALABAM, 2006a.b). As conexdes aferentes
para 0 nucleo RMg provém em boa parte da formacéo reticular e substancia cinzenta central
do mesencéfalo. Adicionalmente, ele recebe projecGes do grupamento B9, nucleos dorsal e
mediano da rafe e densa inervacdo de substancia P e neurotensina (JACOBS; AZMITIA,
1992; NOGUEIRA et al., 1999).

Finalmente, as projecdes descendentes provém dos nucleos ROb, RPa e também do
nacleo RMg, sendo responsaveis pelas inervagdes serotoninérgicas na medula espinal,
incidindo nas colunas ventral e dorsal (STEINBUSCH, 1981; TORK, 1985). As aferéncias do
nucleo ROb provém principalmente da formacdo reticular e substancia cinzenta periaquedutal.
No nucleo RPa, estas sdo oriundas das areas pré-dpticas medial, lateral e mediana, areas
hipotalamicas anterior, dorsal, lateral e posterior, nlcleos paraventricular e periventricular do
hipotadlamo, zona incerta, substancia cinzenta central, formacéo reticular do tronco encefélico,
niicleo do trato espinal do trigémeo e medula espinal (TORK, 1985; JACOBS; AZMITIA,
1992; NOGUEIRA et al., 1999).

2.7 Receptores serotoninérgicos e o desenvolvimento do cérebro

A 5-HT participa do desenvolvimento do cérebro fetal, atuando na regulacdo dos
processos de desenvolvimento, incluindo diferenciacdo, migracdo celular e sinaptogénese
(LAUDER, 1995), modula o alongamento dos cones de crescimento, 0 crescimento dos
neuritos nas areas alvo e a formacdo de ligacGes colaterais entre os neurdnios 5-HT; também
auto-amplifica sua propria sintese durante o desenvolvimento (WHITAKER-AZMITIA;
AZMITIA,1986), e exerce uma influéncia epigenética e maturacional nos tecidos alvo
(LAUDER; KREBS, 1978). Muitos dos efeitos troficos da 5-HT sdo mediados pelas suas
acles nos receptores 5-HT nos neurénios e astrocitos (WHITAKER-AZMITIA; AZMITIA,
1986; WHITAKER-AZMITIA et al., 2001). Ha evidéncias que implicam a 5-HT na regulacao
da geracdo do circuito neocortical dentro do cortex somatossensorial. Niveis reduzidos de 5-
HT retardam o inicio da diferenciacdo de neurdnios que séo encontrados ao longo da via onde
as fibras de 5-HT crescem (LAUDER et al., 1995). Os receptores de 5-HT sdo expressos

suficientemente cedo para mediar esses efeitos (TECOTT et al., 1995).
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Os primeiros registros descritivos dos receptores de 5-HT foram realizados em 1957,
quando Gaddum e Picarelli relataram a existéncia de mdaltiplos subtipos de receptores de
serotonina, incialmente chamados de 5-HT-M e 5HT-D. Com a aplicacdo de técnicas de
clonagem molecular, foram identificadas sete classes de receptores de 5-HT em mamiferos (5-
HT1 a 5-HT7), com 14 subtipos distintos identificados (HOYER et al.,1994). Com o0 uso das
técnicas de autorradiografia e imunoistoquimica foi possivel identificar e localizar esses
receptores em todo o encéfalo, bem como conhecer os genes que os codificam. Pode-se também
conhecer a estrutura desses receptores, sendo estes compostos por trés constituintes: o
transportador, o canal idnico acoplado ao ligante e o receptor acoplado a proteina G (este
ultimo compreende 0 grupo mais numeroso). Das sete classes e dos 14 subtipos de receptores
5-HT identificados, os mais frequentemente relatados sdo: o 5-HTia, 5-HT1s, 5-HTic, 5-
HTio, 5-HTie, 5-HTir, 5-HT2a, 5-HTs, 5-HTs4, 5-HTs, 5-HTs e 5-HT7 (GADDUM;
PICARELLLI, 1957; VERGE; CALAS, 2000).

Estudos farmacoldgicos operacionais, utilizando ligantes seletivos (agonistas e
antagonistas) e biologia molecular, demonstram que existem pelo menos trés grupos
principais ou classes de receptor 5-HT: 5-HT1, 5-HT2 e 5-HTs. Cada grupo € operacional e
estruturalmente distinto, cada qual possuindo seu proprio sistema de transducdo. Os
receptores 5-HT1 e 5-HT2 e seus respectivos subtipos, assim como outros receptores 5-HTa,
5-HTs, 5-HTe e 5-HT7, sdo acoplados a proteinas G, enquanto que o receptor 5-HTs é um
canal ibnico (HOYER et al., 1994). As acOes desencadeadas pelos receptores 5-HT sdo bem
diversificadas, como por exemplo: o receptor 5-HT1a inibe a enzima adenilciclase podendo
estar relacionado com funcbes ansioliticas e antidepressivas. 5-HTie e 5-HTip sdo
autorreceptores e inibem a secrecdo da 5-HT. A familia de receptores 5-HT2 (5-HT2a, 5-HT28
e 5-HTzc, este dltimo foi inserido vindo da familia 5-HT1) apresenta como caracteristica
estrutural sete dominios transmembrana, e a a¢do principal desses receptores € a ativacdo da
fosfolipase C, a qual estimula o mecanismo de segundo mensageiro. O receptor 5-HT3 é um
canal ibnico, sendo assim, apresenta um tempo de acdo mais rapido do que os outros tipos de
receptores serotoninérgicos e os receptores 5-HT4, 5-HTs e 5-HT7 quando ativados, ativam a
adenilato ciclase na célula pos-sinaptica (TECOTT et al.,, 1995; HOYER et al., 1994;
VERGE; CALAS, 2000; HALBACH; DERMIETZEL, 2006b).

Estudos, inclusive autorradiograficos, realizados em estdgios precoces de
desenvolvimento do neocdrtex, demonstraram que durante o desenvolvimento cerebral

ocorrem variagcdes na expressao de subtipos de receptores serotoninérgicos, dentre estes 0s
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mais citados séo os receptores 5-HT1a e subtipos de receptores 5-HT2 (BAR-PELED et al.,
1991a; DYCK; CYNADER, 1993a).

Evidéncias sugerem que o receptor 5-HT1A estd presente no inicio do desenvolvimento,
e que este e funcional antes do nascimento por poder ser regulado (para cima ou para baixo)
no cérebro fetal, assim como estd envolvido na regulacdo do desenvolvimento do sistema
serotoninérgico, uma vez que a exposicdo pré-natal ao pesticida pCPA (acido 4-
clorofenoxiacético) que esgota a 5-HT no cérebro de ratos, reduziu a expressdo pos-natal dos
receptores 5-HT1a, sugerindo que este sistema é auto regulatério (SANDERS-BUSH et al.,
1972b,1974).

InvestigacOes em varias regides cerebrais, assim como o tronco cerebral (HILLION et
al., 1993), cerebelo (DAVAL et al., 1987) e cortex visual (DYCK; CYNADER, 1993a),
demonstram que o nivel mais alto de expressdo de mRNA de 5-HTia ocorre durante o
desenvolvimento dessa regido e declina ap6s ocorrer a maturacdo. No cérebro fetal humano,
0s picos de expressdo de mMRNA 5-HT1a aumentam entre 16 e 22 semanas (BAR-PELED et
al., 1991a).

Assim como acontece com 0 receptor 5-HTi1a, a atividade dos receptores 5-HT2
também é aumentada nos estagios criticos do desenvolvimento do cérebro. Um exemplo desta
maior atividade sdo os niveis de fosfato de inositol mediados por 5-HT2, que séo
aproximadamente 10 vezes maiores no cérebro em desenvolvimento em compara¢do com
cérebro adulto maduro (CLAUSTRE et al., 1988). Outra semelhanca com o receptor 5-HT1a é
gue os estressores ambientais pré ou poés-natal que atuam através do sistema glutamatérgico
durante o desenvolvimento, podem alterar permanentemente o numero e a funcdo dos
receptores 5-HT2 (AGHAJANIAN; MAREK, 1999).

