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RESUMO

Com intuito de melhor representar a etiologia dos Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal, a
presente pesquisa utilizou um protocolo de exposicdo precoce ao alcool combinado com um
estresse psicologico no inicio da vida através de um protocolo de separagdo materna (SM).
Além disso, um tratamento repetido com vitamina D foi testado. Foram organizados 16 grupos
experimentais (n=8) separados em machos e fémeas. A exposi¢do ao alcool (5g/kg/dia, i.p.)
ocorreu pontualmente nos dias 04, 06, 08 ¢ 10 do periodo pos-natal, essa janela temporal
corresponde ao periodo do desenvolvimento relacionado ao terceiro trimestre da gestagdo em
humanos. O protocolo de estresse por SM ocorreu entre os dias 02 e 14 por trés horas diarias.
A vitamina D foi administrada nos animais a partir do dia 22 e seguiu por 15 dias, periodo
correspondente a infancia tardia em humanos. Os testes comportamentais foram realizados
entre os dias 40 e 45, periodo relacionado ao inicio da adolescéncia em humanos. Os testes
utilizados buscaram avaliar a atividade locomotora, o comportamento tipo-ansioso € o
comportamento tipo-depressivo. Também foi avaliado o peso da prole, durante a amamentagao
e apos o desmame. Os resultados mostram que, tanto a exposicao ao dlcool quanto o estresse
por SM, reduziram o peso das fémeas, mas nao dos machos, durante o periodo de amamentacao.
Além disso, esta diferenca foi proeminente nos animais tratados com vitamina D. Da mesma
forma, as fémeas, mas ndo os machos, apresentaram hiperatividade independentemente do
modelo de estresse precoce. Este resultado foi observado principalmente nos animais tratados
com vitamina D. Nos parametros relacionados a ansiedade, houve aumento do comportamento
tipo-ansioso nos animais expostos ao EtOH em comparac¢do com o controle salina. O tratamento
com vitamina D preveniu esse comportamento, sugerindo um papel ansiolitico deste
tratamento. Além disso, no teste do campo aberto, os animais dos grupos de SM permaneceram
menos tempo nos cantos em comparagao com os controles. O comportamento tipo-depressivo
nao foi observado nos animais tratados expostos ao EtOH e/ou a SM e avaliados na
adolescéncia. Em conclusdo, este ¢ o primeiro trabalho a demonstrar que o tratamento com
vitamina D no periodo da infancia, pode reduzir comportamento tipo-ansioso induzido por EPA
em ratos adolescentes. No entanto, este mesmo tratamento parece exacerbar a hiperatividade
nas fémeas que sofreram SM ou protocolo combinado EtOH+SM.

Palavras-chave: Transtornos de Espectro Alcodlico Fetal. TEAF. Exposi¢cdo pré-natal ao
alcool. Vitamina D. Separagdo maternal. Estresse precoce.



ABSTRACT

To better represent the etiology of Fetal Alcohol Spectrum Disorders, the present study used an
early alcohol exposure protocol combined with early psychological stress through a maternal
separation (MS) protocol. Also, repeated vitamin D treatment was tested. Sixteen experimental
groups (n = 8) were divided into males and females. Exposure to alcohol (5g / kg/day, i.p.)
occurred punctually on days 04, 06, 08, and 10 of the postnatal period; this temporal window
corresponds to the developmental period related to the third trimester of gestation in humans.
The stress protocol for MS occurred between 2 and 14 days for three hours daily. Vitamin D
was administered to animals from day 22 and followed for 15 days, a period corresponding to
late childhood in humans. Behavioral tests were performed between 40 and 45 days, a period
related to early adolescence in humans. The behavioral tests used sought to evaluate the
locomotor activity, anxious-type behavior, and depressive-type behavior. The bodyweight of
the animals was assessed during breastfeeding and after weaning. The results show that both
alcohol exposure and MS stress reduced the weight of females, but not males, during
breastfeeding. In addition, this difference was prominent in vitamin D treated animals.
Similarly, females, but not males, showed hyperactivity regardless of the early stress model.
This result was observed mainly in animals treated with vitamin D. There was an increase in
anxious-type behavior in animals exposed to EtOH compared to saline control. Vitamin D
treatment prevented this behavior, suggesting an anxiolytic role of this treatment. In addition,
in the open field test, animals from the MS groups spent less time in the corners compared to
controls. Depressive-like behavior was not observed in the animals exposed to EtOH and/or
MS and evaluated in adolescence. In conclusion, this is the first work to demonstrate that
vitamin D treatment in childhood can reduce EPA-induced anxious behavior in adolescent rats.
However, this same treatment seems to exacerbate hyperactivity in females that underwent M'S
or EtOH + MS combined protocol.

Keywords: Fetal Alcohol Spectrum Disorders. FASD. Prenatal alcohol exposure. D vitamin.
Materrnal separation. Early life stress.
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1 INTRODUCAO

O élcool, cuja molécula ativa ¢ o etanol (EtOH), ¢ uma droga licita que provoca
dependéncia e causa inimeros prejuizos a saude fisica e mental, tanto de quem consome quanto
de seu circulo familiar (MOYKKYNEN & KORPI, 2012). O consumo de bebidas alcodlicas ¢
culturalmente aceito e difundido ao redor do mundo e o uso desta substancia por mulheres em
idade reprodutiva ¢ considerado uma importante questdo de saude publica (BARR &

STREISSGUTH, 2001).

1.1 BIOTRANSFORMACAO DO ALCOOL

Em adultos a absorc¢ao do alcool ocorre pelo processo de difusdo simples em partes do
tubo digestivo, se distribuindo pelos vasos sanguineos e alcancando o figado, onde passa pelo
processo de oxidacdo por reagdes catalisadas pela enzima dlcool desidrogenase (ADH); o
sistema oxidante microssomal do etanol (MEOS), formado pelo citocromo P450 2EI
(CYP2E1); e a catalase (CAT), sendo biotransformado em acetaldeido, substancia com alta
capacidade de difusdo (Figura 1). Em seguida o acetaldeido ¢ transformado em acetato, uma
substancia altamente toxica, através da enzima aldeido desidrogenase (ALDH).

A via predominante para o metabolismo do EtOH ¢ através do sistema enzimatico ADH
hepatico, que oxida o EtOH em acetaldeido com reducdo do dinucleotideo de nicotinamida e
adenina (NAD") para sua forma reduzida (NADH) no citosol.

Em individuos adultos que sdo consumidores cronicos de EtOH, uma segunda via, o
sistema microssomal de oxidagdo do etanol (MEOS), metaboliza o EtOH através do citocromo
P450 2E1 (CYP2E1l). O citocromo P450 ¢ um complexo enzimatico envolvido na
desintoxicacdo de drogas e toxinas e a forma mais relacionada a biotransformacgao do alcool ¢é
o CYP2EL, que foi identificado em neuronios e células da glia em diferentes regides do encéfalo
(WARNER et al., 1993). O CYP2EI ¢ induzido apds a administrag¢do de alcool e, portanto, sua
contribuicao para a bioconversao desta substancia aumenta ap6s o consumo cronico de bebidas
alcodlicas. A biotransformagdo do EtOH pelo CYP2E1 produz metabodlitos oxidados
(acetaldeido e acetato) no figado e no encéfalo (HERNANDEZ et al., 2016). A oxidacdo do
EtOH via sistema microssomal CYP2E1 consome NADPH da célula e pode levar a geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) como o radical anion superoxido (O:¢) e o radical
hidroxila (HO*) (MANSOURI et al., 2001; ZAKHARI, 2013).

Além disso, a enzima catalase (CAT), presente nos peroxissomos, também pode
desempenhar um papel na produgdo de acetaldeido a partir do EtOH presente no encéfalo

(ZIMATKIN et al, 2006). A atividade da CAT ¢ dependente da concentracdo de peroxido de
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hidrogénio (H20>), também tendo como produto final o acetaldeido. Esta é capaz de oxidar
apenas uma pequena quantidade de EtOH, cerca de 2% do total ingerido (AGARWAL, 2001).

O acetaldeido pode ser posteriormente oxidado pela enzima ALDH, localizada na
mitocOndria, formando o acetato e reduzindo o NAD". O acetato, por sua vez, pode ser
convertido em acetil-coenzima A, a qual pode ser oxidada no ciclo do acido tricarboxilico
(TCA). O a-cetoglutarato de TCA pode ser usado como fonte de glutamato, glutamina ou Acido
y-aminobutirico (GABA). A biotransformacao do alcool resulta na formacao de NADH e,
portanto, altera o estado redox celular. A re-oxidagao do NADH através da cadeia de transporte

de elétrons mitocondrial resulta na formagao de EROs (Figura 1).

1.1.1 Biotransformacao do alcool no Sistema Nervoso Central

Conforme apresentado anteriormente, nos tecidos periféricos, o acetaldeido ¢ formado,
principalmente, pela atividade da enzima ADH no figado. Sabe-se que esta enzima ndo ¢
expressa nos tecidos encefalicos (ZIMATKIN et al., 2006, DEITRICH, 2011). Sob condigdes
normais, o acetaldeido sist€émico ndo atravessa a barreira hematoencefalica (ERIKSSON, 1977;
LINDROS & HILLBOM, 1979; PETERSON & TABAKOFF, 1979; STOWELL et al., 1980).
No entanto, dada a alta atividade da ALDH, a principal enzima responsavel por metabolizar o
acetaldeido dentro da barreira hematoencetalica, uma pequena quantidade de acetaldeido entra
no encéfalo a partir da periferia (Figura 1) (HUNT, 1996; ZIMATKIN & BUBEN, 2007). Para
ultrapassar a barreira hematoencefalica, o acetaldeido deve primeiro entrar nas células
endoteliais ricas em ALDH2 (isoenzima de ALDH) na barreira, sendo oxidado. Foi
demonstrado que em niveis mais elevados deste metabolito na periferia, quando as
concentracgoes sist€émicas excedem 100 mM, este pode ser capaz de entrar rapidamente no
encéfalo (QUERTEMONT et al., 2005; TABAKOFF et al., 1976).

O EtOH, por sua vez, atravessa facilmente a barreira hematoencefalica. Desta forma, o
acetaldeido pode ser gerado dentro do sistema nervos central (SNC), a partir de EtOH, por meio
da reagdao da CAT, e, em menor extensdo, por CYP2EI1, sendo que ambas as enzimas estdao
presentes no encéfalo (TAMPIER & MARDONES, 1979; ARAGON et al, 1992; GILL et al,
1992; ZIMATKIN et al, 2006) (Figura 1). Estudos in vitro apontam que a CAT gera 60-70%
do acetaldeido no encéfalo, enquanto a CYP2E1 gera cerca de 20% (ZIMATKIN et al., 2006).



19

Figura 1- Vias da biotransformacao do etanol
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O alcool ¢ biotransformado principalmente pela enzima alcool desidrogenase (ADH) para produzir acetaldeido.
Em altos niveis de consumo de bebidas alcodlicas, o citocromo P450 2E1 (CYP2El) estd envolvido na
bioconversdo de alcool em acetaldeido. A catalase (CAT) metaboliza ~60% do alcool no encéfalo, onde falta ADH
fisiologicamente ativa. O acetaldeido é oxidado em acetato principalmente pela enzima aldeido desidrogenase
(ALDH). O acetato pode entdo ser convertido em acetil-coenzima A, que pode ser oxidada no ciclo do acido
tricarboxilico (TCA). O a-cetoglutarato de TCA pode ser usado como fonte de glutamato, glutamina ou GABA.
A biotransformagdo do alcool resulta na formagdo de NADH e, portanto, altera o estado redox celular. A re-
oxidagdo do NADH através da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial resulta na formagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Fonte: Gil-Mohapel et al, 2019, com adaptagdes.

A absorc¢ao do dlcool pode variar conforme a concentragao absoluta das bebidas, com a
quantidade ingerida e com a motilidade do tubo digestivo. No entanto, durante a gestagdo, os
niveis de é4lcool na corrente sanguinea permanecem elevados por mais tempo, devido ao
esvaziamento gastrico ser mais lento e a motilidade intestinal estar diminuida, assim ocorre uma

absor¢ao mais lenta de alcool (ROTMAN, 1999, ARTEEL et al., 2003).



