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RESUMO

O transtorno do espectro alcodlico fetal (TEAF) pode ocasionar alteragbes
comportamentais e neuromorfolégicas permanentes. Os individuos com TEAF
geralmente estdo expostos ao estresse precoce durante a infancia e apresentam
maior incidéncia de transtornos psicoldgicos e comportamentais no futuro. O objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos da vitamina D na neuroplasticidade hipocampal
em animais adolescentes que foram expostos precocemente ao alcool e estresse por
separagao materna e o comportamento motivacional. Foram organizados 16 grupos
experimentais e a exposi¢ao ao alcool (5g/kg/dia, i.p.) ocorreu nos dias 04, 06, 08 e
10 do periodo pods-natal, essa janela temporal corresponde ao periodo do
desenvolvimento relacionado ao terceiro trimestre da gestagdo em humanos. O
protocolo de estresse por separagao materna (SM) ocorreu entre os dias 02 e 14 por
trés horas diarias e a vitamina D foi administrada nos animais a partir do dia 22 e
seqguiu por 15 dias, periodo correspondente a infancia tardia em humanos. Os testes
comportamentais para avaliacdo da motivacao e frustragao foram realizados no dia
pos-natal (DPN) 40 e os animais eutanasiados no DPN 46. Foram realizadas analises
histolégicas com imunomarcagédo de DCX para avaliar a diferenciagdo neuronal e
andlise de Sholl para avaliar a ramificacdo dendritica. Os principais resultados
mostraram que que a vitamina D foi capaz de provocar uma reversao parcial do
comportamento aneddnico, aumentou comportamentos motivacionais e diminuiu
aspectos de frustragdo nos animais submetidos ao alcool e estresse no inicio da vida.
Além disso, a vitamina D aumentou a diferenciagdo neuronal ao mesmo tempo que
diminuiu a maturagdo precoce dos neurdnios no giro denteado, igualando com
padrdes controle para o neurodesenvolvimento. Dessa forma, pode-se concluir que a
vitamina D modulou positivamente a neuroplasticidade hipocampal, no entanto, faz-
se necessario mais estudos para entender os mecanismos que controlam essa
modulagao.

Palavras-chave: TEAF; neuroplasticidade hipocampal; vitamina D.



ABSTRACT

Fetal alcohol spectrum disorder (FASD) can cause permanent behavioral and
neuromorphological changes. Individuals with FASD are generally exposed to
early stress during childhood and have a higher incidence of psychological and
behavioral disorders later in life. This work aimed to evaluate the effects of vitamin
D on hippocampal neuroplasticity in adolescent animals exposed early to alcohol
and maternal separation stress. Sixteen experimental groups were organized,
and exposure to alcohol (5g/kg/day, i.p.) occurred on days 04, 06, 08, and 10 of
the postnatal period; this time window corresponds to the period of development
related to the third trimester of pregnancy in humans. The stress protocol due to
maternal separation (SM) occurred between days 02 and 14 for three hours daily.
Vitamin D was administered to the animals from day 22 and continued for 15
days, a period corresponding to late childhood in humans. Behavioral tests were
performed to assess motivation and frustration at DPN 40, and the animals were
euthanized at DPN 46. Histological analyzes were performed with DCX
immunostaining to assess neuronal differentiation and Sholl analysis to assess
the dendritic branching. The main results showed that vitamin D was able to
cause a partial reversal of anhedonic behavior, increased motivational behaviors,
and decreased aspects of frustration in animals subjected to alcohol and stress
in early life. Furthermore, vitamin D increased neuronal differentiation while
decreasing the early maturation of neurons in the dentate gyrus, matching control
patterns for neurodevelopment. Thus, it can be concluded that vitamir
positively modulated hippocampal neuroplasticity; however, further studies
needed to understand the mechanisms that control this modulation.

Keywords: FASD; hippocampal neuroplasticity; vitamin D.
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1 INTRODUGCAO

1.1 ALCOOL

A utilizacdo do alcool em bebidas deixou sua marca na histéria de
diferentes civilizagbes e culturas, sumérios, egipcios, gregos, chineses. A
primeira evidéncia de utilizagdo do alcool em bebidas alcodlicas data 7000 a
6600 a.C. no norte da China. Essas evidéncias foram encontradas em vasos de
barro que continham preparados fermentados de frutas, arroz, mel, entre outros.
Os sumérios e egipcios faziam cerveja e consumiam devido aos seus beneficios
nutricionais e até mesmo a cura de diversas doencgas. Além disso, era utilizada
em festivais, celebragdes e rituais religiosos. Os gregos e romanos tiveram como

producao inicial os vinhos (KELLER, 1979; STOLBERG, 2006).

As civilizagbes utilizavam as bebidas alcodlicas com diversos propdositos
como cura para diferentes males, comemoracgdes, rituais religiosos, sacrificio
para os deuses. Teve papel importante no século 19 e 20 na guerra civil em que
enfermeiras e médicos utilizavam como sedacéo e medicagdo (KHADERI, 2019).
Como acreditava-se na época que o alcool possuia varias propriedades
medicinais, isso valia também para as gestantes. Dessa forma, ele foi utilizado
sem restrigdes pelas gravidas durante varios séculos. O conhecimento da
teratogenicidade do alcool era pouco conhecido ou ignorado. O primeiro estudo
publicado que mostrou que o alcool era o principal agente causador (250% a
mais) da mortalidade de bebés em maes alcoolistas foi realizado por William

Sullivan em 1899 (SULLIVAN, 2011).



14

1.1.1 Metabolismo do alcool

O alcool € uma classe de composto organico que possui hidroxilas (OH)
ligadas a grupos de carbono. O etanol é o tipo de alcool mais conhecido, utilizado
como combustivel, solventes e sendo o principal composto de bebidas alcodlicas

(WADE,2022).