A 5-HT modula a embriogénese de uma maneira dose-dependente pela ativacdo dos
receptores 5-HT2 em ratos (LAUDER, 1995, 1997; MOISEIWITSCH et al., 1998). Lauder e
colegas (2000), também investigaram padrdes de expressdo dos receptores 5-HT2 durante a
embriogénese nesta espécie. Foram observados padrdes espaciais temporais diferenciais e
sobrepostos de imunorreatividade do receptor 5-HT2a, 5-HT28 e 5-HT2c durante fases ativas
da morfogénese em uma variedade de tecidos embrionérios, incluindo neuroepiteliais do
cerebro e da medula espinal, notocorda, somitos, crista neural cranial, mesénquima
craniofacial e epitélio, miocardio cardiaco e coxins endocardiais, germes dentarios, foliculos

de bigodes, cartilagem e musculos estriados.
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A exposicdo de embrides de rato no estdgio de dobra da cabeca para antagonistas
seletivos do receptor 5-HT2 revelou potentes efeitos no desenvolvimento. O efeito mais
pronunciado foi observado apds a administracéo de ritanserina (antagonista dos receptores de
5-HT), que tem alta afinidade para todos os receptores 5-HT2, especialmente o subtipo de
receptor 5-HT2s, e produziu embrides 100% malformados. O antagonista do receptor de 5-
HT2a2c mianserina foi 10 vezes menos potente, enquanto que a cetanserina, que se destina
principalmente ao receptor 5-HT2a, ndo causou um numero significativo de embrides
malformados em qualquer dose testada (LAMBERT; LAUDER, 1999; LAUDER; LIU;
GRAYSON,2000). Estes dados demonstram que a 5-HT atua como um sinal morforregulador

importante durante a embriogénese.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos da exposi¢do cronica do ETOH na morfologia dos ndcleos Dorsal e
Mediano da Rafe em camundongos procriados por maes submetidas a exposi¢cdo ao ETOH

durante a gestacéo e/ou lactacgéo.

3.2 Objetivos especificos

v' Identificar e caracterizar citoarquitetbnicamente, a partir da marcacdo de Nissl, a
delimitacdo dos nucleos dorsal e mediano da rafe;

v Analisar, através de métodos imunoistoquimicos, a imunorreatividade dos nucleos
dorsal e mediano da rafe a serotonina;

v Verificar, através da analise de densidade Optica relativa, as diferencas no padrdo de
imunorreatividade das células 5-HT nos diferentes grupos experimentais;

v Analisar 0 impacto da exposicdo cronica de ETOH durante a gestacdo, lactagdo e

gestacao+lactacdo, sobre a massa corporal e encefélica dos animais.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados 20 exemplares de camundongos (Mus muscullus), sendo
10 machos e 10 fémeas jovens, criados no biotério do Departamento de Quimica Bioldgica da
Universidade Regional do Cariri (URCA). Durante todo o procedimento experimental, 0s
animais foram acomodados em caixas micro isoladoras, medindo 32 x 20 x 21 cm, contendo
tampa aramada para apoiar o bebedouro e a racdo, dutos para a retirada de odores e sistema de
insuflamento e exaustdo de ar, proporcionando baixo indice de infeccdes, eliminacdo de
odores e baixo volume de ruidos, garantindo aos animais boas condi¢Ges de salde. Foram
mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 h (luz ligada as 6h e desligada as 18h), temperatura
de 23 £+ 03°C e umidade relativa do ar de aproximadamente 65%. A racdo, agua filtrada ou
solucdo etilica (conforme tratamento para o grupo ao qual pertenciam), foram fornecidas ad
libitum.

O projeto foi desenvolvido em parceria com o Departamento de Morfologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, onde foram realizados parte dos
procedimentos experimentais (microtomia, imunoistoquimica e captura de imagens).

Todos os cuidados foram tomados no sentido de evitar dor e sofrimento aos animais
durante os procedimentos experimentais, seguindo estritamente as normas e principios
estabelecidos pela Lei Arouca (11.794/08), para o uso cientifico de animais (BRASIL, 2008)
e pela National Research Council of the National Academy publicadas no livro “Guidelines
for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research”. Todos 0S
procedimentos foram realizados somente ap6s a aprovacdo pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA-URCA), onde foi obtido o protocolo de aprovagdo de numero 00159/2017-1
(Apéndices).

4.2 Protocolo experimental

4.2.1 Acasalamento

As ninhadas foram obtidas a partir do acasalamento programado de oito (08) fémeas

nuliparas (duas para cada grupo) com um macho adulto. Os acasalamentos ocorreram quando
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as fémeas estavam na fase do proestro ou estro do ciclo estral, cuja identificacdo foi feita
através de coleta e analise microscopica do lavado vaginal. As analises foram realizadas no

periodo da manha e sempre no mesmo horario, as 8:00hs.

4.2.2 Coleta do lavado vaginal

Durante a realizacdo do lavado vaginal, foi utilizada uma pipeta graduada com uma
ponteira de polietileno, contendo 20uL de solucdo salina 0,9% a temperatura ambiente. As
bordas da ponteira foram cortadas para ficarem rombas e assim ndo machucarem a parede
vaginal; a ponta da ponteira era introduzida no orificio vaginal com cuidado para nédo
estimular a cérvix uterina. A solucdo salina era entdo injetada, aspirada e colocada em uma
lamina. Sobre o liquido aspirado era acrescido uma gota de Lugol, em seguida coberto com
uma laminula e levado para visualizacdo ao microscépio com objetivas de 10 e 40 vezes
possibilitando a andlise e identificacdo do proestro ou estro do ciclo estral, pois devido a
queda dos niveis de estradiol coincidentemente com a ovulacdo e formag&o do corpo luteo, ha
diminuicdo da proliferacdo do epitélio vaginal, apresentando lavado vaginal constituido na
sua grande maioria e/ou predominantemente de células cornificadas, gerando imagens com o

aspecto de “folhas secas”.

4.2.3 Acasalamento programado

Apdbs um periodo inicial de aclimatacdo as caixas individuais, as camundongos fémeas
recebiam o macho para acasalamento a medida que apresentavam a fase proestro ou estro do
ciclo estral, sendo sempre realizado o acasalamento de uma fémea por vez, mantendo-se uma
semana de diferenca entre 0s grupos. Pouco antes do inicio do ciclo escuro, 0 macho era
colocado na caixa da fémea e na manha seguinte era feita a confirmacdo da copula por meio
de observacdo do tampdo vaginal (sémen solidificado que tampona o canal vaginal das
fémeas). Posteriormente, realizou-se a coleta de secrecdo vaginal nas fémeas para analise do
lavado vaginal em microscépio optico, objetivando identificar a presenca de espermatozoides
na amostra, a fim de confirmar o coito e assim retirar a fémea do ciclo dos acasalamentos.
Apobs a andlise, as fémeas possivelmente prenhes foram colocadas em gaiolas individuais

(gaiolas maternidade) e passaram a receber tratamento de acordo com seu grupo experimental.
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As fémeas ndo prenhes, que ainda estavam na fase estro do ciclo estral retornavam ao
acasalamento e no final do dia era realizada nova anélise para confirmacéo de copula.

O dia do nascimento dos filhotes foi considerado o dia 0 (zero). Apds um periodo de
24h do nascimento (este periodo foi necessario para evitar rejeicdo da ninhada) cada ninhada
foi reduzida para seis filhotes, mantendo-se trés machos e trés fémeas (sempre que possivel).
Os filhotes descartados durante a reducdo da ninhada foram sacrificados por congelamento,
conforme recomendacdo para eutanasia de recém-nascidos. A reducdo da ninhada para seis
filhotes foi usada como padréo para que a competicdo pelas mamas ndo precisasse acontecer.
Os filhotes foram pesados apenas apds o desmame, a fim de evitar canibalismo da mée para
com os filhotes. O desmame para todos os animais experimentais foi feito no 21° dia de vida,
guando entdo as maes foram separadas dos filhotes. Estes permaneceram com alimentacéao e

agua ad libitum até a idade do sacrificio (34—36 dias).