20

1.2 EXPOSICAO AO ALCOOL DURANTE O DESENVOLVIMENTO

Muitos paises ndo tém uma recomendacao clara sobre a abstinéncia de 4lcool durante a
gestagdo, podendo tornar essa informagao confusa para as mulheres, as quais podem continuar
“bebendo socialmente” durante esse periodo (BROLESE et al., 2014). Pesquisas mostram que
10 a 20% das mulheres gravidas na América do Norte consomem alcool no periodo de gravidez,
40% no Uruguai e mais de 50% em algumas partes da Italia (BROLESE et al., 2014). No Brasil,
estudos realizados com diferentes metodologias, estimam a frequéncia de consumo de alcool
em torno de 10 a 40% das gestantes (KAUP et al., 2001; COSTA et al., 2014). No entanto,
ainda existe uma caréncia de dados epidemioldgicos em nosso pais.

O alcool ingerido por mulheres gravidas atravessa livremente a barreira placentaria e se
difunde tanto no liquido amnio6tico quanto no organismo do feto (BRIEN ef a/.,1983). Durante
o periodo fetal, o alcool causa a vasoconstri¢do placentaria, o que reduz a oferta tanto de
oxigénio quanto de nutrientes para o feto, ocasionando a diminui¢do da sua capacidade de
crescimento (GUPTA et al., 2016), levando a chances aumentadas de baixo peso ao nascer
(BURD et al., 2017). Ao atravessar a barreira placentaria, o alcool, nas formas de EtOH e de
acetaldeido, permanece durante mais tempo no liquido amnidtico, pois a absor¢ao sera mais
lenta do que no corpo da mae. O feto ainda ndo possui um sistema eficaz para biotransformar o
alcool, pois seu figado ndo estd totalmente desenvolvido, assim a eliminacdo dessa substincia
ocorrera pela reentrada na circulagdo materna (JONES & SMITH, 1973).

Os mecanismos subjacentes aos danos encefalicos induzidos por exposi¢do pré-natal ao
alcool (EPA) permanecem obscuros. No entanto, sabe-se que esses danos podem resultar de
agoes diretas ou indiretas do EtOH no metabolismo de neurotransmissores, como serotonina
(5-HT), glutamato e 4acido y-aminobutirico (GABA), bem como na modulacdo de seus
receptores e na inducdo de estresse oxidativo (BROCARDO et al., 2011; CESCONETTO et
al., 2016; PROSSER, MANGRUM & GLASS, 2008). Ainda, os efeitos diretos do EtOH no
encéfalo em desenvolvimento também envolvem sua interagdo com uma ampla gama de
receptores da superficie celular e canais de ions, incluindo GABAA, N-metil-D-aspartato
(NMDA) e receptores 5-HT3, bem como a modulagio dos canais célcio (Ca®") dependentes de
voltagem do tipo L € os canais de potassio (K") de retificagdo interna ativados pela proteina G
(CREWS et al. , 1996; DAVIES, 2003). Além disso, as EROs geradas na presenca do alcool
tém a capacidade de danificar proteinas e lipideos celulares. Estes fatores podem desencadear
o aumento da apoptose, prejudicando as divisdes celulares, a organogénese, além de ocasionar
sérios prejuizos ao SNC em desenvolvimento (FREIRE et al., 2005; COHEN- KEREM e
KOREN, 2003).
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Neste sentido, a EPA pode causar um conjunto de efeitos adversos no desenvolvimento
do feto, incluindo deficiéncias no crescimento, malformacdes congénitas e importantes
alteragdes neurologicas como déficits de aprendizagem, dificuldade de concentragao,
irritabilidade, problemas motores e transtornos do humor. Esses prejuizos comportamentais
muitas vezes sdo percebidos apenas em idade escolar e acabam sendo subdiagnosticados, ou
mesmo ndo vinculados ao consumo de bebidas alcodlicas durante a gestagdo. Salienta-se que
esses transtornos perduram ao longo de toda a vida do individuo afetado, gerando custos
financeiros e emocionais, tanto para a sociedade quanto aos familiares envolvidos (POPOVA
etal,2013).

A EPA tem demonstrado causar multiplos efeitos dependentes da dose na estrutura e
funcao do SNC, sendo que a extensdo do dano ¢ dependente do padrdo e da cronicidade da
exposicdo, bem como dos estadgios do desenvolvimento em que ocorre (RILEY & MCGEE,
2005). No que concerne ao neurodesenvolvimento, ndo existe um periodo considerado seguro
durante a gestacdo para o consumo de bebidas alcodlicas. Ao longo do primeiro trimestre de
gravidez, o consumo de alcool pode afetar a formacdo do tubo neural e das células da crista
neural, levando a microcefalia, malformacdes oculares e a dismorfologias faciais. No segundo
trimestre a EPA pode interferir na proliferacdo de precursores neuronais € na formagao de
c€lulas da glia radial levando a migracao neuronal anormal. Por fim, durante o terceiro trimestre
da gestacdo, a EPA pode alterar o pico de crescimento cerebral aumentando a morte celular,
comprometendo a sinaptogénese e levando a déficits persistentes na plasticidade neuronal

(GRINFELD, 2009).

1.3 TRANSTORNOS DO ESPECTRO ALCOOLICO FETAL

A dose consumida, o periodo de exposi¢@o, o uso de outras drogas, o estado nutricional,
fatores ambientais e a variabilidade genética podem refletir no quanto o alcool influencia no
desenvolvimento fetal (MAY et al., 2013; DORRIE et al, 2014). Essas caracteristicas levaram
ao estabelecimento do termo Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal (TEAF), sendo adotado
para qualquer alteracdo que resulte de EPA (JONES et al, 1973).

Conforme representado na Figura 2, TEAF ¢ considerado um termo “guarda-chuva” que
contempla diferentes graus de efeitos adversos resultantes do consumo de alcool durante a
gestacdo, incluindo: a) Sindrome Alcoolica Fetal (SAF), considerada a mais grave manifestacao
de EPA e ocorrendo mediante consumo cronico de altas doses de alcool. b) Defeitos Congénitos
Relacionados com o Alcool (DCRA), que se caracteriza principalmente por malformagdes

fisicas; c) Desordens Neurologicas Relacionadas com o Alcool (DNRA), abrangendo
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principalmente deficiéncias neurocomportamentais; d) Sindrome Alcoolica Fetal parcial
(pSAF), que inclui algumas, mas ndo todas as caracteristicas diagnosticas de SAF (JONES et

al., 1973; JONES & SMITH., 1973; HELLEMANS et al., 2010).

Figura 2 - Transtornos do Espectro Alcoolico Fetal (TEAF). TEAF € um termo guarda-chuva que
contempla os déficits causados por consumo de alcool materno.

Sindrome Alcodlica Fetal
Parcial (pSAF)

Sindrome Alcodlica Fetal

SAF
Defeitos Congénitos Desordens Neurolégicas
Relacionados ao Alcool Relacionadas ao Alcool
(DCRA) (DNRA)

Fonte: autoria propria.

Estima-se que o uso de qualquer tipo de bebida alcoolica durante a gestacao seja em
torno de 12% (FLOYD et al., 2009) e que a incidéncia de TEAF afete cerca de 5% dos nascidos
vivos por ano nos Estados Unidos da América (MAY et al., 2009; CDC, 2014), e que sua forma
mais grave (SAF) afete 1% deste total (CDC, 2014). No Brasil, estima-se que possam surgir
entre 3.000 a 9.000 novos casos por ano de desordens relacionadas a EPA, com a prevaléncia
de SAF atingindo em torno de 1:1000 nascidos vivos (GRINFELD et al., 1999), podendo esses
dados estarem bastante subestimados, devido as dificuldades diagnosticas e a ndo informagao,
por parte das maes, do possivel consumo de bebidas alcodlicas nesse periodo (GARCIA et al.,

2007).

1.4 SISTEMA NERVOSO CENTRAL E OS TRANSTORNOS DO ESPECTRO
ALCOOLICO FETAL

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2014) uma dose de éalcool contém
doze gramas de alcool puro e varia conforme o tipo de bebida, sendo que, de maneira geral, 330

ml de cerveja, 100 ml de vinho ou 30 ml de destilados contém a mesma porcentagem alcoolica
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(12 g de élcool = 1 dose). Pesquisas indicam que um padrao de consumo pesado (5 ou mais
doses em um unico episodio), estd associado ao desenvolvimento de SAF (CLARREN &
SMITH, 1978; JONES & SMITH, 1973), enquanto outras mostram que mesmo um consumo
considerado moderado (1 a 2 doses por dia) esta, em alguns individuos, associado a déficits
cognitivos e comportamentais, frequentemente revelados apenas em condigdes estressantes ou
desafiadoras (STREISSGUTH et al., 1999).

Ethen e colaboradores (2009) relataram que algumas mulheres gravidas se abstém
durante os dois primeiros trimestres da gravidez e comeg¢am a beber durante o terceiro trimestre,
quando assumem de forma errénea que ¢ seguro beber porque processos-chave de
desenvolvimento estdo completos. No entanto, os circuitos neuronais sofrem significativa
diferenciagdo e refinamento durante esse periodo, o que pode torna-los particularmente
suscetiveis aos efeitos do dlcool (BACULIS et al., 2015). Em pesquisas com animais, a
exposicao ao alcool de maneira restrita a algum dos periodos equivalentes ao desenvolvimento
cerebral humano (1°, 2° ou 3° trimestre) mostrou ter consequéncias em longo prazo no encéfalo
adulto por desregulacdo do seu estado redox (BROCARDO et al., 2011). Mesmo um unico
episodio de exposi¢do ao alcool, na janela temporal relacionada ao terceiro trimestre em
humanos, com uma quantidade elevada de alcool (6 g/kg) leva a importantes perdas de células
de Purkinje no cerebelo (LEE et al., 2008); e com uma quantidade de 4,4 g/kg, pode levar a
importantes perdas neuronais e microcefalia (LICONA er al., 2009). Juntos estes dados
suportam a afirmacdo de que ndo ha um periodo seguro para se consumir alcool durante a

gestacao.

1.4.1 Formacio Hipocampal

A formagao hipocampal ¢ uma regido do encéfalo particularmente suscetivel aos efeitos
da exposi¢do alcool durante o desenvolvimento. No terceiro trimestre gestacional ocorre um
rapido crescimento cerebral, que inclui processos de mielinizagdo, sinaptogénese e apoptose, €
a exposicdo ao alcool nesse periodo pode levar a uma perda de células hipocampais
(IKONOMIDOU et al., 2000; MIKI et al., 2000; KLINTSOVA et al., 2007). Estudos
demonstraram que animais expostos ao alcool por apenas alguns dias durante este periodo
podem apresentar efeitos deletérios na estrutura e fun¢do hipocampal (GUERRI, 1998; MIKI
et al., 2000), refletindo em prejuizos comportamentais dependentes do hipocampo, incluindo
testes de aprendizagem e memoria espacial (BERMAN & HANNIGAN, 2000; CHOI; ALLAN;
CUNNINGHAM, 2005). A EPA também esta associada com doengas psiquiatricas e varios

estudos pré-clinicos tem demonstrado comportamentos semelhantes a ansiedade e a depressao,
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os quais podem estar relacionados a danos estruturais e funcionais em regides hipocampais
(STREISSGUTH & O'MALLEY, 2000; O'CONNOR & PALEY, 2006; CALDWELL et al.,
2008; BROCARDO et al.,2012). Além disso, a exposi¢ao ao alcool durante o desenvolvimento
pode levar a ativagdo imune no SNC, fator que pode contribuir com a neurodegeneragao.
Modelos animais de TEAF apresentaram niveis elevados de mRNA para fatores pro-
inflamatérios como de IL-1 ¢ TNF-a no hipocampo, cerebelo e cortex cerebral (DREW et al,
2015).

O giro denteado no hipocampo esta bastante relacionado com neuroplasticidade, sendo
uma das poucas regides conhecidas por ocorrer neurogénese no encéfalo adulto. A
neuroplasticidade ¢ definida como a capacidade de modificagio e adaptacdo do SNC em funcao
de suas experiéncias ou como tentativa de regeneragdo. Esta capacidade de adaptabilidade do
encéfalo acontece devido as modificagdes nas circuitarias neurais existentes através da adi¢ao
de novos neurdnios ou pelo remodelamento das sinapses existentes (CHAKRABORTY et al.,
2007). Existem dois tipos de neuroplasticidade: a estrutural e a funcional ou sinaptica. A
plasticidade estrutural ¢ caracterizada pelo processo de neurogénese adulta e por alteragdes
numéricas e morfoldgicas dos espinhos dendriticos; e a plasticidade sinaptica pelo
fortalecimento, enfraquecimento  e/ou  remodelamento das sinapses  existentes
(CHAKRABORTY et al., 2007).