A metabolizagao do alcool ocorre no ser humano em diversas etapas e
envolve alguns 6rgaos como figado, estdmago, jejuno. A maior parte desse
processo ocorre no figado e por essa razdo € o 6rgao que mais sofre os danos
(DOODY et al., 2017). O alcool atravessa as membranas através de difusao
passiva, a favor do seu gradiente de concentracéo. E praticamente insolivel em
gorduras, sendo soluvel na agua, dessa forma, se distribui por tecidos e fluidos

proporcional ao seu conteudo de agua (CEDERBAUM, 2012).

Ao chegar no figado o alcool sofrera metabolizagao pela via oxidativa e
nao-oxidativa. Na via oxidativa, o primeiro passo é a oxidag&o pela enzima alcool
desidrogenase (ADH) convertendo em acetaldeido. E em condi¢des de excesso
de alcool na circulagéo, parte sera oxidada pela citocromo P450 2E1 (CYP2E1)
produzindo acetaldeido através de espécies reativas de oxigénio. Em seguida, o
acetaldeido é convertido para acetato através da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH). O acetato pode ser convertido em acetil coenzima A (acetil-CoA) que
pode ser oxidado no ciclo tricarboxilico (TCA) (Figura 1) (DOODY et al., 2017;

HYUN et al., 2021).

A maior parte do alcool € metabolizado no figado, no entanto, quando em
excesso, parte desse alcool atravessa livremente a barreira hematoencefalica

(BHE) por difusao passiva. Sabe-se que a principal enzima envolvida Nesse
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processo E a ADH que esta presente no encéfalo em baixas quantidades.
Nessas condi¢des, a metabolizagdo é realizada principalmente pela catalase
(CAT) e pela CYP 2E1, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) como é
demonstrado na (Figura 1). Além disso, uma pequena parcela de acetaldeido
também entra no encéfalo através da periferia(ATKIN; ICH, 1997; GIL-

MOHAPEL et al., 2019).

Figura 1: Metabolismo do alcool no encéfalo e no figado
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O etanol sera metabolizado em duas etapas: na primeira etapa tem a
formacao de acetaldeido pela enzima ADH e em menor quantidade pelas
enzimas CYP2E1 e CAT. Na segunda etapa tem a formagao de acetato pela
enzima ALDH, gerando também acetil-COA que participara do ciclo TCA e

EROs. O mesmo vai ocorrer no encéfalo, no entanto, a principal enzima
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responsavel pela formagéo de acetaldeido é a CAT seguida da CYP 2E1.

Fonte: Adaptado de Gil-Mohapel et al, 2019.

1.1.2 Alcool e o encéfalo: alvos moleculares

O uso de alcool produz efeitos amplos e diversos no sistema nervoso
central (SNC). A exposicdo ao alcool altera os mecanismos de sinalizagéo
intracelular, levando a alteragbes na expressdo génica, remodelamento da
cromatina e tradugdo (EGERVARI et al., 2021). O alcool se liga a varios
receptores transmembrana, incluindo receptores de glutamato, GABA e
dopamina, bem como a receptores para diferentes neuropeptideos e fatores
neurotréficos. Estes, por sua vez, afetam a atividade de varias cascatas de
segundos mensageiros e vias de sinalizagao intracelular. Essas vias medeiam
adaptagdes celulares duradouras que afetam, entre outros, a tradugédo e a
plasticidade sinaptica, e que contribuem para as adaptagbes neuronais

subjacentes ao consumo de alcool.

Os efeitos do alcool se devem principalmente a sua interacdo com
proteinas envolvidas na transmissdo sinaptica excitatoria e inibitéria, agindo
como agonista de receptores acido gama-aminobutirico (GABA), glicina (GlyRs)
e antagonista de receptores ionotrépicos como o N-metil D-Aspartato (NMDA),
alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico (AMPA) e cainato(ROBERTO;
KIRSON; KHOM, 2021). Esse efeito causa um desbalangco na atividade
excitatéria/inibitéria a curta e longo prazo. Esses receptores também sé&o
afetados por neurotrofinas que também sofrem os efeitos do alcool (ABRAHAO;

SALINAS; LOVINGER, 2017; EGERVARI et al., 2021).
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As neurotrofinas sao fatores neurotréficos, muito importantes na
plasticidade sinaptica e formagdo da memoria na fase adulta. Durante o
neurodesenvolvimento diversas neurotrofinas sédo cruciais para a vasculogénese
embrionaria, proliferagcdo e migragdo celular. Na neurogénese embrionaria,
neurotrofinas como NT-3, NGF, BDNF e VEGF estao presentes e abundancia e
contribuem para o processo de proliferacdo e migracao celular (ELLERO et al.,
2022). A exposicdo ao alcool durante o neurodesenvolvimento afeta a
sinalizagdo dessas neurotrofinas e a expressdo dos seus receptores
(BOSCHEN; KLINTSOVA, 2017) o que pode afetar o processo de neurogénese

(VILAR; MIRA, 2016).

1.2 0 CONSUMO DE ALCOOL NA GESTAGAO

O alcool € considerado uma substancia psicoativa, amplamente
consumida no mundo e uma das mais antigas (KELLER, 1979). O consumo de
forma nociva esta associado a diversas doencas, problemas econdémicos e
sociais, sendo responsavel por 5,3% de mortes no mundo. E um fator causal de
mais de 200 doencas e lesdes e esta amplamente associado a disturbios mentais

e comportamentais (WHO Global, 2018).

Nos ultimos anos, houve um aumento no consumo do alcool pelas
mulheres, tanto em quantidade quanto em frequéncia. E isso provavelmente se
deve as mudancas nos estilos de vida das mulheres (MANTHEY et al., 2019).
De acordo com dados do Ministério da Saude, o consumo abusivo de alcool entre
as mulheres apresentou um crescimento de 7,7% para 11%, no periodo de 2006

a 2018. E além disso, de acordo com a OMS, 1,6% das mulheres brasileiras
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apresentam algum transtorno relacionado ao 4alcool, sendo que 0,5%
apresentam diagnostico de dependéncia (ANDRADE et al., 2020). E estes dados
se tornam preocupantes pelo fato de que as mulheres sao fisiologicamente mais
afetadas pelo alcool, em comparagao aos homens. Isso se deve as alteragdes
farmacocinéticas do alcool atribuidas a fatores como uma maior proporgéo de
gordura corporal/agua, menor quantidade de enzimas responsaveis pela

metaboliza¢ao do alcool (WARD; COUTELLE, 2003).