4.2.4 Grupos experimentais e dietas

Confirmada a prenhez, as matrizes foram colocadas em caixas individuais e passaram a
ser tratadas conforme o protocolo adotado pelo grupo experimental ao qual pertenciam, sendo
entdo divididas em 4 grupos distintos:

1 - Grupo controle (C) (n=5), sendo dois machos e trés fémeas.

Neste grupo as mées receberam alimentacéo e dgua ad libitum durante todo o periodo de
gestacdo e aleitamento, e os filhotes receberam a mesma dieta durante o periodo pds desmame
até a idade de 34 a 36 dias quando entéo foram perfundidos.

2 - Grupo ETOH gestacéo, EtG (n=5), sendo trés machos e duas fémeas.

Neste grupo as méaes receberam racdo ad libitum e solucdo etilica a 15% a partir do
momento da confirmacdo da cdpula até o nascimento dos filhotes. Apds o nascimento, as
mdes passaram a receber agua filtrada, e ap6s o desmame os filhotes foram separados da
genitora e receberam alimentacdo e dgua ad libitum até a idade do sacrificio.

3 - Grupo ETOH lactacdo, EtL (n=5), sendo dois machos e trés fémeas.

Neste grupo as maes receberam racdo ad libitum e solugéo etilica a 15% a partir da data
de nascimento dos filhotes até 0 momento do desmame. A partir de entéo, os filhotes foram
separados e receberam alimentacdo e agua ad libitum até a idade do sacrificio.

4- Grupo ETOH gestacao e lactacdo, EtGL (n=5), sendo trés machos e 2 fémeas.
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Neste grupo as maes receberam racdo ad libitum e solugdo etilica a 15% a partir do
momento do acasalamento e durante todo o periodo de amamentacdo até o desmame. Apos 0
desmame os filhotes foram separados das maes e passaram a receber alimentacdo e dgua ad
libitum até a idade do sacrificio.

Em todos os grupos, as maes, por ocasido dos desmames no 21° dia de vida dos filhotes,
foram colocadas em gaiolas para repouso, recebendo agua e racéo ad libitum e posteriormente
foram eutanasiadas, sendo utilizados exclusivamente os seus filhotes para todo o protocolo
experimental restante.

Vale salientar que apenas as mées receberam a solugdo de ETOH (VETEC® 100%
P.A) diluido em agua na concentracdo de 15%, como Unica fonte de liquido, conforme o
protocolo dos diferentes grupos experimentais. A partir do desmame e até 0 momento da

perfusdo, nenhum filhote ingeriu ETOH.

4.2.5 Peso corporal e encefalico

Os animais foram pesados aos 21 dias de idade (desmame) e no dia da perfusdo (entre
34 e 36 dias de vida), utilizando-se para tanto uma balanca eletronica (MARTE, BL3200H). O
peso encefélico foi aferido apds sua retirada da caixa craniana e fixacdo em solucdo de
Paraformaldeido 4% em TF. Para evitar problemas com canibalismo ou rejei¢cdo da ninhada,

optamos por ndo pesar 0s animais apds o nascimento.

4.2.6 Anestesia

Os animais foram anestesiados com uma injecdo intramuscular de cloridrato de
guetamina a 10% (0,1 ml/100g) e cloridrato de xilazina a 2% (0,05 ml/100g), até o animal
atingir o plano anestésico. A quetamina é um anestésico dissociativo, que induz a um estado
de sedagdo, imobilidade e analgesia. Ja a xilazina é um relaxante muscular, que potencializa a

acao anestésica.

4.2.7 Perfusao

Apbs atingir o plano anestésico, cada animal foi (1) posicionado em decubito dorsal

sobre tela de arame sob ponto de agua; (2) submetidos a toracotomia, com incisdo de pele,
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musculos e arco costal, sendo estes removidos em bloco, para exposi¢do do coragdo, seguido
de (3) cardiopuncao no ventriculo esquerdo, utilizando agulha de 16G (1,6 x 17 mm), a qual
foi direcionada para a aorta ascendente, com posterior incisdo no atrio direito. A perfuséo
ocorreu por gravidade; inicialmente foi administrado 250ml de solucdo salina a 0,9% em
tampéo fostato 0,1M, pH 7,4 (TF), acrescida com heparina (Parinex, Hipolabor, 2ml/1000 ml
de solucdo salina). Logo em seguida, foi adicionado 300ml de solucdo fixadora de
Paraformaldeido 4% em TF.

A utilizacdo da solugédo heparinizada teve como objetivo lavar o sistema circulatorio do
animal, prevenindo a formac&o de coagulos e possibilitando a melhor penetracdo de fixador
nos tecidos.

4.2.8 Remocéo dos encéfalos

Logo ap6s a perfusdo, os encéfalos foram retirados do crénio e em seguida foram
submetidos a fixacdo aldeidica (a mesma utilizada na perfusdo) por duas horas.
Posteriormente, foram lavados com TF e colocados em solugfes crescentes de sacarose a 10,
20 e 30% em TF, até que houvesse a completa difusdo. Os cérebros foram entdo guardados no

freezer (-20°C) em solucéo anticongelante, até serem submetidos & microtomia.

4.2.9 Microtomia

Os encéfalos foram cortados em um criostato (LUPETEC, CM 2850), obtendo-se cortes
coronais de 30 pm, os quais foram distribuidos sequencialmente em cinco compartimentos,
em um meio liquido contendo solucdo anticongelante. Cada um desses compartimentos
continha uma de cinco sec¢des, de maneira que a distancia entre uma sec¢édo e a seguinte foi
de aproximadamente 150 um. As seccOes armazenadas na solucdo anticongelante foram
conservadas a -20° C até a realizacdo das reagdes imunoistoquimicas ou até a coloracdo pelo

método de Nissl com corante tionina.

4.2.10 Marcacéo de Nissl e Imunoistoquimica

Dos cinco compartimentos, um foi submetido a coloracao citoarquiteténica pelo método

de Nissl, utilizando o corante tionina. Através dessa técnica todas as células foram marcadas,
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sendo possivel identificacdo de seus tamanhos, formas, localizagBes e delimitacdo dos
ndcleos. Esse procedimento foi feito com cada um dos animais utilizados, uma vez que
podem ocorrer diferencas individuais nas estruturas encefélicas.

As demais séries foram submetidas a analise imunoistoquimica com anticorpo anti-5-
HT, empregando o protocolo ABC (avidina-biotina-complexo peroxidase). Todos os
procedimentos imunoistoquimicos seguiram o mesmo protocolo para ambos 0s grupos. As
seccOes de cada compartimento foram lavadas (cinco lavagens de 5 minutos) em TF em
agitador orbital e posteriormente foram submetidas ao pré-tratamento para abolicdo de
artefatos e recuperacdo de antigenicidade, com boridreto de sodio e peréxido de hidrogénio
(H202) a 0,3% em TF por 20 minutos. Na sequéncia, foram incubados em BSA 10%, diluido
em TF 0,1M, pH 7,4, contendo Triton X-100 0,4% durante 60 minutos.

Logo em seguida, os cortes foram colocados em contato com o anticorpo primario
especifico (Tabela 2) diluido em TF contendo Triton X-100 a 0,4% com BSA a 2%, overnight
(25°C) sob agitagdo constante, automatica. Ao fim deste periodo, os cortes foram submetidos
a cinco lavagens de 5 min. cada, e em seguida foram colocados em contato com o anticorpo
secundario biotinilado com Triton X-100 a 0,4% por 90 minutos a temperatura ambiente, sob
agitacdo lenta, em agitador. Em seguida os cortes foram submetidos a cinco lavagens de 5
min. cada, e colocados na solu¢do do complexo avidina-biotina-HRP (Protocolo ABC, Kit
elite da Vector) em Triton X-100 a 0,4%, contendo NaCl. Para visualizar a reacdo, as secc¢oes
foram postas em meio contendo H2O2, como substrato, ¢ DAB (3,3°,4,4 tetrahidrocloreto-
diaminobenzidina) a 2,5% diluida em TF, como cromdgeno. Esta reacdo durou
aproximadamente 15 minutos. Entre cada uma das etapas, as sec¢Oes foram lavadas por cinco

vezes em TF no agitador orbital.