A EPA altera a neuroplasticidade, tanto a neurogénese quanto a sinaptogénese, com
efeitos que podem se perpetuar ao longo da vida do individuo (GIL-MOHAPEL ef al., 2011;
PATTEN et al., 2013a; PATTEN et al., 2013c). Algumas pesquisas com animais tem focado
em alteracdes nas espinhas dendriticas apds exposi¢ao ao alcool, mostrando um aumento na
complexidade dendritica apical em filhotes machos e fémeas, o que pode indicar que a
exposi¢ado ao alcool durante a desenvolvimento induz uma maturagio prematura dos neuronios,
levando a restri¢do precoce da plasticidade neuronal (GOEKE ef al., 2018). Outros trabalhos
mostram que a diferenciagao celular em neuronios imaturos parece estar aumentada nos animais
expostos ao alcool in utero, o que pode estar relacionado a um mecanismo compensatorio para
neutralizar os efeitos deletérios do alcool nos estagios iniciais da maturacdo neuronal (GIL-
MOHAPEL et al., 2011).

Além disso, dados da literatura indicam que a EPA pode causar déficits de longa duragao
na plasticidade sinaptica hipocampal (RICHARDSON et al., 2002; CHRISTIE et al., 2005;
VARASCHIN et al., 2010; BRADY et al., 2013), incluindo redugdo na potenciagdo de longa
duracdo (LTP) no giro denteado, tanto em animais adolescentes (TITTERNESS & CHRISTIE,
2012) quanto em adultos jovens (PATTEN et al., 2013b; SICKMANN ef al., 2014) que foram
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expostos ao alcool durante toda a gestacdo, sendo que o periodo equivalente ao 3° trimestre da
gestacdo humana (que corresponde ao pico de crescimento encefalico) pode ser particularmente
sensivel aos efeitos do alcool, principalmente pelo aumento do estresse oxidativo (PATTEN,
BROCARDO & CHRISTIE, 2013) e redugdo nos mecanismos antioxidantes enddgenos
(BROCARDO et al., 2012; PATTEN; BROCARDO; CHRISTIE, 2013).

1.5 ESTRESSE NO INICIO DA VIDA

Maes que costumam consumir alcool tendem a ser menos atentas aos cuidados com seus
filhos por muitos motivos, incluindo auséncias durante crises de bebedeiras e prejuizos
relacionados a amamentagdo. Desta forma, ¢ importante ressaltar que os resultados sdo mais
negativos na prole se o cuidado maternal adequado ndo for recebido durante os periodos
perinatais criticos (KIM et al., 2006; GERSHON et al., 2013).

Além disso, muitas criangas nascidas com TEAF sdo criadas em condigdes precarias. No
Canada, criancas com historico de EPA representam uma proporgao significativa de individuos
que entram em sistemas de cuidados infantis, como orfanatos (6 para cada 100 criangas)
(LANGE et al., 2013). Invariavelmente, elas enfrentam multiplos estresses no inicio da vida,
incluindo a SM. Embasados nessas evidéncias, modelos animais analisando transtornos do
desenvolvimento envolvendo a interacdo entre EPA e estresse pds-natal tem sido explorados
em diferentes idades, incluindo a adolescéncia (COMEAU; WINSTANLEY; WEINBERG,
2014), periodo em que alteragdes comportamentais € de humor podem se tornar mais evidentes
nesses individuos.

Virios estudos tém demostrado déficits comportamentais induzidos por SM sozinha, no
entanto, poucas pesquisas combinaram SM com EPA. Swart e colaboradores (2018) utilizaram
um modelo combinado de EPA com SM e mostraram que a SM per se aumenta a atividade
exploratoria em ratos adultos, quando comparado ao grupo controle, o que pode estar associado
com hiperatividade nestes animais. No entanto, animais EPA combinados com SM ndo
demonstraram essa mudanga de comportamento. Outra pesquisa que utilizou apenas o modelo
de SM sem expor os animais ao alcool, demonstrou que o estresse por SM desencadeou um
comportamento tipo-depressivo em ratos adultos (60 dias de idade), mas ndo em idade
correspondente a adolescéncia (animais com 30 dias de idade) (REUS et al., 2017). Além disso,
a SM esta relacionada a diminui¢ao da densidade sinaptica no hipocampo de ratos adultos
jovens (60 dias de idade) (ANDERSEN & TEICHER, 2004). Juntos, esses dados demonstram
que o estresse por SM pode estar envolvido na modulagdo comportamental tanto em idades

mais precoces € na vida adulta.
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1.6 VITAMINA D

A vitamina D ou calciferol ¢ uma molécula lipossoluvel derivada do colesterol,
pertencente a familia dos hormdnios esteroides (DIXON & MASON, 2009). Em humanos
existem duas formas precursoras de vitamina D, a vitamina D3 (colecalciferol) produzida na
pele pela exposicao ao sol ou por meio de alimentos e a vitamina D2 (ergosterol) obtida apenas
pela alimentagdo (JONES, 2013). Nos seres humanos, apenas 10-20% da vitamina D necessaria
a adequada funcdo do organismo provém da dieta, os demais 80-90% sdo sintetizados
endogenamente (HOLICK, 2008). Em roedores a vitamina D ¢ obtida apenas através da
alimenta¢do. No figado, as vitaminas D2 e D3 sdo hidroxiladas em 25-hidroxivitamina D [25
(OH) D], substancia conhecida como calcidiol. Em seguida, essa molécula ¢ transportada ao
rim e outros tecidos, incluindo o SNC, cujas células contém a enzima 1-o-hidroxilase
(CYP27B1), uma proteina mitocondrial da familia do CYP450 que promove hidroxilagdo no
carbono 1 da 25(OH)D, convertendo-a no metabolito biologicamente ativo, conhecido como
calcitriol ou 1,25-di-hidroxivitamina D3 [1,25 (OH) 2D3] (CHRISTAKOS et al., 2007;
CASTRO, 2011). As a¢des da vitamina D sdo classicamente mediadas pela ligagdo de seu
metabolito ativo, 1,25 (OH) 2D3, ao receptor de vitamina D (VDR), levando a inducdo ou
repressao de mais de 1000 genes em diferentes tecidos (EELEN et al., 2004).

A exposicdo ao alcool pode diminuir os niveis de vitamina D em humanos e animais
(MANARI; PREEDY; PETERS, 2003; SANTORI et al., 2008) incluindo gestantes (HOLLIS,
2007), assim, quantidades reduzidas de vitamina D podem contribuir para o TEAF (MILNE &
BARAN, 1985; KEIVER; HERBERT; WEINBERG, 1996), sendo que a deficiéncia pré-natal
de vitamina D produz efeitos semelhantes aos observados apds a EPA (EYLES et al., 2003;
WILSON & CUDD, 2011). No entanto, mesmo na auséncia de deficiéncia, a vitamina D
apresenta propriedades neuroprotetoras, tais como a inibi¢do da producdo de 6xido nitrico,
reduzindo os niveis toxicos de calcio no encéfalo, reduzindo citocinas inflamatérias
(HERSCOVITCH; DAULETBAEV; LANDS, 2014), aumentando a glutationa cerebral através
de suas propriedades imunomoduladoras (MCGRATH et al., 2001) e regulando positivamente
os niveis de neurotrofinas, as quais acabam por aumentar a transmissao sindptica na formagao
hipocampal (KANG & SCHUMAN, 1995; BUELL & DAWSON-HUGHES, 2008; MCCANN
& AMES, 2008).

Dados na literatura mostram que, em modelos animais, a vitamina D pode desempenhar
um papel nos transtornos afetivos, por exemplo, atenuando os sintomas relacionados a

depressao (DELUCA et al., 2013; HOSSEIN-NEZHAD & HOLICK, 2013), uma vez que seus
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receptores sao expressos em regides encefalicas associadas a transtornos depressivos, como por
exemplo a formacao hipocampal (LANGUB et al., 2001; EYLES et al., 2009). Neste sentido,
em testes com animais, existem evidéncias de que a vitamina D pode ter uma acdo tipo-
antidepressiva (SPEDDING, 2014; CAMARGO et al., 2018) e tipo ansiolitica (FEDOTOVA
et al., 2016). Além disso, outras pesquisas mostram que a suplementacdo com vitamina D ¢
capaz de atenuar déficits cognitivos em diferentes modelos animais, regulando positivamente

processos de memoria e aprendizado (GUO et al., 2019; HAJILUIAN et al., 2018).

1.7 MODELO ANIMAL DE EXPOSICAO AO ALCOOL DURANTE O
NEURODESENVOLVIMENTO

O periodo gestacional de ratos ¢ bem menor do que uma gravidez humana, variando entre
18 e 23 dias. Desta forma ¢ relevante considerar que uma quantidade importante do
desenvolvimento cerebral destes animais ocorre seguindo o nascimento. O desenvolvimento do
cérebro de ratos pode ser dividido em fragdes equivalentes aos trés trimestres da gestacao
humana: o periodo que corresponde ao 1° trimestre equivalente ocorre do dia gestacional (DG)
1 ao 10; o 2° trimestre equivalente compreende o DG 11 ao 20 e o 3° trimestre ocorre em periodo
subsequente ao nascimento, do dia pos-natal (DPN) 1 ao 10, e € nesse periodo que ocorre o pico
de crescimento do encéfalo com processos de maturacdo neuronal, mielinizagdo e

sinaptogénese (PATTEN et al., 2014).

2 JUSTIFICATIVA

O consumo de bebidas alcoolicas durante a gestagdo estd associado a graves alteracdes
na estrutura e funcdo do SNC, podendo resultar em alteracdes comportamentais importantes
que, muitas vezes, s0 sdo percebidas em idade escolar. Investigar a associagcdo de estresse e
alcool durante o neurodesenvolvimento tem relevancia clinica porque criangas de maes que
ingeriram alcool durante a gravidez, além de todos os possiveis déficits decorrentes da
exposicao ao alcool per se, sdo mais propensas a sofrerem diferentes tipos de estresse ao longo
da vida, especialmente o estresse de serem negligenciadas pelas proprias maes
(STREISSGUTH & O'MALLEY, 2000; STREISSGUTH et al., 2004).

Pesquisas com modelos animais trazem evidéncias de que a associacdo entre estresse no
inicio da vida e exposi¢do ao alcool durante o desenvolvimento pode levar a comportamentos
tipo-ansioso e tipo-depressivo em ratos (NEGULESCO et al., 1990; CARTWRIGHT &

SMITH, 1995). Em humanos, estes transtornos podem gerar, além das dificuldades emocionais,
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um grande impacto financeiro sobre a pessoa afetada, seus familiares e aos cofres publicos,
refletindo como um sério problema de satide publica.

Atualmente ndo existem tratamentos que possam propiciar a cura para TEAF e a melhor
estratégia seria nao consumir bebidas alcoolicas durante a gestacao. Neste sentido, sabendo-se
de todas as consequéncias ocasionadas pelo consumo de bebidas alcodlicas durante o
desenvolvimento, ¢ de grande importancia o conhecimento de possiveis recursos terapéuticos,
por exemplo, a suplementagdo vitaminica, que visam aliviar estes efeitos deletérios e melhorar

a qualidade de vida dos sujeitos acometidos.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial terapéutico da vitamina D3 em modular alteragdes
comportamentais em ratos (machos e fémeas) expostos ao alcool e ao estresse da SM durante

o desenvolvimento do SNC.

