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Resumo:

Quando ingerido durante a gravidez ou amamentacao, o alcool (ETOH) pode provocar
danos permanentes no sistema nervoso central (SNC) da prole, além de retardar o
desenvolvimento do sistema serotoninérgico, alterando respostas fisiologicas e
comportamentais. Os nucleos dorsal da rafe (DR) e mediano da rafe (MnR) tem sido
apontados como os principais alvos da acdo do ETOH durante o desenvolvimento. O
DR é associado com a regulacdo do comportamento emocional, de estresse e
ansiedade, na fungdo motora e em tarefas cognitivas complexas. O MnR é associado
ao controle do comportamento ingestivo, ritmicidade circadiana e controle do ritmo teta
do hipocampo. Obijetivou-se investigar os efeitos da exposicdo crénica do ETOH na
morfologia dos nucleos DR e MnR em camundongos procriados por maes submetidas
a exposicdo ao ETOH a 15% (v/v), durante a gestacdo e/ou lactacdo. Foram
empregados métodos imunoistoquimicos e morfometria de area. O consumo de etanol
a 15%, por gestantes e/ou lactantes prejudica o desenvolvimento da prole, com reducéo
de area e de imunorreatividade dos neurbnios serotoninérgicos do DR e MnR.
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1. Introducéo

O etanol (ETOH) quando utilizado por gravidas, pode provocar efeitos
nocivos em muitos aspectos do desenvolvimento fetal, somatico e
principalmente  neurocomportamental (JONES, 2011), desencadeando
problemas como ansiedade, depressao, déficits de aprendizado, memoria,
atencao e coordenacdo motora (VALENZUELA; PUGLIA; ZUCCA, 2011). Sua
ingestdo pode retardar severamente o desenvolvimento do sistema
serotoninérgico (5-HT) (SLIWOWSKA et al.,, 2014), provocando reducdo do
namero de neurdnios que sintetizam serotonina (5-HT) e dos niveis deste
neurotransmissor (LO; ZHOU, 2014). Reduc¢des nos niveis de 5-HT pre-natal,
retardam a migracéo e desenvolvimento de neurénios 5-HT (ZHOU et al., 2000)
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atrasando o inicio da neurogénese em regifes alvo serotoninérgicas e
diminuindo a inervacao destas regides (ZHOU et al., 2005).

Os nucleos dorsal (DR) e Mediano da rafe (MnR) sédo importantes alvos
da acdo do ETOH durante o desenvolvimento com reducdes do numero de
neurénios 5-HT bem como de suas projecdes (ZHOU et al., 2005). O DR estéa
associado com a regulagcdo do comportamento emocional, relacionado ao
estresse e a ansiedade (LOWRY et al., 2005). O MnR tem sido implicado no
controle de uma variedade de funcgdes fisiologicas e comportamentais, incluindo
comportamento ingestivo, ritmicidade circadiana e controle do ritmo teta do
hipocampo (HALE; LOWRY, 2010).

2. Objetivo

Investigar os efeitos da exposi¢do crénica do ETOH na imunorreatividade e
morfologia das células 5-HT dos nucleos Dorsal (DR) e Mediano da Rafe (MnR),
da prole de camundongos cujas maes foram expostas ao ETOH a 15% (v/v), ad

libitum, durante a gestagéo e/ou lactagao.

3. Metodologia

Foram utilizados 20 exemplares de camundongos (Mus muscullus), (10
machos e 10 fémeas jovens), criados no biotério do Departamento de Quimica
Bioldgica da Universidade Regional do Cariri (URCA). Todos os procedimentos
foram realizados mediante aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-URCA), numero 00159/2017

3.1 Grupos experimentais e dietas: 1 - Grupo controle (C): Neste grupo as
maes receberam alimentacdo e agua ad libitum durante todo o periodo de
gestacao e aleitamento. 2 - Grupo ETOH gestacao, EtG: As mées receberam
racdo ad libitum e solugéo etilica a 15% a partir do momento da confirmagéo da
copula até o nascimento dos filhotes. Apds 0 nascimento, as maes passaram a
receber dgua filtrada. 3 - Grupo ETOH lactacdo, EtL: As mées receberam racéo
ad libitum e solucéo etilica a 15% a partir da data de nascimento dos filhotes até

o momento do desmame. 4- Grupo ETOH gestacao e lactacdo, EtGL: As maes
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receberam racao ad libitum e solucéo etilica a 15% a partir do momento do
acasalamento e durante todo o periodo de amamentacéo até o desmame. Apos
o desmame os filhotes passaram a receber alimentagéo e agua ad libitum.