4.2.11 Montagem de Iaminas e intensificacdo com Tetroxido de Osmio

Apo6s a reacdo imunoistoquimica, os cortes foram montados sequencialmente em
laminas gelatinizadas com gelatina-alimen-cromo (VETEC®), que ap0ds secas a temperatura
ambiente, foram imersas em solugéo de tetroxido de dsmio a 0,05% por 30 segundos, com 0
intuito de intensificar a reacdo. ApoOs as etapas de desidratagdo, em baterias de alcool de
graduacdo crescente até o alcool absoluto, e diafanizacdo em xilol, foram montadas as

laminulas.
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Tabela 2: Especificages do anticorpo primario, anticorpo secundario e soro normal utilizados no procedimento
imunoistoquimico com as suas referidas diluigcdes e fabricantes.

ANTIGENO ANTICORPO ANTICORPO SORO
PRIMARIO SECUNDARIO NORMAL
5-HT Coelho [1:5.000] Cabra [1:1.000] BSA
Sigma Jackson
Anti — 5-HT Anti — coelho

4.2.12 Obtencdo e andlise de imagens

As imagens foram obtidas em campo claro utilizando um microscopio 6tico, (Nikon
ECLIPSE Ni) acoplado a uma videocdmera digital (Nikon DS-Ri) conectada a um
computador instalado com o software NIS. As imagens foram feitas das sec¢des coronais dos
encéfalos, coradas pelo método de imunoistoquimica anti-5HT e Nissl, para analise
morfométrica do DR e MnR. O software Canvas X 2018 foi utilizado para a construgdo dos
esquemas, tomando como base 0 atlas estereotaxico do cérebro de camundongos (Paxinos e
Watson, 2007).

4.2.13 Densidade éptica relativa (DOR)

Para realizar a DOR, foram utilizados corte coronais submetidos a imunoistoquimica
contra 5-HT e que continham marcados os nucleos de interesse para nosso estudo. Para cada
animal foram obtidas todas as imagens necessarias para que as areas de interesse fossem
amostradas desde o nivel rostral até o caudal.

Para tanto, utilizando o software ImageJ (versdo 1.51w NIH), campos com area
semelhante foram tracados nos nucleos de interesse e medida a intensidade de
imunomarcacao para 5-HT. Para cada corte, foi tracado um campo de medicdo de igual
tamanho em uma area controle sem nenhuma marcacdo de 5-HT no tecido, que serviu para a
normalizacdo dos valores em todos os nlcleos daquele corte, uma vez que as
imunoistoquimicas foram realizadas em momentos diferentes e assim poderiam apresentar

backgrounds diferenciados entre 0s animais e entre cortes.
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Cada campo de medida gerado no Image J, forneceu uma &rea, uma média de pixels e
seu desvio padrdo. A partir da média de pixels por campo, foi realizada uma média geral de
pixels por corte para cada lamina. Entao, esse valor médio de pixels obtido e o valor de pixels
da area controle do mesmo tecido foram utilizados na seguinte formula:

DOR ={(DOai - DOac)/DOac}*100, onde: DOai = densidade Optica da area de
interesse e DOac = densidade Optica da area controle.

A partir deste método, foi possivel estimar a intensidade de marcacdo dos neurdnios

imunorreativos a 5-HT nos nicleos de interesse.

4.2.14 Andlise estatistica

Para todas as analises utilizou-se o software GraphPad Prism 6.0. As diferencas entre
dados com uma unica variavel foram determinadas por meio da Analise de Variancia
(ANOVA) one-way, para as analises de dados com mais de uma variavel foi utilizado a
ANOVA two-way, em seguida para ambas as andlises foi realizado o teste de Bonferroni e
teste ‘t” post hoc. O nivel de significancia para rejei¢do da hipotese de nulidade foi 0,05 (p <

0,05). Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média.

49



5. RESULTADOS

5.1 Delimitacdo e identificacao citoarquitetdnica dos nacleos DR e MnR

Os resultados obtidos através das seccBes coradas pelo método de Nissl, possibilitaram a

representacdo citoarquitetbnica esquematica, delimitando os ndcleos DR e MnR da rafe,

conforme ilustrado na Fig.9, tendo por base as referéncias do atlas estereotaxico para

camundongos (Paxinos e Watson, 2007).

A figura 10 ilustra a delimitacéo desses ndcleos, contendo células imunorreativas a 5-

HT, desde o plano mais rostral, onde o grupamento serotoninérgico do DR apresenta-se com

um formato mais triangular, e observa-se logo abaixo do MnR o grupamento B9 (Fig. 10A),

quanto no plano caudal, onde o DR é mais arredondado, e o grupamento B9 esta ausente (Fig.

10B).

-~

———

e T

~
1

/

! \mep \

\ wv,

Vs~ nm\\ II)R o1

-~ pru. -

I-'-\L} \s(l‘ pret §

" ‘”'T‘- VI N AN -
l "l“

ST

~.

MnR

N\ T

\
// I__\
,,Rng rl\,\

\\ \\
\ \\ Vi
\\\‘ —-U’
\~~_,’ Sa-"

1

2T —— =

4 1
7
Imcp/
7 4
/
7’ v

[0
,

Figura 9. Fotomicrografia em campo claro de seccdo coronal no sentido rostrocaudal corada pelo método de
Nissl (A), e representacdo esquematica ilustrando a distribuicdo dos ndcleos dorsal (DR) e Mediano (MnR) da
rafe em um nivel mais caudal (B). Barra: 500 pm.
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Figura 10. Fotomicrografia em campo claro de sec¢Bes coronais no sentido rostrocaudal com representacdo
esquematica do DR e MnR em um plano rostral (A) e caudal (B); os balGes indicados pelas setas representam
uma magnificacdo da area destes nlcleos, marcados pelo método de imunoistoquimica para 5-HT. Aq: aqueduto
cerebral. DRL.: parte lateral do ndcleo dorsal da rafe. DRD: parte dorsal do nucleo dorsal da rafe. DRV: parte
ventral do ndcleo dorsal da rafe. DRI: parte interfascicular do ndcleo dorsal da rafe PDR: nucleo péstero dorsal
da rafe. XSCP: decussacdo do pedunculo cerebelar superior, MnR: nlcleo mediano da rafe e PMnR: nicleo
paramediano da rafe. Barra: 500 pm.
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5.2 Imunorreatividade do DR e densidade dptica relativa

No presente estudo, foi possivel observar claras diferencas na reacdo de
imunoistoquimica anti-5-HT entre o grupo controle e 0s grupos experimentais, onde 0s
neurbnios dos animais controle estdo sempre em maior nimero e com maior intensidade na
reacdo imunoistoquimica quando comparados aos grupos alcodlicos.

A figura 11 ilustra um painel contendo sec¢Ges imunorreativas a 5-HT, com delimitacéo
citoarquiteténica do nucleo DR, evidenciando modificacdes na intensidade de marcacdo dos
neurdnios serotoninergicos tanto do DR-rostral, quanto caudal, dos grupos EtG, EtL e EtGL
quando comparados ao controle. Os neurénios 5-HT imunorreativos do grupo controle (Fig.
11 A e E) apresentam-se visualmente em maior nimero e com maior intensidade de marcacao
na reacdo imunoistoquimica em relacdo aos grupos cujas mdes ingeriram solucédo etilica a
15% apenas durante a gestacdo (grupo EtG - Fig. 11 B e F), apenas durante o periodo de
lactacdo (grupo EtL - Fig. 11 C e G), assim como o grupo que recebeu ETOH durante os
periodos de gestacdo e lactacdo (grupo EtGL - Fig. 11 D e H).