3.2 OBJETIVOS ESPEC{FICOS
Verificar o efeito da administragdo de vitamina D3 em um modelo animal de exposi¢do
ao alcool durante o desenvolvimento com agravante de estresse no inicio da vida, induzido por
um modelo de SM durante o periodo de amamentacgao:
1) Na atividade locomotora através do teste do campo aberto;
2) No comportamento tipo-ansiedade através do teste do campo aberto e da analise do
comportamento de autolimpeza;

3) No comportamento tipo-depressivo através do teste do nado forcado.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 128 animais (64 machos e 64 fémeas), provenientes de 16 ratas Wistar
prenhas fornecidas pelo Biotério Central da UFSC. As ratas prenhas foram mantidas em duplas
até o dia gestacional 18, quando foram alojadas individualmente. O dia do nascimento foi
considerado o dia pés-natal zero (DPNO). No DPN2, as ninhadas foram mantidas com nimero
maximo de 10 filhotes por mae (5 machos e 5 fémeas, sempre que possivel). No DPN 21, os
animais foram desmamados e separados por sexo. Todos os animais foram mantidos no Biotério

Setorial do Departamento de Bioquimica da UFSC, em caixas plasticas opacas (41 X 34 X 16
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cm), em temperatura de 20-22°C, com livre acesso a dgua e comida, em ciclo claro/escuro
12:12h (07:00-19:00h). Todas as manipulacdes foram realizadas entre 9h e 17h. Todos os
procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFSC
(CEUA) - Protocolo 6980201116, e ocorreram sob orientacdo da médica veterinaria do Centro
de Ciéncias Biologicas da UFSC (CCB/UFSC). Todos os esforcos foram realizados para

minimizar ou evitar o sofrimento dos animais.

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No DPN2, os filhotes de cada ninhada foram separados em machos (M) e fémeas (F) e
distribuidos em 8 diferentes grupos para cada sexo, com o nimero de 8 animais por grupo (n=8),
conforme a condig¢ao (5g/kg/dia de EtOH 25% v/v em salina, ou a mesma quantidade de veiculo
salina), estresse (SM ou ndo separado) e tratamento [1000 Ul/dia de vitamina D3
(colecalciferol, precursor do metabdlito ativo), ou veiculo 6leo mineral]. A distribuicdo dos
grupos se deu da seguinte forma: salina, ndo separado, veiculo (Sal/nSM/Vei); salina, ndo
separado, vitamina D (Sal/nSM/VitD); salina, SM, veiculo (Sal/SM/Vei); salina, SM, vitamina
D (Sal/SM/VitD); etanol, ndo separado, veiculo (EtOH/nSM/Vei); etanol, ndo separado,
vitamina D (EtOH/nSM/VitD); etanol, SM, veiculo (EtOH/SM/Vei); etanol, SM, vitamina D
(EtOH/SM/VitD) , totalizando 16 grupos, como ilustrado na Figura 3.

Figura 3 - Representagcdo esquematica dos grupos experimentais.
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No DPN2 os animais foram distribuidos em dezesseis diferentes grupos experimentais (n=8), sendo oito grupos
de machos e oito de fémeas e organizados conforme a condi¢ao (EtOH ou salina), o estresse (SM ou ndo separado)
e o tratamento (Vitamina D ou veiculo). Fonte: autoria propria.
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O protocolo experimental foi realizado conforme a linha do tempo representada na Figura
4. O dia do nascimento foi considerado o DPNO. O protocolo de SM iniciou no DPN2 e
finalizou no DPN14 (3 horas diarias). A administracdo de EtOH ocorreu pontualmente nos
DPNs 4, 6, 8 ¢ 10. Aos 21 dias de idade os animais foram desmamados. O tratamento com
vitamina D ou veiculo iniciou no DPN22 e finalizou no DPN37, em humanos esta janela
temporal corresponde ao periodo da infancia (entre 6 e 11 anos) (SENGUPTA, 2013). Os testes
comportamentais foram realizados entre os DPNs 38 e 45, periodo correspondente ao inicio da
adolescéncia em humanos (11 a 13 anos) (SENGUPTA, 2013). No DPN 46 os animais foram
eutanasiados por perfusdo cardiaca com paraformaldeido 4% e os encéfalos coletados para

futuras analises.

Figura 4 - Protocolo experimental.
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DPN, dia p6s-natal. Fonte: autoria propria.

4.3 PROTOCOLO DE EXPOSICAO AO ALCOOL DURANTE O DESENVOLVIMENTO
A exposicao ao alcool foi realizada na janela temporal que corresponde ao 3° trimestre da
gestacdo humana, seguindo um protocolo proposto por Filgueiras e colaboradores (2010). Nos
DPNs 4, 6, 8 e 10, os filhotes dos grupos EtOH foram injetados intraperitonealmente (i.p.) com
5g/Kg/dia de éalcool (25% em solugdo salina). Um volume equivalente de solugdo salina foi
injetado (i.p.) nos filhotes dos grupos Salina. A administra¢do foi realizada em dias alternados
para evitar a mortalidade de animais, uma vez que esta dosagem mimetiza 0 consumo excessivo

em humanos, alcangando uma concentragdo de alcool sanguineo (CAS) em torno 239 mg/dl
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apos uma hora da administragdo (FILGUEIRAS; KRAHE; MEDINA, 2010) e esta associado a
déficits cognitivos e comportamentais graves (MAIER & WEST, 2001; MEDINA et al., 2003;
MEDINA; KRAHE & RAMOA, 2005).

4.4 PROTOCOLO DE ESTRESSE NO INICIO DA VIDA POR SEPARACAO MATERNA
O modelo que visa mimetizar um estresse no inicio da vida por meio da SM foi realizado
conforme descrito por Swart, Russel e Dimatelis (2018). As ninhadas inteiras foram escolhidas
aleatoriamente para serem submetidas 8 SM do DPN2 ao DPNI14 por 3h/dia (09h-12h),
enquanto as ninhadas de controle permaneceram com suas maes. Os filhotes foram
cuidadosamente removidos de sua gaiola e colocados em uma gaiola limpa separada. As
ninhadas foram levadas para uma sala separada a fim de evitar a comunicagao entre os filhotes
e a mae por vocalizagdes ultrassonicas. Durante o periodo de separacdo, o ambiente onde
ficaram alocados os filhotes, foi mantido com temperatura de +ou- 25° C. Apds 3 h, os filhotes

foram devolvidos @ mde em sua gaiola original.

4.5 TRATAMENTO COM VITAMINA D

Entre os DPNs 22 e 37, os animais foram tratados com 1,000 unidades internacionais
(UD/kg/dia/i.p. de vitamina D3 (colecalciferol) (Webber Naturals Pharmaceuticals), forma
precursora do metabolito biologicamente ativo, 1,25-di-hidroxivitamina D3. Os grupos de
controle receberam veiculo (6leo mineral 100% Purulim - Lifar). A escolha da dose foi baseada
na pesquisa de Liang e colaboradores (2018), que classificam como dose padrdo, enquanto
valores elevados (ex: 10,000 U.I.) € considerado como overdose. Este periodo da vida em ratos
(DPN 22-37) corresponde a infancia tardia em humanos, idade equivalente entre 6 € 11 anos
(SENGUPTA, 2013). Sabe-se que EPA pode diminuir os niveis de vitamina D, tanto em
humanos quanto em animais (IDRUS et al., 2013). Além disso, criangas com atrasos

neurologicos tém um risco aumentado de deficiéncia de vitamina D (PENAGINI et al., 2017).

4.6 PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS

Do DPN38 ao DPN45 (periodo da adolescéncia), os animais passaram por diferentes
testes comportamentais, visando investigar os efeitos do tratamento com vitamina D3
administrada na infancia, em distintos transtornos que podem estar presentes apos indu¢ao do
modelo de EPA somado ao modelo de estresse precoce por SM, tais como: hiperatividade,
comportamento tipo-ansioso, frustracdo por omissdo de um refor¢co e comportamento tipo-

depressivo. Para organizagdo da sequéncia de avaliacdes comportamentais foi levada em
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considera¢do a aversividade de cada atividade, realizando os testes na ordem do menos aversivo

para o mais aversivo, conforme representado na Figura 5.

Figura 5 - Organizacao da sequéncia de testes comportamentais.
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Os testes foram realizados na sequéncia do menos aversivo para o mais aversivo. No dia pos-natal (DPN) 38 foi
realizado o teste do campo aberto, seguido pela avaliagdo do comportamento de autolimpeza. Entre os dias 40 ¢
42 foi realizado o comportamento de frustra¢do através de uma analise etoldgica por omissdo de reforgo. Nos dias
44 ¢ 45 foram realizados o treino ¢ o teste do nado forgado. Fonte: autoria propria.

Todos os testes foram realizados no ciclo claro em uma sala de observagao atenuada por
som e sob luz de baixa intensidade (12 lux) (exceto comportamento de frustragcdo). Os ratos
foram habituados por pelo menos 1 hora antes do inicio dos experimentos. Todos os testes
comportamentais foram filmados e analisados posteriormente pelo mesmo avaliador e de forma

cega.

4.6.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado para avaliagdo da atividade locomotora espontanea
e do comportamento tipo-ansioso. Os ratos foram colocados no centro de uma arena de madeira
(100 x 100 cm, paredes cinza e piso cinza) e exploraram livremente durante 6 minutos. A
distancia total percorrida, a velocidade média e o tempo total de mobilidade foram registrados
como indicadores da atividade locomotora espontanea. O tempo gasto no centro (30 x 30 cm)
e o tempo gasto nos cantos (quatro cantos de 10 x 10 cm) do campo aberto foram usados como
uma medida do comportamento semelhante a ansiedade (WALSH & CUMMINS, 1976). Os
testes foram filmados e analisados através do software Any-maze (Stoelting, EUA- versao

4.99m).
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4.6.2 Comportamento de autolimpeza

A autolimpeza nos animais ¢ um comportamento inato envolvido com a manutengdo de
higiene entre outros processos fisioldgicos importantes. A autolimpeza ¢ um dos
comportamentos mais frequentes observados em roedores e possui uma organizacao sequencial
padronizada, com progressdo cefalocaudal caracteristica, que consiste em movimentos
estereotipados conhecidos como cadeias sintaticas (KALUEFF et al., 2007; SONG,
BERRIDGE & KALUEFF, 2016) (Figura 6). Roedores com fendtipo ansioso tendem a
aumentar a quantidade de vezes que realizam a autolimpeza, bem como tendem a aumentar o
tempo realizando esse comportamento (PLESKACHEVA, 1996; KALUEFF & TUOHIMAA,
2004; WANG et al., 2017). Além disso, medicamentos ansioliticos tendem a diminuir a
frequéncia e os padroes desorganizados de autolimpeza (KALUEFF & TUOHIMAA, 2004;
NIN et al., 2012), sugerindo que a avaliacdo da sequéncia dos padrdes de autolimpeza ¢ um
importante parametro a ser utilizado para avaliar o estresse e a ansiedade em modelos animais.
Nessa pesquisa foram analisadas a laténcia para iniciar a autolimpeza e o tempo total da
autolimpeza. A fim de investigar a distribui¢do regional do comportamento de autolimpeza, a
autolimpeza rostral e corporal também foram analisadas neste estudo (KALUEFF &
TUOHIMAA, 2004; KOMOROWSKA & PELLIS, 2004). A autolimpeza rostral inclui a
limpeza das patas dianteiras, nariz, face, orelhas e cabeca. A autolimpeza corporal inclui a

autolimpeza das patas traseiras, cauda e genitais.

Figura 6 - Imagem representativa da organizagao sequencial do comportamento de autolimpeza,
padronizada pelo grupo de pesquisa de Alan Kalueff.
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Fonte: modificado de KALUEFF et al., (2016).
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O teste se organiza da seguinte forma: inicialmente o rato serd colocado no aparato do
campo aberto por 6 minutos, considerado um ambiente novo e aversivo/estressor.
Imediatamente apds essa exposicao, cada animal sera colocado separadamente em um cilindro
de vidro (20 cm de didmetro; 40 cm de altura), onde seu comportamento sera filmado pelo
tempo de 5 minutos (KALUEFF & TUOHIMAA, 2004; 2005) e as analises contabilizadas

manualmente.

4.6.3 Teste do nado forcado

O comportamento do tipo depressivo foi avaliado no teste do nado for¢ado, conforme
descrito anteriormente (Porsolt et al., 1977). Resumidamente, os animais foram colocados
individualmente em cilindros de natagdo de plastico (60 cm de altura x 25 cm de diametro)
contendo agua limpa a 24 + 1 ° C (45 cm de profundidade) por 15 minutos (pré-teste). Vinte e
quatro horas apds o pré-teste, os animais foram submetidos a uma sessao de teste de 5 min e o
tempo de imobilidade foi registrado manualmente. A imobilidade foi definida como a falta de
movimento do corpo inteiro, consistindo apenas de pequenos movimentos necessarios para

manter a cabeca do animal acima da dgua.