O consumo de alcool durante a gravidez € um problema grave, que tem
efeitos negativos no crescimento e desenvolvimento fetal e que podem perdurar
durante a vida (POPOVA et al., 2013). Estima-se que mundialmente cerca de 1
a cada 10 mulheres consomem alcool durante a gravidez (POPOVA et al., 2017).

O alcool consumido pela mae atravessa livremente a placenta, isso entéao
significa que a concentracao de alcool no sangue fica comparavel a da mae ou
até mesmo maior. O feto apresenta pequenas quantidades das enzimas CAT e
CYP2E1, portanto uma pequena parte do alcool sera metabolizado no encéfalo
do feto. O alcool é eliminado pelo feto e acumulado no liquido amniético e é
reincorporado através da respiragdo e absorgcdo transdermal (Figura 2). A
exposicao precoce ao alcool (EPA) pode gerar diversos prejuizos, como baixo
peso ao nascer, malformacgdes fetais, disturbios do neurodesenvolvimento,
incluindo Transtorno do Espectro Alcodlico Fetal (TEAF) (BURD; BLAIR;

DROPPS, 2012; HELLER; BURD, 2014).
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Figura 2: Alcool no metabolismo fetal
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Fonte: Autoria prépria

1.2.1 Transtorno do Espectro Alcodlico Fetal

Os efeitos da EPA podem afetar todos os estagios do
neurodesenvolvimento, ocasionando malformacgdes congénitas,
comprometimento do crescimento e alteragbes neuroldgicas importantes, como
disturbios neurocomportamentais, déficits no aprendizado, problemas motores e
cognitivos. Esses efeitos vao se distinguir de acordo com o periodo e a
quantidade de alcool ingerida pela mae (POPOVA et al., 2013; RILEY; INFANTE;
WARREN, 2011). O exato mecanismo responsavel por essas alteragdes ainda
nao é conhecido. No entanto, ja foram relatados diversos mecanismos que
podem estar relacionados com os efeitos decorrentes da EPA (SULIK, 2014).
Dentre eles destaca-se a diminuigdo da neuroplasticidade hipocampal
(FONTAINE et al., 2016; GIL-MOHAPEL et al., 2010), indugdo de estresse
oxidativo (BROCARDO et al., 2011), bem como o aumento da apoptose

(IKONOMIDOU et al., 2000).

4.A) O ALCOOL E ELIMINADO PELO FETO
ATRAVES DA URINA FETAL E ACUMULA NO
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O TEAF é um termo “guarda-chuva” (Figura 3) utilizado para descrever
os diferentes fendétipos gerados pela EPA. A Sindrome Alcodlica Fetal (SAF) é a
consequéncia mais grave da exposi¢cao ao alcool durante o desenvolvimento e
foi descrita pela primeira vez em 1973 (JONES; SMITH, 1973) . Na SAF ha um
complexo comprometimento fisico, comportamental e cognitivo dos individuos
(GUPTA; GUPTA; SHIRASAKA, 2016). A Sindrome Alcodlica parcial (pSAF) é
uma forma um pouco mais branda de SAF onde nem todos os critérios para
diagndstico de SAF estao presentes. Os Defeitos Congénitos Relacionados com
o Alcool (DCRA) inclui individuos com desvios fisicos menores ou maiores, mas
sem comprometimentos comportamentais ou cognitivos, enquanto que nas
Desordens Neuroldgicas Relacionadas com o Alcool (DNRA) descreve um
desenvolvimento cognitivo atipico e desvios comportamentais entre individuos

com desenvolvimento fisico normal (EHRHART et al., 2019; LANGE et al., 2017).

Figura 3 - Transtornos do Espectro Alcodlico Fetal (TEAF).
TEAF € um termo guarda-chuva que contempla os déficits

causados por consumo de alcool materno.

Sindrome Alcodlica Fetal (SAF)

Defeitos Congénitos Relacionados como
Alcool (DCRA)

Sindrome Alcodlica Fetal Parcial
(PSAF)

Desordens Neurolégicas Relacionadas
como Alcool (DNRA)
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Fonte: Autoria prépria

O diagndstico de TEAF é dificil e requer experiéncia profissional. Nas
formas mais graves SAF e pSAF requerem a presenca de anomalias faciais
caracteristicas, inicialmente identificados por Jones e Smith (1973), incluindo
fissuras palpebrais curtas, borda vermelha fina e filtro, liso representado na
(Figura 4). Além disso, um diagndstico de SAF requer evidéncia de deficiéncia
de crescimento (altura e/ou peso <10 percentil para idade gestacional),
crescimento cerebral anormal (circunferéncia cefalica 10° percentil (CROCKER;

NGUYEN; MATTSON, 2011).

Figura 4: Representacao das alteragdes morfolodgicas na

Sindrome Alcoodlica Fetal

/\_ RN Dobras epicénticas
£ — —

/ \ =— Ponte nasal plana
- | -
-~ £ Fissuras palpebrai
- ~ - Orelhas sem paralelismo
“ - ‘\—_?—- Nariz empinado
—_— - Filtro liso
@ = Labio superior fino

Fonte: Adaptado de Wattendorf, D.J., Muenke, M., 2005.

Os critérios fenotipicos faciais sdo mais faceis de serem identificados, no
entanto, aspectos cognitivos e comportamentais sdo compartilhados com outros
disturbios do neurodesenvolvimento e psiquiatricos, como Transtorno do Déficit

de Atencéo e Hiperatividade (TDAH), Transtorno do Espectro Autista (TEA),
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Esquizofrenia, Deficiéncia Intelectual, Transtornos do Humor, entre outros

(MAYA-ENERO et al., 2021).