Os resultados da analise da densidade dptica relativa (DOR) para todo o DR (Fig. 12)
indicam que, estatisticamente, existem diferencas significativas entre cada um dos grupos
experimentais (p < 0,0001) em relagdo ao controle-CL. Quando a comparacdo é feita entre 0s
trés grupos que ingeriram ETOH, o que apresentou menor intensidade na marcagéo de 5-HT
foi o grupo EtL, tanto na porc¢éo rostral quanto caudal. No nivel rostral, o grupo EtG apresenta
uma maior imunorreatividade do que o grupo EtGL, mas essa diferenca ndo se mantém
quando se observa o0 DR caudal, onde ambos se apresentam com uma imunorreatividade

semelhante.
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Figura 11. Fotomicrografia em campo claro de sec¢fes coronais no sentido rostrocaudal do DR (rostral),
coradas pelo método de imunoistoquimica para 5-HT de animais A e E: Controle, Be F: EtG, Ce G: EtL, D e
H: EtGL. Ag: aqueduto. DRL.: parte lateral do nicleo dorsal da rafe. DRD: parte dorsal do nucleo dorsal da rafe.
DRV: parte ventral do nlcleo dorsal da rafe. DRI: parte interfascicular do nlcleo dorsal da rafe PDR: nicleo
postero dorsal da rafe. Barra: 100um.
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Figura 12. Densidade éptica relativa (DOR) dos neur6nios imunorreativos a 5-HT no DR (rostral/caudal). As
colunas representam a média £ E.P.M., analisados através da ANOVA two-way (p<0,05), seguida pelo teste de
Bonferroni e teste ‘t” post hoc. Valores significativos “*” (p<0,05) e “****” (p < 0,0001), demonstram as
comparacOes entre as médias do grupo controle em relacdo aos grupos alcodlicos (ETOH 15%), EtG, EtL, e dos
grupos alcodlicos entre si.

5.3 Imunorreatividade do MnR e Densidade éptica relativa

A figura 13 ilustra sec¢des imunorreativas a 5-HT no MnR. Também nesse nucleo,
todos 0s grupos apresentam uma menor intensidade de marcagdo quando comparados ao
grupo controle, e o grupo EtL é o que apresenta menor imunorreatividade.

A anélise da DOR para todo o0 MnR (Fig. 14) demonstra uma reducdo nos diferentes
grupos alcoodlicos, com diferenca significativa de p< 0,0001 para todos eles quando
comparados ao controle-CL, mas quando comparados entre si, ndo se observa diferenca

significativa.
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5.4 Massa corporal

Os resultados para a massa corporal aos 21 dias, pds-desmame, e aos 34/36 dias
encontram-se ilustrados na figura 15 e na Tabela 3, e evidenciam gque houve reducéo na massa
corporal, em ambos o0s periodos, apenas para 0s grupos cujas mées receberam ETOH a 15%
durante o periodo de lactacdo (EtL) e gestagdo/lactacdo (EtGL), quando comparados ao
controle.

Aos 21 dias, os grupos EtL e EtGL apresentaram reducdo da massa corporal em relacéo
ao controle-CL, com diferenca significativa de p < 0,0001.

Ao0s 34/36 dias, 0 grupo EtL teve uma redugédo em relacdo ao grupo CL com p <0,01, e
em relacdo ao grupo EtG de p <0,001.

O grupo EtG, nédo apresentou diferenca significativa da massa corporal em nenhum dos
periodos analisados, mas apresentou-se um pouco mais elevado do que o grupo controle no

periodo entre os 34/36 dias.

Massa Corporal

30-
E3 CL

25+ 1 EtG

204 &= EtL
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Massa Corporal (g)
o
t™h
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Figura 15. Massa corporal aos 21 dias (pds desmame) e aos 34/36 dias (perfusdo). As colunas representam a
média + E.P.M., analisados através da ANOVA two-way (p<0,05), seguida pelo teste de Bonferroni e teste ‘t’
post hoc. Valores significativos “**” (p<0,01), “***” (p<0,001) e “****” (p < 0,0001), demonstram as
comparagoes entre as médias do grupo controle “a”, em relagdo aos grupos alcodlicos (ETOH 15%), EtG, EtL,
EtGL e dos grupos alcodlicos entre si.
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5.5 Massa encefalica

Na analise do gréafico relativo a massa encefalica (Fig. 16), observa-se reducdo com
diferenca significativa para os grupos EtL (p <0,1) e EtGL (p < 0,5), quando comparados ao
controle, e assim como nos resultados para a massa corporal, 0 grupo EtG, também néo

apresentou alteragoes.
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Figura 16 - Massa encefalica aos 34/36 dias. As colunas representam a média £ E.P.M.,
analisados através da ANOVA two-way (p<0,05), seguida pelo teste de Bonferroni e teste ‘t’
post hoc. Valores significativos “*” (p<0,05) e “**” (p<0,01), demonstram as comparagdes
entre as médias do grupo controle “a”, em relagdo aos grupos alcodlicos (ETOH 15%), EtG,
EtL, EtGL e dos grupos alcodlicos entre si.
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6. DISCUSSAO

Filhos de mées usuarias de ETOH durante a gravidez sdo conhecidos por sofrer atrasos
no desenvolvimento e/ou uma variedade de mudangas comportamentais (ORNOY; ERGAZ,
2010). Os sistemas neurotransmissores (serotonina, dopamina, glutamato e GABA) tém sido
reconhecidos como importantes alvos das acdes do ETOH durante o desenvolvimento,
desencadeando problemas como ansiedade, depressdo, deficits de aprendizado, memodria,
atencdo e coordenacdo motora (VALENZUELA; PUGLIA; ZUCCA, 2011).

Neste trabalho, utilizamos o ETOH em uma concentragdo de 15%, para testar a
hipdtese da sua influéncia sobre o desenvolvimento de dois nudcleos serotoninérgicos (DR e
MnR da rafe), e sobre o peso corporal e encefalico de proles expostas ao ETOH em estagios
de desenvolvimento pré e pos-natal. Os neurbnios contendo 5-HT estdo na maior parte
agrupados dentro dos nucleos da rafe, alinhados em ambos os lados da linha medial do tronco
encefalico, onde podem ser divididos em um grupo caudal ou posterior e grupo rostral ou
anterior (TORK, 1985; LENT, 2005; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008).

Na anélise do peso encefalico como um todo, observamos uma redugdo de 5,2% no
grupo EtL e de 4,3% no EtGL em relacdo ao grupo controle, imediatamente apds a perfuséo.
Quando procedemos a andlise da densidade dptica relativa dos neurdénios 5-HT, identificamos
gue houve uma reducdo de 37,5 a 51,5% no nucleo DR e de 40 a 55,5% no MnR quando
comparados ao grupo controle. Mais especificamente, o grupo EtG apresentou uma reducéo
de 37,5%, o EtL de 51,5% e 0 EtGL de 43% no DR, enquanto no MnR as redugdes foram de
40% para o EtG, 55,5% para o EtL e de 44,5% para o grupo EtGL.

Embora haja um namero substancial de células ndo serotoninérgicas nos nucleos da
rafe, é reconhecido que as longas projecdes ascendentes e descendentes sdo oriundas de
neurbnios serotoninérgicos, e as projecdes ascendentes sdo oriundas principalmente de
ndcleos serotoninérgicos rostrais, como os nucleos DR e MnR da rafe, onde ocorre a maior
sintese de 5-HT (JACOBS; AZMITIA, 1992; CHARARA; PARENT, 1998;
HALBERSTADT; BALABAN, 2006; UNDERWOOD; MANN; ARANGO, 2007).

Estes nucleos estdo entre os primeiros a expressar 5-HT. O conjunto rostral é o
primeiro a ser detectavel utilizando a imunoistoquimica para 5-HT, cujas células sao
evidentes entre os dias embrionarios (E12-15). A imunorreatividade da 5-HT aparece no
grupo caudal em torno de E14, embora os estudos de nascimento sugiram que essas células

nascem ao mesmo tempo em que as células rostrais (E11-12) (RUBENSTEIN, 1998). Os
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nacleos da rafe rostral produzem projecdes axonais que ascendem ao mesencéfalo e ao
prosencéfalo, enquanto que os ndcleos da rafe caudal produzem axénios que descem para a
medula espinhal (MOLLIVER, 1987; AITKEN; TORK, 1988; WALLACE; LAUDER,
1992).

Atraveés das secgBes coradas pelo método de Nissl, identificamos e delimitamos
citoarquitetdnicamente os nucleos DR e MnR da rafe, desde o plano mais rostral, onde o
grupamento serotoninérgico do DR apresenta-se com um formato mais triangular e observa-se
logo abaixo do MnR o grupamento B9, quanto no plano caudal, onde 0 DR é mais
arredondado e o grupamento B9 esté ausente.