4.7 EUTANASIA

Aos 45 dias de idade, os animais foram anestesiados 1.p. com cetamina (100 mg/Kg,) e
xilazina (10 mg/Kg) e perfundidos com solucao salina 0,9%, seguida de paraformaldeido (PFA)
4%. Os encéfalos foram removidos da calota craniana e armazenados adequadamente para
futuras analises imuno-histoquimicas para proliferagdo e diferenciacao celular, bem como para

avaliacdo da arborizagdo dendritica através da técnica de Golgi.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para verificar a existéncia de outliers foi utilizado o teste de Grubbs. Para verificar a
normalidade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Todas as varidveis se apresentaram
com distribui¢do normal. As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas
através de andlise de varidncia (ANOVA) de medidas repetidas (peso da prole) ou ANOVA
multifatorial (testes comportamentais), seguido pelo teste post-hoc de Duncan, quando
apropriado. Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M). Foi
utilizado um intervalo de confianca de 95%, sendo que um valor de P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica

7.0.
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5 RESULTADOS
5.1 MASSA CORPORAL DA PROLE
5.1.1 Massa corporal da prole antes do desmame

A massa corporal da prole foi determinada durante o periodo de lactagao nos DPNs 2, 6,
10 e 21.

Conforme apresentado na Tabela 1, todos os filhotes ganharam peso durante o periodo de
amamentagao. Foram observadas diferencas significativas entre os sexos em todos os dias
avaliados [F (4, 117)=13,060, p=0,00], onde a massa corporal das fémeas foi reduzida em
comparagdo com suas contrapartes masculinas. A partir das diferengas observadas entre os
sexos, os grupos de machos e fémeas foram avaliados separadamente a fim de verificar
possiveis efeitos da condicdo (EtOH ou salina), do estresse (separado ou ndo separado

maternalmente) e interagdes entre 0os mesmos.

Tabela 1 - Efeito da exposicdo ao lcool e estresse por SM na massa corporal (g) da prole.

Grupo DPN2 DPN6 DPN10 DPN21
Fémeas

Sal/nSM 6,9+0,2%* 12,0+0,3 18,3+0,5 40,3£1,0
Sal/SM 6,9+0,2 11,240,3% 16,4+0,6% 36,7£1,17

EtOH/MmSM  6,5:0,1%%  10,9£0,3%*#  16,4+0,4%%  37,9%1,3%
EtOH/SM  6,9+0,2%*  11,5:02%*  182+0,8%*&  39,0+0,5*

Machos

Sal/nSM 8,0+0,3 12,840,2 19,0+0,6 41,1£1,3
Sal/SM 7,4+0,2 11,6+0,4 16,7+0,6 38,8+1,3
EtOH/nSM 7,8+0,2 12,840,3 19,0+0,4 42,2+1,2
EtOH/SM 7,8+0,3 12,9+0,3 21,0+1,0 42,8+0,7

As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOV A de medidas repetidas, seguida pelo post-
hoc teste Duncan. Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (16 animais/grupo). *p<0,05; **p<0,01 quando
comparados com sua contraparte masculina. *p<0,05 versus F/Sal/nSM/; #p<0,01 versus F/Sal/nSM; ¥p<0,05
versus Sal/SM. DPN, dia pds-natal; EPA, exposi¢do pré-natal ao alcool; EtOH, EtOH; nSM, ndo separado
maternalmente; Sal, salina; SM, SM.

Dentre os grupos de fémeas, foram observados importantes efeitos da condi¢do, do
estresse e da interacdo condigdo-estresse {condicao [F(4, 57)=3,7010, p=0,009], estresse [F(4,
57)=3,4397, p=0,014], condicao-estresse [F(4, 57)=8,7830, p=0,00001]}. Conforme
apresentado na Tabela 1, ndo foram identificadas diferencgas entre os grupos no DPN2, o que ja
era esperado, considerando que neste dia os animais iniciariam o protocolo de SM e ndo tinham
sofrido nenhuma intervencao. No DPNG6, tanto a exposi¢cao ao EtOH, quanto o estresse por SM

resultaram em diminui¢do da massa corporal da prole quando comparada com sua contraparte
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controle [EtOH/nSM versus Sal/nSM (p<0,01); Sal/SM versus Sal/nSM (p<0,05)]. No entanto,
esta diferenga nao foi observada entre os grupos expostos aos dois protocolos (EtOH+SM). No
DPN10 resultado semelhante foi observado, onde, novamente, tanto a exposicdo ao EtOH,
quanto ao estresse por SM resultaram em diminui¢do da massa corporal da prole quando
comparada com sua contraparte controle [EtOH/nSM versus Sal/nSM (p<0,05); Sal/SM versus
Sal/nSM  (p<0,05)]. Além disso, interessantemente, os animais do grupo combinado
(EtOH+SM) tiveram a massa corporal aumentada em comparagdo com o grupo que sofreu
apenas estresse por SM, sem exposicdo ao EtOH [EtOH/SM versus Sal/SM (p<0,05)],
sugerindo algum tipo de compensacdo quando ocorre exposi¢do conjunta a duas situacdes
adversas no inicio da vida. No DPN21, observou-se apenas efeito do protocolo de estresse, onde
os animais do grupo controle salina que foram separados maternalmente apresentaram menor
massa corporal do que sua contraparte ndo separada [Sal/SM versus Sal/nSM (p<0,05)].

Com relagdo aos grupos de machos, ndo foram observados efeitos da condi¢do, do
estresse ou da interacdo condicdo-estresse sobre a massa corporal da prole no periodo de
amamenta¢ao {condi¢do [F(4, 57)=2,4550, p=0,06], estresse [F(4, 57)=1,8588, p=0,13],
condigdo-estresse [F(4, 57)=2,3800, p=0,06].

5.1.2 Massa corporal da prole ao longo do tratamento com vitamina D ou veiculo

Todos os animais tiveram aumento da massa corporal durante esse periodo. Foram
observados importantes efeitos do sexo [F(3, 110)=138,70, p=0,0000] (Tabela 2). No DPN30,
as fémeas expostas ao EtOH, sujeitas ao protocolo de estresse por SM e tratadas com veiculo,
apresentaram menor massa corporal em comparagdo com sua contraparte masculina—(p<0,05).
Estas diferencas nao foram observadas nos grupos tratados com vitamina D. Além disso, as
fémeas do grupo EtOH ndo separadas, independentemente do tratamento, tiveram menor massa
corporal que suas contrapartes masculinas, (p<0,01). Ainda, as fémeas do grupo controle salina
que foram expostas ao protocolo de SM e tratadas com veiculo, estavam com menor massa
corporal comparando com sua contraparte masculina [F/Sal/SM/Vei versus M/Sal/SM/Vei
(p<0,05)] e esta diferenca nao foi observada entre os grupos tratados com vitamina D. No
DPN45, todos os grupos de fémeas apresentaram menor massa corporal em comparagdo com
suas contrapartes masculinas (p<0,001). A partir das diferengas observadas entre os sexos, 0s
grupos de machos e fémeas foram avaliados separadamente a fim de verificar possiveis efeitos
da condicdo (EtOH ou salina), do estresse (separado ou ndo separado maternalmente), do

tratamento (vitamina D ou veiculo) e intera¢des entre 0os mesmos.
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Tabela 2 - Efeito de EPA, estresse por SM e tratamento com vitamina D no peso da prole apods o
periodo de amamentagdo.

Grupo Tratamento Peso PND21 Peso PND30 Peso PND45
Fémeas
Sal/nSM Veiculo 37,8+1,0 73,6+1,8 144,8+3,9%*
Vitamina D 41,6+1,5 82,0+2,0% 149,942 6**
Sal/SM Veiculo 37,6%1,6 74,0£2,5* 140,8+3,8%*
Vitamina D 39,6+1,8 77,4+3,8 144,6+4,5%*
EtOH/nSM Veiculo 37,4+1,7 70,4+1,1%* 146,5+3,7%*
Vitamina D 38,5+2,1% 70,5+2,0%*# 144,8+4,8**
EtOH/SM Veiculo 39,0+0,3 75,9+1,8* 147,942 5%%*
Vitamina D 39,0+1,0" 74,9£1,0 146,0+1,5%*
Machos
Sal/nSM Veiculo 40,3+1,0 81,3£3,0 190,9+8,3
Vitamina D 42.4+1,0 86,323 195,4+5,1
Sal/SM Veiculo 40,9+1,5 84,0£3,8 181,8+7,4
Vitamina D 42,0+1,9 84,6+4,0 180,3+5,5
EtOH/nSM Veiculo 41,9+£2,0 84,6+4,5 189,3+4,9
Vitamina D 42,1+1,5 82,942,5 185,9+3,5
EtOH/SM Veiculo 42,5+1,2 85,0+2,0 190,4+4,0
Vitamina D 43,0+0,6 83,4+1,0 187,6+2,7

As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOVA de medidas repetidas, seguida pelo teste
Duncan. Os valores estdao expressos em média = E.P.M. (8 animais/grupo). *p<0,05; **p<0,01 quando comparados
com sua contraparte masculina. *p<0,05 e #p<0,01 versus Sal/nSM/VitD; ¥p<0,05 versus Sal/nSM/Vei. EPA,
exposi¢ao pré-natal ao alcool; EtOH, EtOH; nSM, ndo separado maternalmente; Sal, salina; SM, SM.

Dentre os grupos de fémeas, foram observados efeitos da condi¢do e do tratamento
{condi¢ao [F(3, 54)=5,6581, p=0,002], tratamento [F(3, 54)=2,7902, p=0,049]}. No DPN21,
os grupos expostos ao EtOH, independentemente do estresse por SM, e que iniciariam
tratamento com vitamina D, estavam com menor massa corporal do que o grupo controle salina
nao separado que iniciaria 0 mesmo tratamento, p<0,05). Como neste dia nenhum dos grupos
havia iniciado a intervencdo farmacoldgica, infere-se que estas diferencas se devam ao
protocolo de exposi¢ao ao EtOH, considerando que os resultados foram observados tanto no
grupo separado, quanto no ndo separado maternalmente. No entanto, esta caracteristica ndo se
repetiu nos grupos que iniciariam tratamento com controle veiculo. No DPN30, o grupo EtOH,
ndo exposto ao estresse por SM e tratado com vitamina D, teve menor massa corporal em
comparagdo com o grupo controle salina ndo separado tratado com vitamina D (p<0,01). Estas
diferengas ndo foram observadas nos grupos tratados com veiculo. Além disso, o grupo controle
salina nao separado e tratado com vitamina D, apresentou maior massa corporal do que sua
contraparte tratada com veiculo (p<0,05). Neste sentido, parece que a vitamina D per se modula
positivamente o ganho de peso, no entanto, ratos expostos ao EtOH e tratados com vitamina D

estavam menores do que sua contraparte controle, sugerindo que o EtOH per se modula
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negativamente o ganho de massa corporal e a vitamina D ndo ¢ capaz de reverter esse efeito.
Por fim, no PND45, ndo foram observadas diferencgas significativas entre os grupos em nenhum
dos parametros analisados. Considerando que nesta data ja havia encerrado o tratamento com
vitamina D, estima-se que seus efeitos modulatorios relacionados no aumento de massa
corporal ocorram de forma aguda e concomitante ao tratamento, ndo tendo efeitos em longo
prazo. Da mesma forma, os feitos anteriormente observados do EtOH, modulando
negativamente o ganho de massa corporal nos animais expostos, nao foi observado nesta idade.
Infere-se que, ao longo do desenvolvimento, mecanismos compensatérios sejam ativados e
possibilitem a normalizagdo da massa corporal em comparagdo com 0s grupos nao expostos ao
EtOH.

Com relagdo a massa corporal nos grupos de machos, ndo foram revelados efeitos
significativos da condi¢cdo e do tratamento ou da interacdo entre eles {condicdo [F(3,
54)=0,81849, p=0,49], estresse [F(3, 54)=1,4519, p=0,24], tratamento [F(3, 54)=0,63948,
p=0,59], condigdo-estresse [F(3, 54)=1,7815, p=0,16], condigdo-tratamento [F(3, 54)=0,35702,
p=0,78], estresse-tratamento [F(3, 54)=0,10116, p=0,96], condi¢ao-estresse-tratamento [F(3,
54)=0,09491, p=0,96].