1.3MODELOS EXPERIMENTAIS DE TEAF

Os modelos animais mais utilizados para o estudo da exposi¢gao precoce
ao alcool sao ratos e camundongos. No entanto também existem estudos com
macacos, porquinho da india, zebrafish (Danio rerio), e com o invertebrado

Caenorhabditis elegans, (CHERNOFF, 2010; LOUCKS; AHLGREN, 2012).

Os estudos com roedores podem ser classificados em duas grandes
areas: exposi¢ao pré-natal e exposigdo pos-natal ao alcool. Os modelos com
exposicao pré-natal sao utilizados para estudar os efeitos do alcool no periodo
equivalente ao primeiro e segundo trimestre em humanos, ja o modelo pos-natal
¢é utilizado para estudar os efeitos no terceiro trimestre equivalente. A ontogenia
€ utilizada para fazer inferéncias sobre a maturacéo do cérebro em animais e
humanos, e, dessa forma, pressupor as fases equivalentes do desenvolvimento

na gestagéo (ALMEIDA et al., 2020; BOSCHEN; KLINTSOVA, 2017).

Diferentes processos ocorrem nessas fases e alguns periodos sdo mais
criticos para o neurodesenvolvimento. No primeiro trimestre gestacional temos a
neurulacdo, em que vai ocorrer a formacao do tubo neural que termina no dia
gestacional (DG) 10-11 em roedores. Neste mesmo periodo temos processos
como neurogénese e subsequente migragao celular ocorrendo. No segundo e
terceiro trimestre vao ocorrer processos importantes como neurogénese,

mielinizagdo, sinaptogénese, poda sinaptica em diferentes regides do encéfalo,
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para o seu desenvolvimento adequado (Figura 5) (ALMEIDA et al.,

2020; CHINI; HANGANU-OPATZ, 2021).

Figura 5: Representagédo esquematica do processo de

neurodesenvolvimento em roedores e humanos.
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Fonte: Adaptado de Shepanski et al, 2018

A EPA afeta especialmente processos criticos que ocorrem em cada uma

dessas fases (Figura 6), que podem induzir perda neuronal grave, danos no

cortex

pré-frontal, hipocampo e regides cerebelares.
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Figura 6: Efeitos da exposi¢ao pré-natal ao alcool

¢ GID G G

Processos de Proliferagé@o astroglial
Gastrulag@io diferenciagéo e oligodendroglial
Neurulagéo Migragéo de células Sinaptogénese e
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precursores neurais Sinaptogénese Mielinizagéo
Processos de Mielinizagéo Neurogénese
diferenciag@o Angiogénese cerebelar e
placental hipocampal

Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al., 2020.

O método de administracdo do etanol é uma outra variavel nos modelos
de TEAF e vao afetar o padrao de exposi¢ao ao alcool, quantidade de alcool
ingerida, grau estresse. Nos modelos pré-natais o etanol € administrado na méae,
geralmente através do consumo voluntario, injecdo intraperitoneal ou
subcuténea, gavagem intragastrica ou inalagao (Figura 7). No modelo pds-natal
o etanol € administrado nos filhotes, geralmente por injecao intraperitoneal ou
gavagem, sendo necessario o cuidado com a dosagem em razdo da alta
mortalidade. Cada método apresenta suas vantagens e desvantagens e deve
ser utilizado de acordo com a necessidade experimental especifica (PATTEN;

FONTAINE; CHRISTIE, 2014).

Figura 7: Métodos de administracdo de etanol em roedores
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Fonte: Adaptado de Patten et al, 2014

O nivel de concentragdo de alcool sanguinea (CAS) € outro fator
importante e vai variar de acordo com a dosagem, padrao de exposigao, taxa
metabdlica, consumo de alimentos, tolerancia e genética. Esse é um importante
parametro para avaliar o padrao de consumo. Em modelos animais, CAS < 100
mg/dL é considerado um consumo baixo de alcool, CAS entre 100 e 200 mg/dL
€ um consumo moderado e mais que 200 mg/dL é um consumo elevado (ETHEN

et al., 2009).

1.4 NEUROPLASTICIDADE

A neuroplasticidade é a capacidade do sistema nervoso de modificar sua
organizagado anatdomica e funcional frente a estimulos e experiéncias (ISMAIL;
FATEMI; JOHNSTON, 2017). Existem dois tipos de neuroplasticidade, a
funcional e a estrutural. A plasticidade funcional esta envolvida com o
fortalecimento/enfraquecimento e remodelamento das sinapses, como a

potenciagdo de longa duragdo (LTP) e depressdo de longa duragdo (LTD),
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enquanto a plasticidade estrutural esta envolvida no processo de neurogénese,
alteragdes funcionais nas células neuronais, sinaptogénese, complexidade
dendritica, poda sinaptica e morte neural (GAGE, 2004; NASCIMENTO-

CASTRO et al., 2017).

A complexidade dendritica € um tipo de plasticidade estrutural importante,
pois o tamanho e a forma da arborizagao dos dendritos dos neurdnios e seus
espinhos determinam o numero e a distribuicdo dos contatos sinapticos e o
estabelecimento dos circuitos neurais. Durante o desenvolvimento, a
arborizacao e a formagao dos espinhos dendriticos sdo eventos dinadmicos, no
entanto, algumas situagdes, ativacao de moléculas podem estabilizar essas
estruturas ou desestabilizar, enfraquecendo as sinapses. Dessa forma, a
ramificacdo dendritica e a formacgéao e estabilizagao de sinapses desempenham
papéis significativos na plasticidade estrutural e funcional do cérebro (BURKE;

BARNES, 2006; KOLESKE, 2013).