Uma distribuicéo diferencial da inervagdo serotoninérgica proveniente dos ndcleos DR e
MnR foi inicialmente sugerida em um estudo autorradiografico realizado por Azmitia e Segal
(1978), no que foram corroborados por estudos em que as fibras do MnR distribuem-se
principalmente para estruturas medianas e paramedianas, enquanto que o DR emite projecoes
primariamente para estruturas mais laterais, e a &rea B9 parece projetar-se principalmente para
0 cortex frontal; esta projecdo diferencial também ¢é vista nos centros circadianos, onde o
MnR emite projecdes diretas para o Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) e o DR para o Folheto
Intergeniculado (FIG) onde a 5-HT modula a atividade nessas areas de controle do ritmo
circadiano (KENT; SLADEK, 1978; MOORE et al., 1978; STEINBUSCH, 1981; TORK,
1985; IMAI et al.,, 1986; VERTES, 1991; JACOBS; AZMITIA, 1992; WESTRICH;
SPROUSE; SANCHEZ, 2013).

ProjecOes serotoninérgicas oriundas de nudcleos rostrais se estendem caudalmente até
estruturas mesodiencefalicas, como a area pré-tectal, e mesmo mesencefalicas e pontinas,
como o nucleo tegmentar latero-dorsal, a substancia cinzenta central, a substancia negra parte
compacta, o locus ceruleus e outros nucleos da rafe. Praticamente todo o cortex recebe
inervacao serotoninérgica, observando-se uma maior densidade no cértice perirrinal, occipital,
cortex frontal, giro do cingulo, area entorrinal, area amigdaldide e hipocampo (AZMITIA;
SEGAL, 1978; KENT; SLADEK, 1978; MOORE et al., 1978; STEINBUSCH, 1981; TORK,
1985; VERTES, 1991; JACOBS; AZMITIA, 1992; PINATO et al., 2007).

As aferéncias que chegam aos nucleos DR e MnR sdo provenientes de areas muito
amplas principalmente dos cortices pré-frontal, cingulado anterior, insular, orbital (lateral,
medial e ventral), infralimbico, peduncular dorsal e ténia tecta, ndcleo amigdaloide,

prosencéfalo basal, nlcleos habenulares, varios nicleos hipotalamicos, talamo, incluindo o
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nacleo paraventricular, zona incerta e nucleo subtalamico (TORK, 1985; PEYRON et al.,
1998) e retina (FITE et al., 1999; FRAZAO et al., 2008).

Diante da ampla distribuicdo das fibras serotoninérgicas provenientes dos nucleos DR e
MnR da rafe, buscamos em nosso trabalho, demonstrar como estes nucleos respondem
imunorreativamente aos efeitos teratogénicos provocados pelo ETOH quando ingerido nos
periodos pré e/ou pos-natal, uma vez que, além de sua funcéo de neurotransmissor "classico",
a 5-HT também atua como sinal de desenvolvimento neuroldgico, estando presente
primariamente no desenvolvimento do SNC mais do que em outros sistemas transmissores de
monoamina, apresentando niveis mais elevados no cérebro de mamifero imaturo e maior
atividade do que em qualquer outro periodo (HAMON; BOURGOIN, 1979; LIDOV;,
MOLLIVER, 1982).

Foram observadas claras diferencas na reacdo de imunoistoquimica anti-5-HT entre o
grupo controle e os grupos experimentais, onde 0s neurénios dos animais controle estdo
sempre em maior numero e com maior intensidade na reacdo imunoistoquimica quando
comparados aos grupos alcoolicos. A reducdo na imunorreatividade dos grupos alcéolicos
demonstra que houve uma reducdo no numero de neurénios que secretam 5-HT, coerente com
trabalho de Tajuddin e Druse (1999), onde asseguram que o ETOH retarda severamente o
desenvolvimento do sistema 5-HT, provocando uma redugdo na concentracdo de 5-HT dos
seus locais de recaptacdo e alteracBes na concentracdo de receptores 5-HTia na prole, e
adicionalmente, reduz a densidade de neurdnios imunorreativos a 5-HT no ramo dorsal,
mediano da rafe e neurbnios B9, com uma reducdo de 28% - 40% (TAJUDDIN; DRUSE,
1999).

De modo geral, atraves da andlise da imunorreatividade dos neurdnios 5-HT, bem como
da densidade optica relativa que realizamos, constatamos uma reducdo dos neurdnios 5-HT
nos nucleos DR e MnR da rafe tanto no plano rostral quanto caudal dos grupos alcodlicos, em
consonancia com um trabalho realizado por Lo e Zhou (2014), onde eles descrevem reduzidos
niveis de 5-HT no cérebro de individuos que ingeriram alcool durante o desenvolvimento ja
no dia embrionario E13, além de reducBes nos niveis de outros neurotransmissores como
dopamina, noradrenalina, adrenalina, e GABA (LO; ZHOU, 2014).

A reducdo no namero total de neurénios imunorreativos a 5-HT no DR e MnR, também
foi demonstrada em um trabalho realizado por Sari e Zhou (2004), ao usarem um modelo de
exposicdo ao ETOH a 25% durante a gestacdo, ocasido em que eles detectaram uma reducéo

de 20% no peso cerebral e no nimero total de neurdnios imunorreativos a 5-HT tanto no DR
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quanto no MnR, no dia embrionario (E18) em comparacdo com o controle. A diminui¢do do
namero de neurdnios 5-HT persistiu no estagio adulto jovem do dia pds-natal (P45). Embora
estes autores tenham usado uma dose de ETOH superior a que utilizamos, estes dados
demonstram que o ETOH contribui significativamente para a reducdo do numero de
neuronios 5-HT no DR e MnR durante o desenvolvimento, e que esta reducdo persiste na
idade adulta. Este fato pode possivelmente explicar a reducdo da imunorreatividade a 5-HT
evidenciada em nossos estudos tanto no DR quanto no MnR dos grupos alcodlicos. Outros
estudos realizados com roedores mostram que a exposicdo ao ETOH durante o
desenvolvimento pré-natal reduz tanto o nimero de neurdnios imunorreativos a 5-HT no DR
quanto as projecOes desses neuronios (DRUSE et al., 2004; ZHOU et al., 2005;
SLIWOWSKA et al., 2014).

Reducbes nos niveis de 5-HT podem trazer prejuizos ao desenvolvimento. A
diminuicdo pré-natal da 5-HT atrasa o inicio da neurogénese em regides alvo
serotoninérgicas. Tanto a inibicdo da sintese como as lesbes seletivas de neurbnios
serotoninérgicos estdo associadas a diminui¢cGes no nimero de células recém-geradas no giro
dentado, bem como na zona subventricular (BREZUN; DASZUTA, 1999).

A exposicdo pré-natal ao ETOH retarda a migracéo e o desenvolvimento de neurdnios
de 5-HT, e como eles estdo implicados para sinalizar a maturacéo cerebral, menos neurénios
5-HT podem ter efeitos duradouros no desenvolvimento do cérebro ou, se persistentes no
adulto, podem afetar profundamente a funcdo cerebral adulta (ZHOU et al., 2000), e dessa
forma comprometer o desenvolvimento da linha média da rafe e os neurbnios da 5-HT nele
contidos (ZHOU; SARI; POWROZEK, 2005). Poucas fibras de 5-HT crescem nos embrides
expostos a0 ETOH. A diminuicdo da inervacdo da 5-HT correlaciona-se com o ndmero
reduzido de fibras talamocorticais, bem como a diminui¢do do tamanho das regides alvo de
axonios serotoninérgicos, incluindo o hipotalamo, cértex cerebral e hipocampo. O
subsequente atraso do crescimento do prosencéfalo e as fibras sensoriais talamocorticais ao
longo da via de projecdo reduzida de 5-HT € consistente com o papel da 5-HT como um sinal
para a diferenciacdo do prosencéfalo, consequentemente, o desvio da 5-HT no inicio da vida
pode ter consequéncias sobre o desenvolvimento do cérebro que se estende além dos
observados no sistema 5-HT (ZHOU, 2002; ZHOU et al., 2005).