3.2 Perfusdo e Microtomia: Os animais foram anestesiados com uma injecao
intramuscular de cloridrato de quetamina a 10% (0,1 ml/100g) e cloridrato de
xilazina a 2% (0,05 ml/100g), até o animal atingir o plano anestésico.
Posteriormente perfundidos inicialmente com 250ml de solucéo salina a 0,9%
em tampédo fostato 0,1M, pH 7,4 (TF), acrescida com heparina (Parinex,
Hipolabor, 2mI/1000 ml de solu¢éo salina). Posteriormente, os encéfalos foram
lavados com TF e colocados em solugfes crescentes de sacarose a 10, 20 e
30% em TF, até que houvesse a completa difusdo. Depois foram cortados em
um criostato (LUPETEC, CM 2850), obtendo-se cortes coronais de 30 um.

3.3 Imunoistoquimica para 5-HT: Os cortes foram lavados (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 sédio 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, 0s cortes
foram colocados em contato com o anticorpo primario especifico diluido em TF
contendo Triton X-100 a 0,4% com BSA a 2%, overnight (25°C) sob agitacdo
constante, automética. 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 agitacao lenta, em agitador. Em seguida os cortes
foram submetidos a cinco lavagens de 5 min. cada, e colocados na solugcao 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 secgdes foram postas
em meio contendo H202, como substrato, e DAB (3,3’,4,4’tetrahidrocloreto-
diaminobenzidina) a 2,5% diluida em TF, como cromogeno, por 15min. Apés a
reacdo imunoistoquimica, os cortes foram montados sequencialmente em

laminas gelatinizadas com gelatina-alimen-cromo (VETEC®), apds secas
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tratadas em tetroxido de ésmio a 0,05% por 30s. Desidratadas e diafanizadas
em xilol.

3.4 Obtencédo das imagens e morfometria: As imagens foram feitas das
seccOes coronais dos encéfalos, utilizando um microscopio otico, (Nikon
ECLIPSE Ni) acoplado a uma videocamera digital (Nikon DS-Ri) conectada a um
computador instalado com o software NIS. Foi utilizado o software NIS
ELEMENTS AR para selecionar as células e medir a area das células de todos
0s cortes que apresentavam o nucleo dorsal da rafe (DR) e o nucleo mediano da
rafe (MnR).

3.5 Analise estatistica: Para todas as analises utilizou-se o software GraphPad
Prism 6.0, o teste de Bonferroni e teste ‘t’ post hoc. O nivel de significancia para
rejeicdo da hipétese de nulidade foi 0,05 (p < 0,05). Os valores estdo expressos
como média * erro padrdo da média.

4. Resultados

As areas de células 5-HT das diferentes subdivisdes do DR apresentaram
reducdes significativas para os grupos alcodlicos em relacdo ao grupo CL. A
parte lateral do nudcleo dorsal da rafe (DRL), dos grupos EtL e EtGL
apresentaram diminuicdo da area de células 5-HT, ambos com (p<0,001) em
relacdo ao CL. O grupo EtG nao foi significativo. Tanto a parte dorsal do nucleo
dorsal da rafe (DRD), quanto a parte ventral (DRV) apresentaram diminuicdo da
area total de células 5-HT em todos os grupos alcodlicos em relacdo ao CL.
Tanto no DRD como no DRV o grupo EtG apresentou (p<0,001), EtL e EtGL (p
< 0,0001) em relagdao ao CL. A parte interfascicular do nucleo dorsal da rafe
(DRI), apresentou o EtL (p<0,05) e EtGL (p<0,001). O nucleo pdéstero dorsal da
rafe (PDR) apresentou reducéo de area das células 5-HT apenas para 0s grupos
EtL e EtGL (p<0,01) em relacdo ao CL. As analises referentes a area de células
5-HT do MNR demonstram que apenas 0s grupos EtL e EtGL apresentaram
reducbes de area estatisticamente significativas em relagdo ao CL, sendo EtL
(p<0,001) e EtGL (p<0,01).
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5. Conclusao

O consumo de etanol a 15%, por gestantes e/ou lactantes repercute
negativamente sobre a prole, causando prejuizos para o desenvolvimento, com
reducdo de area e de imunorreatividade dos neurbnios serotoninérgicos dos

nacleos dorsal e mediano da rafe de camundongos.
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