Alteracdes nos padrdes de ramificacdes dendriticas, tais como, perda ou
retragdo da arborizagcdo e mudangas na morfologia ou numero de espinhos
dendriticos contribuem para varios disturbios neurolégicos e do
neurodesenvolvimento, como o transtorno do espectro autista, esquizofrenia,
Sindrome de Down, Sindrome do X fragil, Sindrome de Rett (Figura 8). A falha
na comunicagao entre os neurdnios afeta diretamente processos cognitivos e
psicoldgicos (KULKARNI; FIRESTEIN, 2012; PENZES et al.,, 2011). Alguns
estudos ja demonstraram que a EPA provoca alteragbes nos espinhos
dendriticos (DE GIORGIO; GRANATO, 2015; TARELO-ACUNA; OLVERA-
CORTES; GONZALEZ-BURGOS, 2000). Inclusive trabalhos prévios do nosso

grupo demonstraram que a exposi¢do ao alcool durante o terceiro trimestre
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equivalente aumenta o tamanho e a arborizagdo dentritica no GD de ratos

adolescentes (BIANCO et al., 2021).

Figura 8: Atrofias na morfologia da arborizagdo e espinhos dendriticos em
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Fonte: Adaptado de Kulkarni, V.A., et al, 2012.

A neurogénese é a capacidade de gerar novos neurdnios funcionais é
uma forma de neuroplasticidade estrutural. Em mamiferos, apds o nascimento,
€ encontrada principalmente em duas regides: (a) zona subgranular (ZSG) na
regiao do giro denteado (GD) no hipocampo em que progenitores neurais geram
neurdnios glutamatérgicos; (b) zona subventricular dos ventriculos laterais, onde
0s progenitores neurais dao origem as células que migram para o bulbo olfatério

antes de diferenciarem (FARES et al., 2019). A neurogénese também foi relatada
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no hipotalamo e no tronco cerebral, e pode existir no neocortex, corpo estriado,
amigdala e substancia negra de roedores e outros mamiferos, no entanto, ainda

sao estudos controversos (DENOTH-LIPPUNER; JESSBERGER, 2021).

A neurogénese adulta pode ser dividida em quatro fases: uma fase celular
precursora, que serve para a expansao do conjunto de células que podem se
diferenciar em neurdnios, uma fase inicial de sobrevivéncia, que marca a saida
do ciclo celular, uma fase de maturagao pds-mitética, que esta associada ao
estabelecimento de conexdes funcionais, crescimento de axdnios e dendritos e
sinaptogénese e uma fase tardia de sobrevivéncia, representando um ajuste fino

(GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016; KUHN; TODA; GAGE, 2018).

O inicio da neurogénese comega com a célula precursora semelhante a
glia radial em que o corpo celular se encontra na camada subventricular no
ventriculo ou na subgranular no GD e estende-se até a camada molecular, esta
célula progride ao longo de trés estagios progenitores (tipo 1, tipo 2a/tipo 2b e
tipo 3). Essa fase esta associada a uma alta taxa proliferativa e alguns
marcadores celulares podem ajudar a identificar as células que se encontram
nessa fase, como GFAP, Sox 3, Ki-67, Nestina. Em seguida a célula vai para
uma fase de diferenciacdo e maturacao celular, com a extensdo de axbnio e
dendritos, aumentando a plasticidade sinaptica, nesse momento, sédo utilizados
marcadores como doublecortina (DCX), NeuN, NeuroD, Calbidin (Figura 9). O
ciclo finaliza com a existéncia de uma nova célula granular (KEMPERMANN;

SONG; GAGE, 2015).
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Figura 9: Estagios de desenvolvimento da neurogénese no

hipocampo adulto.
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PCNA, antigeno nuclear de proliferagao celular; GFAP, proteina acida fibrilar glial;

DCX, doublecortina. Fonte: Adaptado de Niklison-Chirou, et al, 2020.

1.4.1 Formagao Hipocampal

E uma regido que faz parte do sistema limbico e esta relacionada com a
cognigdo, em especial aspectos de aprendizado e memoria. O hipocampo
propriamente dito € denominado Cornu Ammonis (CA) e é usualmente dividido
em campos corticais: CA1, CA2, CA3 e CA4, sendo essa divisdo baseada na
morfologia dos neurdnios (Figura 10) (TATU; VUILLIER, 2014). O GD faz parte
da formacao hipocampal e consiste em trés camadas: a camada molecular, com
projecdes de neurdnios da camada granular, sendo neurénios glutamatérgicos;

a camada granular contendo células granulares e o hilus, que contém células
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musgosas, em cesto e interneurénios (DOMINGUEZ-RIVAS et al., 2021). A zona
subgranular (ZSG) é considerada um nicho neurogénico em que as células
progenitoras neurais residem. E a regi&o onde ocorre proliferacéo, diferenciacdo

e maturagao dos neurdnios (HAINMUELLER; BARTOS, 2020).

Figura 10: Organizagédo anatdbmica do hipocampo

a-Encéfalo humano e corte seccional do hipocampo b-Encéfalo de

rato no mesmo corte. Fonte: Adaptado de Hainmueller T. et al,

2020.

1.4.2. Alteragdoes da neuroplasticidade hipocampal ocasionada pela
exposi¢ao ao alcool durante o desenvolvimento

A EPA causa efeitos a longo prazo na modulagdo da neuroplasticidade
hipocampal (PUGLIA; VALENZUELA, 2010). Por exemplo, pode-se citar a
diminuicdo da neurogénese hipocampal em animais adultos que foram expostos
ao alcool durante o desenvolvimento (GIL-MOHAPEL et al., 2011) e alteragdes
em proteinas sinapticas (BRADY et al., 2013) e na arborizagdo dendritica
(GOEKE et al., 2018, BIANCO et al 2021) sédo alguns exemplos. No entanto,
alguns estudos mostraram que a proliferagdo de células no hipocampo nao é

afetada pela exposicao pré/pos-natal ao alcool em animais adolescentes
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(HELFER et al., 2009). Por outro lado, o numero de neurbnios maduros esta
significativamente diminuido em ratos adolescentes, sugerindo que os
precursores neuronais podem ser vulneraveis nesse momento de vida (GIL-

MOHAPEL et al., 2011; KLINTSOVA et al., 2007).