Quando comparamos a imunorreatividade dos neurdnios 5-TH, bem como a densidade
Optica relativa nos nucleos DR e MnR dos grupos alcoolicos entre si, constatamos que de

modo geral, os grupos em que as proles foram expostas ao ETOH durante o periodo de
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lactacdo ou gestacdo-lactacdo, apresentaram diferenca significativa ndo s6 em relacdo ao
controle, mas também em relagdo ao grupo exposto ao ETOH apenas durante a gestacdo. Tal
fato pode estar associado a presenca do ETOH durante este periodo de desenvolvimento. Em
humanos, sabe-se que quando as mulheres que estdo amamentando consomem ETOH, de
forma geral, cerca de 2% deste é transferido para o sangue e leite materno. Apesar de ndo ser
estocado nas glandulas mamaérias, o nivel de ETOH encontrado no leite é proporcional ao
encontrado no sangue da mae e, desta forma, o leite apresentara quantidades consideraveis de
ETOH enquanto os niveis no sangue forem mensuraveis (MENNELLA, 2001; CHAVES,
2004).

Uma vez presente no leite materno, o alcool ingerido pelo recém-nascido pode
provocar perturbacGes ao desenvolvimento dos neurénios 5-HT, uma vez que a etapa mais
vulneravel do desenvolvimento do SNC, a desnutri¢do ¢ a outros insultos, ¢ o “periodo critico
de crescimento cerebral”, isto é, o periodo de pico da atividade de eventos especificos
(neurogliogénese, migracédo e diferenciagdo celular). Este periodo é muito vulneravel a acéo
apoptogénica do ETOH. Em ratos e camundongos este periodo ocorre a partir do nascimento,
em torno dos primeiros 10 dias pds-natal, coincidente com o periodo do aleitamento (0 a 21
dias pos-natal) (DOBBING, 1968; KACHANI et al., 2008).

Reducdes nos niveis de 5-HT durante o periodo pds-natal em ratos e camundongos,
pode acarretar em sérios prejuizos para o desenvolvimento do cérebro, uma vez que durante
as primeiras duas semanas de vida pos-natal destes animais (equivalente ao terceiro trimestre
da gravidez humana), os neurdnios 5-HT sofrem uma maturacdo funcional significativa e seus
axdnios atingem regides alvo no prosencéfalo (por exemplo, cdrtex e hipocampo)
(MOHAJERANI; CHERUBINI, 2006, LOHMANN; KESSELS, 2014). O ndmero de
sinapses aumenta drasticamente durante este periodo e a atividade espontanea impulsiona a
formacdo e o refinamento precoce das redes neuronais hipocampais (MOHAJERANI;
CHERUBINI, 2006; LOHMANN; KESSELS, 2014).

Além disso, durante este periodo hd um aumento nos niveis de 5-HT, que promove a
maturacdo dendritica e regula os niveis de fatores neurotroficos derivados do cérebro no
desenvolvimento do hipocampo (GASPAR et al., 2003; FREDERICK; STANWOOD, 2009;
MIGLIARINI et al., 2013). Os neurdnios 5-HT no DR em desenvolvimento sdo suscetiveis a
perturbacdes nas trés primeiras semanas de vida pés-natal, possibilitando a ocorréncia de
mudangas funcionais significativas (ROOD et al., 2014). Portanto, o sistema neurotransmissor

5-HT ¢é altamente sensivel durante este periodo de desenvolvimento, tornando-o
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potencialmente suscetivel a uma série de insultos. Entre os fatores que podem ter impacto no
sistema neurotransmissor 5-HT, o mais citado € a exposicao fetal ao ETOH, que é também
uma das principais causas de deficiéncia intelectual em todo o mundo (MURAWSKI et al.,
2015; ROOZEN et al., 2016). De modo geral, estes estudos sugerem que o desenvolvimento e
maturacdo normal do cérebro, depende dos niveis de 5-HT.

Em nosso trabalho, a ingestdo de ETOH materno se deu exclusiva e pontualmente
durante a gestacao e/ou lactacdo, conforme cada grupo, onde as maes nao foram submetidas a
nenhuma dieta alcodlica antes destes periodos e assim, os efeitos sobre a prole se deu em
decorréncia da ingestdo alcodlica materna, enquanto sua condicdo de gestante ou lactante,
provocando prejuizos para o desenvolvimento da prole, diferindo entretanto, de um trabalho
realizado em ratos por Evrard e colaboradores (2003), em que as mdes foram submetidas a
uma dieta liquida de ETOH a 6,6% por seis semanas antes e durante a gestacdo e lactagéo,
sendo relatado aumento nos niveis de neur6nios 5-HT imunorreativos nos nucleos DR e MnR
da prole, sendo mais significativo para 0 MnR. Nesse trabalho, as fibras 5-HTT-IR também
ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas em relacdo ao controle, e as areas prosencefalicas
de inervacdo serotoninérgicas como a inervacdo do MnR foram as areas onde o 5-HTT-IR
apresentou maior aumento em sua area relativa (germinacdo de fibras). Portanto, nesse
modelo de exposicdo, 0 ETOH pode atuar como um fator de aceleracdo do desenvolvimento
induzindo uma maturagdo e desenvolvimento acelerados, ao contrario de outros modelos nos
quais altos niveis de ETOH geralmente causam amadurecimento tardio no desenvolvimento
do SNC.

Em nosso trabalho observamos uma diminui¢do de peso corporal nos animais do grupo
EtL e EtGL em relagédo ao controle. Nossos resultados corroboram os estudos de Fuentes et al
(2001), onde a administracdo cronica de ETOH a 20% durante a lactacdo ou gestacdo e
lactacdo, afetou negativamente o crescimento dos filhotes no desmame, com reducédo
significativa de peso corporal ao longo do periodo de amamentacgdo, redu¢do no consumo de
leite, e diminuigdo de 6rgdos como figado e rins. E assim como em nosso trabalho, a redugdo
de peso corporal durante a lactacdo foi mais significativa neste periodo do que durante a
gestacdo ou gestacdo-lactagdo. Othman et al (2002), também sugerem que o consumo de leite
associado a 15% de ETOH, provoca reducdo de peso corporal e cerebral, bem como de
receptores, RNA e densidade proteica do cortex e cerebelo. E ainda, modificacdo do
comportamento de suc¢do dos recém-nascidos, com reducdo na atividade global do sistema
motor (CHESLOCK et al., 2000).
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A toxicidade da exposicdo materna ao ETOH foi demonstrada pela diminuigdo do peso
corporal da prole ap6s o periodo de amamentagdo (CESCONETTO et al., 2016). A redugdo
de peso corporal também foi relatada por Oyama et al (2000), em animais expostos a solucdes
de ETOH a 10% e 20% durante a lactacdo. Estudos anteriores a estes ja demonstravam
resultados semelhantes, com reducéo de peso corporal e do cérebro (DETERING et al., 1979),
pois além do retardo de crescimento, a ingestdo cronica de ETOH durante estes periodos
prejudica o desempenho da lactacdo, uma vez que afeta a funcdo das glandulas mamarias,
com consequente declinio na producdo de leite e alteragdes na sua composicdo (VILARO et
al., 1987). A falta de disponibilidade de leite para as proles cujas maes receberam ETOH
durante a lactagéo, tem sido apontada como o principal fator que causa a desnutricdo severa
observada nesses filhotes, e isto pode estar de certa forma, relacionado ao fato de que a
ingestdo de ETOH inibe o reflexo de ejecdo do leite, causando uma diminuicao temporéria de
sua producdo (MENNELLA; PEPINO; TEFF, 2005; MENELLA; PEPEINO, 2008;
HAASTRUP; POTTEGARD; DAMKIER, 2014).

As reducdes nos niveis de leite materno sdo geralmente associadas a alteracdes nos
niveis de prolactina e ocitocina. A reducdo da ocitocina esta relacionada com a diminuicéo na
ejecdo e no rendimento do leite e em consequéncia disto, na redugdo da ingestdo de até 20%
do leite, 0 que faz com que o recém-nascido o consuma em menores quantidades
(MENELLA, 2001; KACHANI et al., 2008), e isso contribui potencialmente para a
ocorréncia de perturbacdes no desenvolvimento do lactente, como evidenciado inclusive em
seres humanos, através de um estudo realizado por Backstrand e colaboradores (2004), onde a
ingestdo de bebidas alcodlicas por mulheres que estavam amamentando, foi associada com
peso baixo, crescimento lento e menor tamanho alcancado aos 57 meses de idade em seus
filhos.