5.2 TESTE DO CAMPO ABERTO

5.2.1 Atividade locomotora

Diferengas significativas foram observadas entre os sexos em todos os parametros
relacionados a atividade locomotora {distancia total percorrida [F(1,112)=22,156, p<0,001],
velocidade média [F(1,112)= 22,017, p<0,001], tempo total de mobilidade [F(1,112)=13,183,
p<0,001]}. Com relacdo a distancia total percorrida, as fémeas dos grupos que receberam EtOH
e ndo sofreram estresse por SM percorrem uma distdncia maior comparado com sua contraparte
masculina, independentemente do tratamento: (*p<0,05 grupo veiculo); (**p<0,01 grupo
vitamina D). Além disso, as fémeas do grupo controle salina que sofreram estresse por SM
percorrem maior distancia do que sua contraparte masculina, no entanto, este resultado foi
observado apenas nos grupos tratados com vitamina D (*p<0,05). Relacionado com o
parametro velocidade média, as fémeas do grupo EtOH ndo separado maternalmente
apresentaram maior velocidade média do que sua contraparte masculina, este resultado foi
observado apenas no grupo tratado com veiculo e ndo com vitamina D (*p<0,05). Ainda, o
grupo das fémeas que sofreram estresse por SM e ndo foram expostas ao EtOH tiveram maior

velocidade média do que sua contraparte masculina, no entanto, este resultado foi observado
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apenas no grupo tratado com vitamina D e ndo no controle veiculo (*p<0,05). No pardmetro
tempo de mobilidade, foram observadas diferencas entre os sexos apenas nos grupos que
receberam tratamento com vitamina D, as fémeas do grupo EtOH nao separado (**p<0,01) e
as fémeas do grupo controle salina com estresse por SM (*p<0,05) tiveram maior tempo de
mobilidade em comparagdo com suas contrapartes masculinas. A partir das diferencas
observadas entre os sexos, os grupos de machos e fémeas foram avaliados separadamente a fim
de verificar possiveis efeitos da condicao (EtOH ou salina), do estresse (separado ou nao
separado maternalmente) ou do tratamento (vitamina D ou veiculo) e interagdes entre os
mesmos.

Dentre as fémeas, foi observado um efeito significativo na interagdo condigdo-estresse
[F(1, 56)=7,5806, p<0,01] no parametro distancia total percorrida. Conforme representado na
figura 7A, as fémeas EtOH ndo separadas tratadas com vitamina D percorrem maior distancia
quando comparadas com as fémeas do grupo controle salina, ndo separadas e tratadas com
vitamina D (p<0,05). No entanto, estas diferencas ndo foram observadas nos grupos expostos
ao protocolo de SM ou nos animais tratados com o controle veiculo.

Na velocidade média (Figura 7C), também em fémeas, houve um efeito significativo da
interagdo condicao-estresse [F(1, 56)=7,3336, p<0,01], onde o grupo apenas EtOH ou apenas
SM, bem como o grupo combinado de EtOH e SM, apresentaram maior velocidade média em
comparagao com o grupo controle salina (p<0,05). Importante ressaltar que estes resultados
estdo presentes apenas nos grupos tratados com vitamina D e ndo nos animais que receberam
veiculo.

Ainda dentre as fémeas, no quesito tempo total de mobilidade (Figura 7E), observou-se
um efeito significativo da interagdo condicao-estresse [F(1, 56)=4,9689, p<0,05], no entanto, o
teste post-hoc ndo revelou diferengas importantes entre cada grupo em comparagdo com sua
contraparte controle.

Nos grupos de machos (Figuras 7B, 7D e 7F), ndo foram reveladas diferengas

significativas em nenhum dos parametros avaliados.
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Figura 7 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposi¢ao perinatal ao alcool e
estresse por SM na atividade locomotora em ratos adolescentes (DPN 40), através do teste do campo

aberto (n=8).
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As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOV A multifatorial, seguida pelo teste Duncan.
Os valores estdo expressos em média = E.P.M. (8 animais/grupo). Distancia total percorrida em fémeas (A).
Distancia total percorrida em machos (B). Velocidade média em fémeas (C). Velocidade média em machos (D).

Tempo total de mobilidade em fémeas (E). Tempo total de mobilidade em machos (F).
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*p<0,05 versus
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5.2.2 Comportamento tipo-ansioso

Com relagdo aos parametros que se referem aos comportamentos semelhantes a
ansiedade, nao foram reveladas diferengas significativas entre os sexos em nenhuma variavel
analisada {tempo no centro [F(1, 107)=,02993, p=0,86; tempo nos cantos [F(1, 112)=1,1932,
p=0,28]}. Como ndo foram obtidas diferencas entre os sexos, os dados de machos e fémeas

foram agrupados (n=15-16 animais/grupo).
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Figura 8 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposi¢ao perinatal ao alcool e
estresse por SM no comportamento tipo-ansioso em ratos adolescentes (DPN 40), através do teste do
campo aberto.
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As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOVA multifatorial, seguida pelo teste de
Duncan. Os valores estdo expressos em média = E.P.M. (15-16 animais/grupo). Tempo no centro em segundos
(A). Tempo nos cantos em segundos (B). *p<0,05 e **p<0,01 comparados com o grupo controle salina ndo
separado.
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No parametro tempo no centro (Figura 8A), foi encontrado um importante efeito da
condicdo [F(1, 115)=7,2342, p<0,01]. O grupo EtOH/nSM/Veiculo ficou menos tempo no
centro quando comparado com o grupo controle Sal/nSM/Veiculo (p<0,05). Além disso, o
grupo exposto ao EtOH e nao separado maternalmente que foi tratado com vitamina D nao
diferiu do controle, sugerindo um efeito positivo do tratamento com vitamina D na modulagao
do comportamento tipo-ansioso.

No parametro tempo nos cantos (Figura 8B), houve um efeito significativo do estresse
[F(1, 120)=10,980, p<0,01] e da interagdo condigdo-estresse [F(1, 120)=8,4725, p<0,01]. Os
grupos que receberam salina e sofreram estresse por SM, permaneceram menos tempo nos
cantos em comparagdo com sua contraparte ndo separada maternalmente, independente do
tratamento com vitamina D (**p<0,01) ou veiculo (**p<0,01). Além disso, o grupo exposto ao
EtOH ndo separado maternalmente que foi tratado com vitamina D ficou menos tempo nos
cantos quando comparado com o grupo controle salina [EtOH/nSM/VitD versus Sal/nSM/VitD
(*p<0,05)].

5.4 COMPORTAMENTO DE AUTOLIMPEZA

O teste do comportamento de autolimpeza foi realizado para avaliar o fenotipo tipo-
ansioso através da mensuracdo da laténcia para iniciar a autolimpeza, tempo total de
autolimpeza, além do tempo de autolimpeza rostral e corporal.

Com relagao a laténcia para iniciar autolimpeza, nao foram reveladas diferengas entre os
sexos [F(1, 112)=,56413, p=0,45418]. A partir deste resultado, os grupos de machos e fémeas
foram analisados juntos (n=16 animais/grupo). Conforme apresentado na Figura 9A, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos.

No parametro tempo total de autolimpeza, ndo houve diferencas entre os sexos [F(1,
111)=0,23392, p=0,62959]. A partir deste resultado os grupos de machos e fémeas foram
analisados juntos (n=15-16 animais/grupo). Conforme apresentado na Figura 9B, nao houve

diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes grupos.
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Figura 9 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposi¢dao perinatal ao alcool e
estresse por SM no comportamento tipo-ansioso em ratos adolescentes (DPN 40), através do teste de
comportamento de autolimpeza, nos parametros laténcia para autolimpeza e tempo total de autolimpeza.
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As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOVA multifatorial, seguida pelo teste de
Duncan. Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (15-16 animais/grupo). Laténcia para autolimpeza (A).
Tempo total de autolimpeza (B).

No tempo de autolimpeza rostral, ndo foram observadas diferencas entre os sexos [F(1,
111)=0,92801, p=0,33748]. A partir deste resultado os grupos de machos e fémeas foram
analisados juntos (n=15-16 animais/grupo). Conforme representado na Figura 10, ndo foram

observadas diferencas significativas em nenhuma varidvel independente ou interacdo entre elas.

Figura 10 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposicdo perinatal ao alcool e
estresse por SM no comportamento tipo-ansiedade em ratos adolescentes (DPN 40), através do teste de
comportamento de autolimpeza, no pardmetro tempo de autolimpeza rostral.
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As analises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOV A multifatorial, seguida pelo teste Duncan.
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (15-16 animais/grupo).
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Com relagdo a autolimpeza corporal, a ANOV A multifatorial ndo revelou diferengas entre
os sexos [F(1, 111)=0,20217, p=0,65385], no entanto, a andlise post-hoc mostrou diferenca
significativa entre o grupo de fémeas EtOH ndo separadas tratadas com vitamina D, em
comparagdo com sua contraparte masculina (p<0,05). A partir deste resultado, os grupos de

machos e fémeas foram analisados separadamente (n=7-8).

Figura 11 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposi¢do perinatal ao alcool e
estresse por SM no comportamento tipo-ansiedade em ratos adolescentes (DPN 40), através do teste de
comportamento de autolimpeza, no parametro tempo de autolimpeza corporal.
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As andlises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOV A multifatorial, seguida pelo teste Duncan.
Os valores estdo expressos em média + E.P.M. (7-8 animais/grupo). Fémeas (A). Machos (B). ¥p<0,05 versus
controle Sal/nSM; *p<0,05 versus controle salina SM.
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Nas fémeas (Figura 11A) ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
Nos grupos de machos (Figura 11B), houve efeito da interacdo condicdo-estresse [F(I,
56)=7,6858, p=,00754]. O grupo exposto ao EtOH e ao estresse por SM, tratado com vitamina
D, teve maior tempo de autolimpeza corporal em comparagdo com sua contraparte controle
salina separado e tratado com vitamina D (p<0,05). Estes resultados ndo foram encontrados
entre os grupos tratados com veiculo. Além disso, o grupo apenas EtOH, sem estresse por SM,
tratado com vitamina D, teve menor tempo de autolimpeza corporal em comparagdo com sua
contraparte controle salina nao separado e tratado com vitamina D (p<0,05). Nas demais

variaveis e interagdes ndo foram observadas diferengas significativas.

5.5 TESTE DO NADO FORCADO

O teste do nado forgado foi realizado para avaliar o fenotipo tipo-depressivo através da
mensuracao do tempo total de imobilidade.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os sexos [F(1, 112)=0,65052,
p=0,42164]. A partir disso, os dados de machos e fémeas foram agrupados (n=16
animais/grupo).

Figura 12 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de exposi¢do perinatal ao alcool e

estresse por SM no comportamento tipo-depressivo em ratos adolescentes (DPN 45), através do teste do
nado forgado (n=16).
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As andlises estatisticas deste experimento foram realizadas por ANOV A multifatorial, seguida pelo teste Duncan.
Os valores estdo expressos em média = E.P.M. (16 animais/grupo).

Conforme representado na Figura 12, ndo foram reveladas diferencas significativas entre
os diferentes grupos experimentais em nenhuma das varidveis analisadas ou interagdo entre

elas: condicao [F(1, 120)=0,11883, p=0,73]; estresse [F(1, 120)=0,00085, p=0,98]; tratamento
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[F(1, 120)=0,00007, p=0,99]; condigdo-estresse [F(1, 120)=0,22025, p=0,64]; condi¢do-
tratamento [F(1, 120)=1,7224, p=0,19]; estresse-tratamento [F(1, 120)=2,68, p=0,10];
condigdo-estresse-tratamento [F(1, 120)=0,74626, p=0,39].

6 DISCUSSAO

Neste estudo foram realizados dois protocolos de estresse no inicio da vida: 1) protocolo
de estresse fisico através da exposicao ao alcool, realizado no periodo perinatal de ratos, que
corresponde de forma equivalente, ao terceiro trimestre do periodo pré-natal da gestacdo
humana; 2) protocolo de estresse psicoldgico através de um modelo animal de estresse por SM.
Além disso, um tratamento repetido com vitamina D foi testado, visando modular possiveis
déficits resultantes de ambos (individualmente ou combinados) protocolos de estresse no inicio
da vida. Os parametros analisados foram: a) massa corporal dos animais, antes do desmame e
ao longo da vida; b) testes comportamentais para a atividade locomotora, comportamento tipo-
ansioso e comportamento tipo-depressivo.