Alguns estudos apresentam resultados discrepantes, pois os déficits
observados sao dependentes da dose de etanol administrada, o tempo da
exposicao ao alcool (pré/pds-natal), a concentragao de alcool sanguinea (CAS),0
modelo de animal utilizado, a idade da prole no momento da analise (GIL-
MOHAPEL et al.,, 2010). Em contrapartida, a exposi¢cdo pré-natal ao alcool
combinado com estresse materno apresentou diminuicdo na neurogénese

hipocampal a longo prazo (13 meses de idade) (GIL-MOHAPEL et al., 2014).

Estudos prévios encontraram aumento na complexidade dendritica apical,
indicando que a exposigao pos-natal ao alcool (terceiro trimestre equivalente)
induz uma maturacdo prematura dos neurdnios piramidais hipocampais, que
pode levar a uma restricdo prematura da neuroplasticidade (GOEKE et al., 2018,
BIANCO et al 2021). A EPA também pode prejudicar a plasticidade sinaptica
hipocampal, com redu¢do na potenciagao de longa duragado (LTP) na regido do
GD em animais adolescentes e adultos (PATTEN et al., 2013; TITTERNESS;

CHRISTIE, 2012).

1.5 ESTRESSE PRECOCE
As experiéncias no inicio da vida representam uma grande influéncia em
aspectos comportamentais, psicologicos, neurais das criangas e produzem

efeitos que podem perdurar por longos periodos, incluindo a vida adulta. A
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primeira infancia e infancia sdo considerados periodos criticos e importantes
para o desenvolvimento, visto que sao periodos de intensa neuroplasticidade.
Essa neuroplasticidade pode ser muito benéfica para o aprendizado, mas
experiéncias negativas também podem ser criticas para o desenvolvimento

(POLLAK, 2005; SMITH; POLLAK, 2020).

O termo estresse se refere a resposta psicolégica desencadeada quando
o individuo se percebe sob ameaca ou desafiado, gerando uma série de
mudangas fisiolégicas e comportamentais. A constante ativagdo desse
sistema de forma cronica pode levar a desregulacbes importantes em
aspectos comportamentais e psicolégicos. Nesse contexto, o termo estresse
precoce ou Early life stress (ELS) se refere ao estresse sofrido por criangas
na primeira infancia, que pode abranger aspectos de restricao nutricional,
exposicao a toxinas, negligéncia, abandono, abuso, estrutura familiar

prejudicada (HERZBERG; GUNNAR, 2020).

O estresse no inicio da vida prejudica a regulagdo do feedback do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), elevando os niveis do horménio redutor
da corticotrofina (CRH), glicocorticoides e alteragdes no sistema nervoso
autébnomo. Esses circuitos estdao envolvidos no processamento das emocgoes,

memoria e aprendizagem (NISHI, 2020).

1.5.1 Estresse precoce como agravante da exposi¢do ao alcool durante o
desenvolvimento
Criancas que foram expostas ao alcool no inicio da vida, podem estar mais

propensas a vivenciarem experiéncias estressantes no periodo pos-natal, seja
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por negligéncia, abuso e ou abandono infantil. O abuso de alcool materno foi
identificado como uma das principais razdes para institucionalizagao de criangas
em orfanatos (LANGE et al., 2013). A separagdo materna (SM) € um modelo
utilizado em roedores, de estresse no inicio da vida que prejudica a regulagao
da resposta do eixo HHA afetando regides do cortex pré-frontal e hipocampo.
Nas primeiras semanas de vida a interagdo mae e filhote € de extrema
importancia para a sobrevivéncias dos mesmos, sendo responsavel pela
manutengao da temperatura corporal, desenvolvimento dos sentidos e fonte de

alimento(BERGMAN, 2019).

A desregulacdo do eixo HHA esta associada a transtornos emocionais,
como depressao e ansiedade, que podem perdurar durante a vida adulta (CHEN;
BARAM, 2016). As consequéncias do protocolo de SM dependem do estagio de
desenvolvimento, duracédo da separagao (15min a 24h), numero de dias (1 a 21
dias) e da experiéncia da separacao, realizando a retirada da mae ou dos
filhotes. Os filhotes que passam por alguma alteracdo no contato com a mae
nesse periodo de amamentagcdo, apresenta, em sua maioria, mudancas
comportamentais nos estagios seguintes de vida. Alguns estudos sugerem que
a SM aumenta o comportamento do tipo-ansioso e do tipo-depressivo nos

animais adultos (HUOT et al., 2004; NISHI, 2020).

Alguns efeitos observados em animais expostos precocemente ao alcool
foram acentuados com o estresse precoce, como é o caso da hipoatividade e
déficits no aprendizado (SWART; RUSSELL; DIMATELIS, 2019). Além de um

aumento no comportamento do tipo ansioso (BIGGIO et al., 2018).
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1.5.2. Comportamento de frustragao e a EPA

A EPA tem sido relatada por impactar negativamente em aspectos
comportamentais e cognitivos nas criangas e nos estagios seguintes da vida.
Dentre os aspectos relatos incluem prejuizos na atengao, aprendizado, memoria,
deficiéncias intelectuais, ansiedade, depressao e dificuldade para lidar com

frustracdo (SUBBANNA; BASAVARAJAPPA, 2022).

O sistema de recompensa mediado pelo sistema mesolimbico € composto
por estruturas cerebrais responsaveis pelo processamento fisioldgico e cognitivo
da recompensa. A recompensa € um processo ho qual o encéfalo associa
estimulos a um resultado positivo, que resulta em ajustes comportamentais para
buscar novamente aquele resultado positivo. A auséncia desses reforgcadores
pode levar a mudangas comportamentais e/ou emocionais (MICHAELSEN;
ESCH, 2021; SOSA; GIOCOMO, 2022). Os mamiferos podem responder a uma
omissdo ou reducgao inesperada de recompensa com uma variedade de
respostas comportamentais. Em humanos ja foram descritas respostas como
raiva, choro, esquiva, agitagédo e/ou a frustracdo (KELLER; NESSE, 2005).