Adicionalmente, é importante salientar que parte do ETOH ingerido pela mée passa
para o leite materno (MENNELLA; BEAUCHAMP, 1993), e os recém-nascidos metabolizam
mais lentamente 0 ETOH, estimando-se que seja cerca de metade da taxa de metabolizacdo de
um adulto. Logo, o ETOH permanece mais tempo no seu organismo (HAASTRUP;
POTTEGARD; DAMKIER, 2014), e assim, essa presenca mais demorada no organismo do
lactente pode causar perturbacdes no seu metabolismo. Ha evidéncias cientificas de que o
ETOH altera o metabolismo intermediario dos carboidratos, lipideos e proteinas (HALSTED,
1997). Quando comparados em periodos de gestacdo/lactacdo, observa-se retardo no abrir de

olhos naqueles submetidos a exposicdo alcodlica nos dois periodos, além da reducdo na
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formacdo da mielina cerebral, reducéo no peso do cérebro e de 6rgdos se mostrar mais severos
na lactagdo e o atraso de crescimento corporal ser mais significativo na gestacao
(LANCASTER et al., 1984).

Assim como em nossos resultados, Fuentes e colaboradores (2001), também nédo
encontraram diferencas significativas relacionadas ao peso corporal no dia do desmame em
animais expostos ao ETOH exclusivamente no periodo pré-natal, em nosso caso, grupo EtG.
Eles salientam que esta diferenca pode estar associada ao fato de que a amamentacéo destes
animais, ocorreu sem a presenca de ETOH. Outra justificativa possivel para tal fato pode ser
encontrada no trabalho de Silva e colaboradores (2000), que afirmam que maes e/ou filhotes
podem aumentar de peso a partir da abstinéncia. Isto ocorre porque no periodo de abstinéncia,
mées e filhotes apresentam maior necessidade calorica, devido a supressao das calorias
derivadas do ETOH; essa exigéncia induz a um aumento na procura e na ingestdo de
alimentos, assim como, a modificagcdes na qualidade e quantidade do leite materno.

Nossos resultados relativos ao peso encefalico também mostram a influéncia do ETOH
sobre este parametro, e assim como em relacdo ao peso corporal, 0S grupos que mostraram
reduces significativas foram os que ingeriram ETOH durante a lactacdo ou
gestacdo+lactacdo. Neste sentido € importante salientar que o cérebro se desenvolve
rapidamente no final da gestacdo (terceiro trimestre), até cerca de 6 a 8 semanas apds o
nascimento, e pode ser vulnerdvel a exposicdo teratogénica. Em roedores este periodo
compreende os primeiros 10 dias pds-natal, coincidentes com o periodo de aleitamento
(KACHANI et al., 2008; ALFONSO-LOECHES; GUERRI, 2011). Em ratos recém-nascidos,
alto grau de desenvolvimento cerebral e de mielinizacdo ocorre nos primeiros quinze dias de
vida; podendo haver reducdo de concentracdo na mielina, caso as lactantes recebam ETOH na
dieta (LANCASTER et al., 1984); neste periodo, o peso cerebral aumenta mais rapidamente
do que o peso corporal (OYAMA et al., 2000 b).

Tavares do Carmo e colaboradores (1999), ao avaliar os efeitos da exposi¢cdo ao ETOH
a 20% durante a lactacdo, encontraram além de reducdes no peso corporal, diminuicdo do
peso cerebral, na concentracdo de proteinas, e quantidade de DNA que foi associado a um
menor numero de células cerebrais nos filhotes expostos ao ETOH. Estes autores, também
salientam que apesar do conteudo de lipidios aumentarem no leite de ratos tratados com
ETOH, compensando parcialmente a desnutri¢do induzida pelo ETOH ocorrida nos filhotes
expostos a esta substancia, permitindo adaptacfes metabdlicas adequadas para prevenir

hipoglicemia grave e manter reservas hepaticas minimas de glicogénio, essas adaptagdes nao
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sdo suficientes para proteger contra o comprometimento do desenvolvimento cerebral,
evidente nos filhotes expostos ao ETOH. Quanto as dosagens, apenas as proles expostas a
maiores niveis de ETOH (20%) durante a lactacdo, apresentaram uma diminuicao
significativa no peso do cérebro, ou uma profunda reducdo no crescimento geral do corpo. A
baixa dose (5%) nédo afetou o ganho de peso corporal dos filhotes ou seu peso no cérebro,
sugerindo uma preservacdo do cérebro dos filhotes quando expostas a doses mais baixas
(OYAMA et al., 2000b).

De modo geral, as analises apontam que a ingestdo de ETOH a 15% causa perturbacédo
severa ao desenvolvimento, seja corporal ou a nivel de sistema nervoso central, para as proles
expostas ao alcool durante o periodo pré ou poés-natal. Estudos apontam mecanismos
celulares, que induzem a reducdo no numero de neurbnios serotoninérgicos, bem como a
reducdo nos niveis de 5-HT em individuos expostos ao alcool durante o desenvolvimento,
como disfungdes no sistema imunoldgico, que também é afetado pela ingestdo alcodlica na
lactacdo, sendo observado déficit a longo prazo, na imunidade celular e no sistema nervoso,
indicando sensibilidade ao ETOH em etapas precoces do desenvolvimento (HALSTED,1996;
VOLPI, 1998; MAHAN, 2000).

O ETOH pode ativar o sistema neuroimune inato, contribuindo para danos cerebrais e
neurodegeneracdo em adultos e adolescentes (CREWS et al., 2015; MONTESINOS et al.,
2016). Embora o papel da ativagdo do sistema neuroimune na patogénese da SAF tenha sido
pouco abordado, tem sido demonstrado que a exposicdo ao ETOH durante o periodo neonatal
provoca ativacdo microglial e a liberacdo de citocinas, sugerindo uma ativacao da resposta
imune (DREW; KANE, 2014; TOPPER et al., 2015), através da ativacdo de receptores
imunes inatos, desencadeando vias de sinalizagdo que culminam na producgéo de citocinas e
qguimiocinas pro-inflamatdrias, levando a neuroinflamacdo, alteracdes de mielina e dano
neural (ALFONSO-LOECHES et al., 2010; 2012; CREWS et al., 2015; MONTESINOS et
al., 2015; 2016).

O consumo voluntario de ETOH compulsivo durante a gestacdo e / ou periodos de
lactacdo, induz a uma regulacdo positiva persistente das vias inflamatorias dependentes da
ativacdo dos receptores TLR (receptores tipo Toll) em células gliais, levando a
neurodegeneracdo e danos a mielina juntamente com disfun¢bes comportamentais persistentes
na prole, tais como déficits de memoria, de trabalho espacial, e deficiéncias de coordenacéo
motora (CANTACORPS et al., 2017). O papel critico da ativacdo do TLR4 na liberacdo das

citocinas corticais e quimiocinas induzidas pela exposi¢cdo ao ETOH, podem estar associados
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ao comprometimento do desenvolvimento cerebral e a disfun¢des de comportamento a longo
prazo, desempenhando um papel importante nos defeitos do desenvolvimento neuroldgico da
FASD (PASCUAL et al., 2017).

De modo geral, estes estudos sugerem que um dos mecanismos celulares que levam a
neurodegeneracdo causada pelo ETOH é a ativacdo do sistema neuroimune, contribuindo para
a reducao de células neuronais, 0 que pode vir a ser uma das possiveis causas para a reducao

de células 5-HT+ observadas tanto no nucleo DR, quanto MnR da rafe dos grupos alcoolicos.
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7. CONCLUSOES

O consumo de etanol a 15%, por gestantes e/ou lactantes repercute negativamente sobre
a prole, causando prejuizos para o desenvolvimento, com redugdo na imunorreatividade dos
neurbnios serotoninérgicos dos nucleos dorsal e mediano da rafe, além da perca de peso

corporal e encefélico.
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