Sabe-se que, em humanos, situagdes desafiadoras no inicio da vida podem levar a déficits
nutricionais tanto pela perda de nutrientes, quanto pelo aumento das necessidades nutricionais
e diminui¢do de apetite (MUHOOZI et al., 2018), resultando em baixo peso ao nascer € ao
longo da vida. Por sua vez, estas alteracdes fisiologicas podem prejudicar processos do
neurodesenvolvimento, afetando o desenvolvimento estrutural e funcional do sistema nervoso,
desencadeando possiveis transtornos comportamentais, prejudicando o desenvolvimento
socioemocional, habilidades cognitivas e motoras (MUHOOZI et al., 2018; WORKU et al.,
2018).

Com relagdo a massa corporal dos animais no periodo de amamentacao, os resultados
encontrados na presente pesquisa mostram diferencas importantes nos grupos de fémeas, mas
ndo nos machos. No DPNG6, tanto a exposicdo ao EtOH, quanto o estresse por SM per se,
resultaram em diminuicao da massa corporal da prole quando comparado com o grupo controle.
No entanto, esta diferenca ndo foi observada entre os grupos expostos aos dois protocolos
concomitantemente (EtOH+SM). Da mesma forma, no DPN10 foi observado que tanto a
exposicao ao EtOH, quanto o estresse por SM resultaram em diminui¢cdo da massa corporal da
prole quando comparado com sua contraparte controle. Além disso, interessantemente, os
animais do grupo combinado (EtOH+SM) apresentaram massa corporal elevada em
comparagdo com o grupo que sofreu apenas estresse por SM, sem exposi¢do ao EtOH. Estes
resultados sugerem algum tipo de compensacdo quando ocorre exposi¢cdo conjunta a duas

situagdes adversas no inicio da vida.
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Ao desmame, no DPN21, observou-se apenas efeito do protocolo de estresse psicoldgico,
onde os animais do grupo controle salina que foram SM pesaram menos que sua contraparte
nao separada. A massa corporal reduzida nos animais SM pode ter sido devido a auséncia de
succao do leite materno durante o periodo de separacdo e outros fatores relacionados ao
comportamento materno podem estar envolvidos. Neste sentido, Plaut e Davis (1972), usando
um modelo de deprivacdo materna (desmame prematuro), ja exploravam a importancia dos
diferentes estimulos maternos além da produgao e fornecimento de leite, afirmando que, embora
alguns efeitos do desmame prematuro estejam intimamente relacionados a disponibilidade de
leite materno, outros podem ser atribuidos a auséncia de alguns aspectos do comportamento
materno, como estimula¢do térmica e tatil ou, possivelmente, o exemplo materno do
comportamento normal de comer e beber.

Sobre a diminui¢do de massa corporal em animais que receberam alcool, outras pesquisas
também relatam menor massa corporal em grupos de animais expostos ao alcool e afirmam que,
pelo menos em parte, estas diferencas podem ser explicadas pela interrupgdo, através da
exposicao ao EtOH, do eixo 1 do hormdnio do crescimento/fator de crescimento semelhante a
insulina como resultado da secre¢@o prejudicada do hormoénio do crescimento (RONIS et al.,
2007).

Filgueiras e colaboradores (2010) utilizaram protocolo de exposi¢ao ao alcool semelhante
ao demonstrado nesta pesquisa, onde o alcool foi administrado em ratos no mesmo periodo do
desenvolvimento. Eles observaram diferencas na massa corporal da prole antes do desmame,
onde animais expostos ao EtOH foram menores em comparagao com os animais controle, dados
que corroboram com nossos achados. O trabalho de Swart e colaboradores (2018) também
adotou protocolo combinado de EtOH e SM, em que observou diferengas na massa corporal
dos animais durante o desenvolvimento. Semelhante ao nosso estudo, o grupo exposto ao EtOH
apresentou menor massa corporal do que o grupo controle, mas o grupo combinado
(EtOH+SM) nao diferiu da contraparte controle, sugerindo que o protocolo de SM reduziu os
déficits induzidos pela exposicdo ao alcool. Pesquisa semelhante, que administrou apenas
alcool, apenas estresse por SM, ou a combinagdo de ambos os protocolos, ndo observaram
diferengas na massa corporal dos animais até o desmame (STAPLES et al., 2013). Vale destacar
que, na presente pesquisa, as diferencas relacionadas a massa corporal da prole antes do
desmame foram observadas apenas em fémeas, € ndo entre os grupos de machos. Resultado
oposto do encontrado pelo grupo de Swart (2018), onde os machos expostos ao EtOH pesaram
menos do que os machos do grupo controle. Essas diferencas relacionadas ao ganho de massa

corporal observadas em estudos diversos podem ser explicadas, pelo menos em parte, devido
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aos distintos modelos animais usados em cada pesquisa, onde a dose de alcool administrada e
o periodo de exposi¢do sdo bastante variados.

No que concerne ao peso dos animais ao longo da vida, e concomitante com o periodo de
tratamento com a vitamina D (colecalciferol) ou controle veiculo (6leo mineral), foram
observadas diferengas significativas entre as fémeas, mas ndo nos machos. No DPN30, o grupo
de fémeas controle salina ndo separado e tratado com vitamina D, apresentou maior massa
corporal do que sua contraparte tratada com veiculo. Neste sentido, parece que a vitamina D
per se modula positivamente o aumento de massa corporal nos animais suplementados. Uma
das possiveis explicagdes se deve ao fato de que o VDR e seu ligante afetam positiva e
significativamente o acimulo de lipidios, como observado no fendtipo Lean associado ao
modelo animal knockout para o receptor VDR (VDR-KO) (NARVAEZ et al., 2009). Outra
explanagdo importante a ser considera € que, como os animais ainda estavam se desenvolvendo
ao longo do tratamento, ¢ possivel que a suplementacdo com vitamina D possa ter aumentado
0 peso corporal como resultado do contetido mineral 6sseo aumentado e da reabsor¢ao dssea
diminuida, conforme relatado em uma pesquisa em seres humanos, com adolescentes do sexo
feminino que receberam suplementagdo com vitamina D (VILJAKAINEN et al., 2006). Além
disso, ¢ importante salientar que a maior parte do calcidiol metabolizado no figado é depositado
no tecido adiposo, seu principal reservatorio, sendo que os niveis plasmaticos dessa vitamina
refletem sua reserva corporal (PEDROSA & CASTRO, 2005; BARRAL et al., 2007).

Além disso, o grupo de controle salina, SM e tratado com vitamina D, também apresentou
maior massa corporal em comparagdo com sua contraparte exposta ao alcool. Considerando
que em ambos os grupos, EtOH ou salina, tratados com controle veiculo ndo houve essa
diferenca, ¢ possivel constatar que a exposi¢do ao alcool no inicio da vida, de alguma forma,
pode interferir no ganho de massa corporal induzido apds administragdo de vitamina D nestes
animais. Pesquisas com modelos animais apontam que o consumo cronico de alcool tem efeitos
importantes no esqueleto, interferindo no crescimento, qualidade e remodelacdo dssea, sendo
que a exposicdo ao EtOH aumenta as espécies reativas de oxigénio no tecido 6sseo, o que
estimula a reabsor¢ao Ossea ¢ inibe a formagdo ossea (CHEN et al., 2006, 2010, 2011;
SHANKAR et al., 2006, 2008b). Neste sentido, sabe-se que a suplementa¢do de vitamina D
protege contra a perda Ossea associada a administragdo crénica de alcool em camundongos
fémeas (WEZEMAN et al., 2007; MERCER et al., 2012). Em translagdo com a clinica, sabe-
se que criangas com TEAF apresentam um padrdo alimentar inadequado, como o menor

consumo de gorduras saturadas, vitamina D e cdlcio, e que a suplementacdo nutricional (ex:
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vitamina D) pode atenuar alguns déficits decorrentes destes transtornos, incluindo o aumento
na massa corporal (FUGLESTAD et al., 2013).

A ingestao de EtOH pode alterar a expressao dos genes CYP27B1 e CYP24A1 renais,
enzimas envolvidas, respectivamente, na sintese e inativagao de calcitriol (GARCIA-QUIROZ
etal, 2016; CASTRO, 2011). Em seu trabalho, Garcia-Quiroz e colaboradores (2016) usaram
um modelo animal de exposi¢ao moderada cronica ao EtOH, combinado com tratamento com
25-hidroxivitamina D3 (calcidiol), e avaliaram os efeitos na expressao génica das enzimas
CYP27B1 e CYP24A1, envolvidas no metabolismo da vitamina D nos rins e em células
tumorais mamarias nestes animais. Seus resultados mostraram que o peso corporal médio final
foi maior em grupos tratados com vitamina D. Além disso, de forma geral, seus resultados
sugerem que a ingestdao moderada de EtOH diminui a bioconversao renal e tumoral de calcidiol
em calcitriol (metabdlito ativo da vitamina D) enquanto favorece a degradacdo de ambos os
metabolitos da vitamina D em células de cancer de mama, resultando em niveis séricos
reduzidos de calcitriol, o que significa redug@o nos efeitos mediados por vitamina D.

Sobre o fato de que os dados encontrados na presente pesquisa mostraram efeitos da
suplementagdo com vitamina D apenas nos grupos de fémeas e ndo em machos, infere-se que
possa ter relagdo com os hormonios sexuais. Em seu estudo, utilizando um modelo animal para
esclerose maultipla, denominado encefalomielite autoimune experimental, Nashold e
colaboradores (2009) mostraram pela primeira vez que existe uma sinergia entre um hormoénio
sexual e a vitamina D3 no controle de uma doenga autoimune e destacam seus resultados como
sendo a primeira evidéncia de que o 17B-estradiol € essencial para a expressdo e fungdo do
gene VDR no SNC inflamado. Seus dados mostraram que a expressao e fun¢do de alto nivel
do gene VDR na medula espinhal requeriam um estimulo inflamatério, 17p-estradiol e vitamina
D3 na dieta suficiente para apoiar a sintese in situ de 1,25- (OH) 2D3. O aumento da 1,25- (OH)
2D3 e VDR dependente da biossintese de 17B-estradiol pode ser um mecanismo que permite
que os sistemas endocrinos de estrogénio e vitamina D3 funcionem sinergicamente em
individuos do sexo feminino apos a maturagdo sexual. Um segundo mecanismo de sinergia
entre os sistemas endocrinos de estrogénio e vitamina D3 parece ser a supressao, mediada por
17B-estradiol , da expressao do gene CYP24A1, levando ao aciimulo de calcitriol nos diferentes
tecidos e ao aprimoramento da expressao do gene VDR em mulheres (NASHOLD et al., 2009).
A expressao transcricional do gene VDR esta aumentada na presenca de 17p-estradiol em
varios tecidos, tais como osteoblastos, mucosa duodenal, figado, entre outros (LIEL et al., 1992;
SMIRNOFF et al, 1999; DUQUE et al., 2002; ZHOU et al., 2002). Nashold e colaboradores

(2009) consideraram intrigante a falta de interagdo entre 17p-estradiol e vitamina D3 no sexo
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masculino, uma vez que os homens expressam o receptor para estrogénio (ER), e o 17B-
estradiol ¢ um regulador eficaz da encefalomielite autoimune experimental no sexo masculino
(MATEJUK et al., 2001). Neste sentido, a equipe de Nashold (2009) discute que possa haver
regulagao diferencial do gene CYP24A1 entre homens e mulheres, sendo que, em trabalho
anterior, relataram que os machos expressaram niveis mais altos de mRNA de CYP24A1 no
SNC do que as fémeas, e ndo mostraram repressao completa da expressdo do gene CYP24A1
durante a inflamagao, assim como as fémeas (SPACH et al., 2005). Afirmam que isso resultou
em uma falha em acumular calcitriol, o que poderia prejudicar os beneficios derivados do
aprimoramento mediado por 17B-estradiol na expressao de VDR (NASHOLD et al., 2009).

A presente pesquisa avaliou a atividade locomotora dos animais por meio do teste do
campo aberto. Este comportamento ¢ analisado a partir de dados referentes a distancia total
percorrida (s), a velocidade média (m/s) e ao tempo total de mobilidade. De forma geral, fémeas
expostas ao EtOH per se ou SM per se, apresentam uma hiperatividade quando comparadas
com machos do mesmo grupo. No entanto, grupos com protocolos combinados, EtOH+SM,
ndo mostram essa hiperatividade, sugerindo uma interacao entre os dois modelos de estresse no
inicio da vida. Este resultado corrobora com estudo semelhante, onde foram administrados
protocolos e exposicao ao alcool e estresse por SM, e revelou hiperatividade tanto do grupo
EtOH, quanto no grupo SM, mas ndo na interacao entre eles (SWART et al., 2018). Além disso,
muitos destes resultados, foram encontrados apenas nos grupos tratados com vitamina D,
sugerindo que o tratamento também pode estar relacionado com aumento da atividade em
fémeas quando comparadas com machos.