Os modelos experimentais em roedores para o estudo da frustracao
tiveram inicio na década de 50 com Amsel e Roussel (1952) que realizaram um
experimento utilizando ratos em pistas duplas de corrida para explicar os efeitos
da omissédo de reforco (EOR). O que notou foi um aumento na resposta
instrumental (velocidade de corrida) desses animais apds a omissao inesperada,
que foi interpretado como uma resposta emocional de frustragdo.(AMSEL,;
ROUSSEL, 1952)

As omissdes de reforco podem ser eliminacdo completa, parcial ou

reducdo na qualidade do reforgo. Isso € importante pois os efeitos da EOR



35

parecem depender da magnitude do reforgo, se sao altamente ou fracamente
reforcadoras(JUDICE-DAHER et al., 2011). Dentre esses estimulos temos a
ingestdo de um alimento palatavel. A ingestdo de um alimento ndo envolve
apenas sinais fisiologicos, mas também de caracteristica hedbnicas, em
roedores podemos observar esse comportamento pela preferéncia em solugdes
de sacarose, sendo \utiizada como medida comportamental de
anedonia(SCHEGGI; DE MONTIS; GAMBARANA, 2018).

Uma teoria dos mecanismos de saliéncia separa a recompensa em dois

3 )

processos dinstintos, o ” wanting “ € caracterizado é gerado pelos circuitos

mesolimbicos do encéfalo na forma de motivacdo e “ linking” refere-se ao
componente heddnico ou prazeroso da recompensa e e parece ser controlado
por circuitos que empregam opidides e canabinoéides endégenos, além de Acido
Gama-Aminobutirico  (GABA) como neurotransmissores (MORALES;
BERRIDGE, 2020).

Um estudo de metanalise mostrou que o uso do alcool aumenta a
agressividade em func¢do da frustragéo (ITO; MILLER; POLLOCK, 2004). Os
estudos relacionando a EPA e a frustragdo ainda sdo escassos. No entanto, ja
foi visto que a EPA pode resultar em alteragbes comportamentais ao longo da
vida. Adolescentes com TEAF apresentam muitos comportamentos de risco,
incluindo problemas com a lei, experiéncia escolar interrompida e
comportamento desadaptativo e os fatores relacionados com esses
comportamentos de alto risco estao relacionados com déficits no funcionamento
executivo, tomada de decisdo prejudicada (RASMUSSEN; WYPER, 2007). O

estudo de Connor e colaboradores viu que a exposi¢ao precoce ao alcool estava

relacionada com o afeto negativo da crianga relacionados ao baixo nivel de
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suporte emocional. No entanto quando as maes dessas criangas forneciam
apoio, elas eram capazes de ter um melhor enfrentamento da frustragcéo

(O'CONNOR; KOGAN; FINDLAY, 2002).

1.6 TRATAMENTO PARA O TRANSTORNO DO ESPECTRO ALCOOLICO
FETAL

Atualmente ndo existe cura para o TEAF e o método mais eficaz de
prevencao é a abstinéncia total de alcool durante toda a gestacdo. Muitos
estudos sobre métodos pré-natais para reverter ou prevenir os efeitos do alcool
estdo sendo explorados, no entanto, nenhum deles esta aprovado para uso
clinico (GUPTA et al.,, 2016; WOZNIAK; RILEY; CHARNESS, 2019). O
diagndstico preciso do TEAF é muito dificil e as vezes tardio, e normalmente
caracterizam como uma crianga com desenvolvimento cognitivo e
comportamental prejudicados, ou uma criancga * problema “(HELGESSON et al.,
2018). Esses efeitos prejudicam a vida desses individuos. Além disso, os pais
também se sentem sobrecarregados e experimentam a falta de conhecimento,
diagndstico, compreensao e apoio de alguns profissionais de saude. Sendo de

extrema importancia a busca por tratamentos efetivos (SANDERS; BUCK, 2010).

1.7 VITAMINA D

A vitamina D (colecalciferol) considerada um hormdnio enddcrino, € obtida
em humanos através da alimentagéo ou da radiagéo solar (HANEL; CARLBERG,
2020). E nos roedores ¢é obtida pela alimentagédo. Tanto a vitamina D quanto as
enzimas necessarias para o seu metabolismo sdo encontradas no encéfalo

(EYLES; BURNE; MCGRATH, 2013).
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A enzima 7-desidrocolesterol redutase que esta envolvida na ultima etapa
da sintese do colesterol inicia a quebra do anel do 7-desidrocolesterol (7-DHC)
quando esse € exposto a radiacdo UVB para formar a pré-vitamina D3, que sofre
isomerizacdo em vitamina Ds. Em seguida essa vitamina Ds sofre duas
hidroxilagdes, principalmente no figado, pela acdo da enzima CYP2R1, gerando
a 25(0OH) Ds. A acao renal da CYP27B1 gera o metabdlito ativo da vitamina D, o
calcitriol (1,25 (OH)2 Ds). E o catabolismo proveniente da acédo da CYP24A1 gera

o metabdlito 24,25 (OH)2 Ds (Figura 11) (HORST; REINHARDT; REDDY, 2005).

Figura 11: Metabolismo vitamina D no figado e rins
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* Prevengao de danos oxidativos

* Estrutura, fungdo e metabolismo

neuronais
* Funcgdo cognitiva

Fonte: Adaptado de Mayne, P.E. et al, 2019.

A proteina ligadora de vitamina D (VDBP- vitamina D binding protein) é a

principal proteina de transporte para os metabdlitos da vitamina D na corrente
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sanguinea. Para a maioria das células, no entanto, € a forma n&o ligada ou livre
de 25-hidroxivitamina D (25(OH) Ds) que entra nas células, enquanto em alguns
tecidos, como os rins e provavelmente também a glandula paratireoide e a
placenta, a VDBP com seu 25(0OH) D3 ligado entra na célula através do complexo
megalina-cubilina. Uma vez na célula, a proteina de choque térmico de 70kD
(HSP70) funciona como um transporte intracelular primeiro descarregando
25(0OH)Ds da VDBP, movendo-o para as mitocondrias para o metabolismo de
1,25(0OH)2Ds3, e posteriormente facilitando o movimento de 1,25(0OH)2D3s no
nucleo para ligagao ao receptor de vitamina D (VDR) (BIKLE; CHRISTAKOS,

2020).