Ao analisar a atividade locomotora de forma restrita ao sexo, foi possivel verificar que
fémeas expostas ao EtOH per se, & SM per se, ou no protocolo combinado, foram mais ativas
que suas contrapartes dos grupos de controle, com destaque para o pardmetro velocidade média,
onde todos os grupos tiveram resultados estaticamente significativos. Novamente, essa
hiperatividade foi observada apenas nos animais tratados com vitamina D, refor¢ando o
envolvimento deste tratamento com aumento na atividade. Importante destacar que essa
hiperatividade ndo foi observada em machos. Dados clinicos revelaram que criangas com
transtorno do déficit de atengcdo com hiperatividade (TDAH) apresentaram niveis séricos
reduzidos de vitamina D, comparadas com individuos nao diagnosticados. Além disso, a
redugdo na concentracao sérica de vitamina D em meninos TDAH foi mais grave do que em
meninas (FASIHPOUR et al., 2019). Neste sentido, a deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina
D em individuos com TEAF pode ser dependente do sexo, onde a suplementacdo teria efeito

diferente em meninos e meninas. A presente pesquisa nao avaliou os niveis séricos de calcidiol
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circulante nos animais testados, no entanto, trabalho semelhante ndo encontrou diferengas
significativas nos niveis sanguineos de vitamina D em animais expostos ao alcool (IDRUS et
al.,2013).

Também foram avaliados parametros relacionados ao comportamento tipo-ansioso,
através de dois testes comportamentais. O teste do campo aberto, onde o maior tempo de
permanéncia nos cantos € menor tempo de permanéncia no centro refletem um comportamento
semelhante a ansiedade. E a analise do comportamento de autolimpeza, onde a menor laténcia
para iniciar a autolimpeza, maior tempo de autolimpeza total, bem como alteragdes no tempo
de autolimpeza rostral e corporal, também sdo classificados como comportamento semelhante
a ansiedade.

Nossos achados mostram que o EtOH per se foi capaz de induzir um comportamento tipo-
ansioso, onde animais do grupo EtOH/nSM/Veiculo ficaram menos tempo na zona central do
campo aberto em comparagdo com o grupo controle Sal/nSM/Veiculo. Ressalta-se que este
resultado ndo foi observado no grupo tratado com vitamina D, o que sugere um importante
efeito tipo-ansiolitico deste tratamento. Além disso, uma diferenca foi observada no parametro
tempo nos cantos, onde os animais expostos ao protocolo de SM per se, mas ndo expostos ao
EtOH, permaneceram menos tempo nos cantos em comparagao com o controle. Essa diferenca
so foi observada no grupo tratado com vitamina D. Neste caso a vitamina D pode estar atuando
como fator ansiolitico nos animais que passaram por estresse psicologico no inicio da vida. No
entanto, neste caso, 0 modelo de estresse por SM, individualmente ou combinado com EtOH,
ndo demonstra aumentar o comportamento semelhante a ansiedade, tendo em vista que estes
grupos ndo diferiram dos controles. Assim, o tratamento com vitamina D poderia estar
aumentando o comportamento de risco em individuos suscetiveis. Staples e colaboradores
(2013), também relacionaram a EPA com um protocolo de estresse pré-natal e analisou
comportamento tipo-ansioso. Interessantemente, seus dados s@3o um pouco distintos do
observado na presenta pesquisa, onde os animais que passaram pelo estresse psicologico, mas
nao no grupo apenas EtOH ou no grupo combinado de EtOH + SM, apresentam aumento no
comportamento tipo-ansioso. No entanto esta pesquisa utilizou outro modelo de EPA e nao
testou nenhum tipo de intervenc¢ao visando reverter os déficits.

Um artigo de revisdo que vincula vitamina D a ansiedade e transtornos afetivos, concluiu
que estes distarbios afetivos estdo associados a niveis significativamente mais baixos de
calcidiol, precursor do hormonio ativo calcitriol, tanto para homens quanto para mulheres
(BICIKOVA et al., 2015). Poucos trabalham associaram tratamento com vitamina D, TEAF e
SM (FUGLESTAD et al., 2013; IDRUS et al., 2013) e analisaram apenas parametros
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cognitivos. Nesta pesquisa observamos que a vitamina D foi capaz de reverter o comportamento
tipo-ansioso nos animais do grupo que recebeu apenas EtOH, que ndo foi exposto ao protocolo
de SM, tanto por elevar o tempo no centro do campo aberto ao nivel do grupo controle, quanto
por reduzir o tempo de permanéncia nos cantos do aparato quando comparado com o grupo
controle igualmente tratado com vitamina D. A literatura apresenta resultados que atestam os
beneficios da suplementacdo com vitamina D na reducdo de quadros de ansiedade. Um estudo
recente (EID ef al., 2019) investigou os efeitos da suplementagdo de vitamina D nos sintomas
clinicos do Transtorno de Ansiedade Generalizada e nos biomarcadores neuroquimicos,
incluindo serotonina, neopterina e quinurenina, em pacientes humanos. Este estudo observou
melhoras significativas nos individuos que foram receberam vitamina D. Além disso, as
concentragdes séricas de serotonina aumentaram enquanto a neopterina sérica diminuiu
significativamente nos pacientes tratados com vitamina D versus pacientes ndo tratados. Nao
foram encontradas diferengas nas concentracdes séricas de quinurenina (EID et al.,2019). Além
disso, uma recente revisao da literatura indicou que a suplementagdo de vitamina D esta
associada a redugao dos sintomas de depressao e ansiedade, principalmente em estudos clinicos
(CASSEB, KASTER & RODRIGUES, 2019). Destaca-se que a presente pesquisa relata pela
primeira vez os efeitos positivos do tratamento com vitamina D no comportamento tipo-ansioso
induzido por EPA em ratos.

Na avaliacao do comportamento de autolimpeza, a laténcia e o tempo total de autolimpeza
ndo foram alterados entre os diferentes grupos, bem como, o tempo de autolimpeza rostral foi
semelhante a todos. No entanto, o tempo de autolimpeza corporal foi aumentado em animais
submetidos ao protocolo combinado de exposi¢cdo ao EtOH e SM e em animais expostos apenas
ao EtOH, ndo sendo observado em grupos expostos ao protocolo de SM isoladamente. No
entanto, estas diferengas no tempo total de autolimpeza corporal estdo presentes apenas nos
grupos tratados com vitamina D, refor¢ando negativamente sua interagdo com os modelos de
estresse no inicio da vida. Esta alteracdo pode refletir num desbalango na organizagdo de
autolimpeza cefalocaudal, sabe-se que os ratos geralmente exibem padrdes de higiene
complexos e organizados, com movimentos e transi¢des mais simétricos entre os estagios
(BERRIDGE, 1990). Nossos resultados estdo de acordo com estudos que relatam que alguns
ansioliticos (como por exemplo, o EtOH) aumentam o tempo de autolimpeza em ratos (FILE et
al., 1988; OSBORNE et al., 1993).

Uma possivel explicagdo para essa diferenga observada apenas nos grupos que receberam
vitamina D pode estar no fato de que o tratamento se deu como uma administracdo terapéutica,

ap6s o periodo de exposicdo ao alcool, e ndo como uma medida protetora. Neste sentido,
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Alfawaz e colaboradores (2014) trabalharam com um modelo de exposi¢ao ao 4acido propionico
(PPA), substancia toxica que parece estar envolvida na indugdo de caracteristicas autisticas, e
testaram o uso de vitamina D como tratamento protetor (antes da administragdo do PPA) ou
terapéutico (apds o PPA). Eles encontraram um nivel mais alto de vitamina D no plasma de
ratos tratados com PPA em comparagdo com o controle e discutiram que a vitamina D
plasmatica mais alta poderia refletir uma concentracdo mais baixa no SNC, o que poderia ser
devido a um niimero anormalmente baixo de VDRs no encéfalo de ratos tratados com a
substancia toxica. Concluiram que o tratamento protetor com vitamina D mostrou um efeito
maior em comparagao com o tratamento terapéutico na neurotoxicidade induzida por PPA, pois
houve uma melhoria notavel dos pardmetros bioquimicamente prejudicados que representam
0s processos neuroquimicos, inflamagao e desintoxicacao (ALFAWAZ et al., 2014). Isso pode
sugerir que a vitamina D3 administrada em carater protetor, mas ndo terapéutico, pode
desempenhar um papel importante nos mecanismos relevantes para a protegdo contra a
neurotoxicidade do PPA através da regulacio positiva da expressdo de VDR no encéfalo de
ratos tratados.

O comportamento tipo-depressivo foi avaliado através do teste do nado forgado. Nenhum
dos grupos nesta pesquisa apresentaram comportamento tipo-depressivo. Importante lembrar
que os animais foram avaliados no periodo da adolescéncia e que alguns sintomas relacionados
as alteragdes do humor podem aparecer mais tarde na vida. Dados da literatura, mostram que o
estresse psicologico no inicio da vida, através do modelo de privacdo materna, desencadeia
comportamento semelhante a depressdo em animais adultos jovens, mas ndo em adolescentes.
No entanto, durante a adolescéncia estes mesmos animais ja apresentam alteracdes bioquimicas,
como o nivel de citocinas pré-inflamatérias aumentado (REUS et al., 2017), fator que pode

contribuir para o desenvolvimento de distirbios do humor mais tarde na vida.

7 CONCLUSAO

A principal contribui¢do desta pesquisa foi demonstrar, pela primeira vez na literatura,
que o tratamento com vitamina D no periodo da infancia, ¢ capaz de reverter o comportamento
tipo-ansioso em ratos adolescentes que foram expostos ao protocolo de EPA.

Outro fator observado foi a hiperatividade observada nas fémeas, independentemente do
modelo de estresse inicial. Ressalta-se que este aumento na atividade esteve presente apenas
nos grupos tratados com vitamina D. Por fim, ndo foi observado comportamento tipo-

depressivo nestes animais.
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Além disso, este trabalho demonstrou que exposi¢ao precoce ao EtOH e ao estresse por
SM parecem ter mais efeitos quando analisados isoladamente do que no protocolo combinado.
Animais expostos ao EtOH ou SM apresentaram menor massa corporal em comparagao com o
controle. No entanto animais com protocolos combinados ndo apresentaram esta diferenca.
Além disso, o tratamento com vitamina D parece atenuar estes déficits nutricionais, outra
considera¢do positiva relacionada a intervencao farmacoldgica.

Ressalta-se que o tratamento com vitamina D ocorreu em idade correspondente a infancia
em humanos, momento em que podem se destacar os déficits comportamentais, devido ao inicio
da idade escolar e a participagdo ativa de outras pessoas, além do circulo familiar, nos cuidados
com essas criangas. Além disso, as avaliagdes comportamentais foram realizadas no periodo
correspondente ao inicio da adolescéncia em humanos e apos encerrar o periodo de tratamento,
podendo-se especular que a administragdo, e posterior retirada, da vitamina D pode ter resultado
em alteracdes em longo prazo, resultantes do periodo de desenvolvimento na infancia, no
metabolismo da vitamina D como alteragdes nas enzimas de bioconversao e degradagdo do
calcitriol, bem como na expressdo génica do VDR.

Os modelos de estresse precoce podem induzir transtornos em longo prazo, incluindo
idade adulta. Por isso, sugere-se a avali¢ao destes comportamentos em idades posteriores. Além
disso, o tratamento com vitamina D também pode ter efeitos diferentes se administrado em
outros periodos do desenvolvimento.

Os experimentos realizados neste estudo resultaram na coleta e armazenamento dos
encéfalos de todos os animais. Estas amostras serdo processadas posteriormente visando
analisar a proliferagdo e diferenciacdo celular através da imunomarcagcdo por Ki67 e
doblecortina (DCX), respectivamente. Além disso, uma parte das amostras se destinou a
avaliagdo da arborizagdo dendritica, através da técnica de Golgi, onde os encéfalos foram
mergulhados em uma solucdo a base de cloreto de mercurio (Golgi-COX) para impregnagao e

marcagao neuronal.
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