O VDR ¢é da familia dos receptores nucleares, €& responsavel pela
distribuicdo da Vitamina D nos tecidos. Ele foi inicialmente identificado no
intestino e em locais envolvimentos com a homeostase do calcio. No entanto,
atualmente ja foi identificado em diversos locais nao envolvidos com a
homeostase do calcio, como cérebro, pancreas, mama, hipofise, entre outros
(WRZOSEK et al., 2013). Isso sugere que a vitamina D esta envolvida em
diversos processos além do calcio. E a presenca do VDR ja foi detectada em
diferentes regides no encéfalo : cortex; amigdala; talamo; hipocampo e

substancia nigra (BIVONA et al., 2019).

1.7.1 Atuacgao da Vitamina D no SNC
Algumas evidéncias sugerem que a vitamina D estd envolvida no
processo de plasticidade sinaptica (EYLES et al., 2005). Foi demonstrado que a

deficiéncia pré-natal de vitamina D altera genes envolvidos na plasticidade
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sinaptica, como Drebrina e Neuromodulina (ALMERAS et al., 2007) e exerce
influéncia em processos de proliferagcéao e diferenciacdo neuronal(DE ALMEIDA,
2017). A suplementagdo demonstrou regular positivamente a sinaptojanina 1 e
a sinaptotagmina 2 e a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina IId
(CaMKIId), ambos envolvidos também na plasticidade sinaptica (MAYNE;
BURNE, 2019). Além disso, a suplementacdo demonstrou aumentar os
receptores para varios neurotransmissores importantes, incluindo dopamina,
glutamato e serotonina, que sdo necessarios para o funcionamento sinaptico

normal (LATIMER et al., 2014).

A deficiéncia da vitamina D durante a gestacédo tem efeitos negativos no
desenvolvimento do encéfalo levando a diminuicdo da proliferagéao celular e do
volume cerebral (EYLES et al.,, 2003). Durante a gravidez € comum ocorrer
diminuicdo nos niveis de vitamina D (HOLLIS, 2007). E além disso, a exposigcao
ao alcool também pode ocasionar diminuigdo nos niveis séricos dessa vitamina
(MANARI; PREEDY; PETERS, 2003). Sendo assim, quantidades reduzidas de
vitamina D podem contribuir com os sintomas cognitivos produzidos pelo TEAF
(MILNE; BARAN, 1985). Ainda, alguns estudos demonstraram que a vitamina D
possui atividade neuroprotetora, como a inibicdo da produg¢do de éxido nitrico,
reduzindo os niveis toxicos de calcio no encéfalo (HERSCOVITCH;
DAULETBAEV; LANDS, 2014), diminuicdo da neuroinflamagéo, excitotoxicidade
glutamatérgica (LAWRENCE; SHARMA, 2016) e também esta relacionada com
a melhora cognitiva relacionada a idade, como processos de aprendizagem e

memoria dependentes do hipocampo (LATIMER et al., 2014).

Ja foi relatado que a deficiéncia, pré-natal e/ou na primeira infancia, da

vitamina D esta relacionada com o risco aumentado de doencas do
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neurodesenvolvimento, como esquizofrenia (CUI et al., 2021), transtorno do
espectro autista (FERNELL et al., 2015). Além disso, esta relacionada com
doencgas do humor como depressao e ansiedade (BERRIDGE, 2017), transtorno
do déficit de atencao e hiperatividade (GAN et al., 2019) e transtorno bipolar

(CEREDA et al., 2021).
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2 HIPOTESE EXPERIMENTAL

A EPA vai apresentar um efeito combinado ao estresse precoce,
prejudicando a neurogénese hipocampal e diminuindo a motivagao nos animais,
que pode estar relacionado com os déficits cognitivos apresentados no TEAF e
a vitamina D com sua atividade neuroprotetora e efeitos cognitivos positivos,

podera inibir esses efeitos deletérios no hipocampo.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando a relevancia clinica de estudar a associag¢ao entre a EPA
ao estresse precoce e o fato de que atualmente nao existe tratamento para o
TEAF, o estudo de possiveis intervencdes terapéuticas a fim de atenuar os
efeitos deletérios e proporcionar qualidade de vida aos individuos acometidos se

justifica.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos da vitamina D no comportamento e na neuroplasticidade

hipocampal em animais expostos precocemente ao alcool e ao estresse da SM.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos da Vitamina D na EPA no periodo equivalente ao terceiro trimestre

em humanos e/ou o estresse precoce por SM em ratos adolescentes:

e Avaliagdo dos comportamentos motivacionais;
¢ Na diferenciagao neuronal no hipocampo;

¢ Na morfologia e arborizagdo dendritica de neurdnios hipocampais.
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5 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados os encéfalos coletados pela mestra Claudia Bianco durante a
dissertacao de mestrado no PPG em Neurociéncias. Portanto, os itens 5.1, 5.2 € 5.3
foram realizados por ela, sendo que o meu trabalho comegou com o processamento
das amostras para as imunohistoquimica, avaliagcdo da arborizagdo dendritica e

analise comportamental usando videos dos testes gravados previamente.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 64 ratos Wistar, com 45 dias de idade, 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. No dia pds-natal (DPN) 21, as ninhadas foram desmamadas e
separadas por sexo, com 0 maximo de 5 animais por caixa. As maes e seus filhotes
foram mantidos caixas plasticas opacas (41 X 34 X 16 cm) a 20°C £ 22°C com livre
acesso a agua e comida, em ciclo claro/escuro 12:12 h (07:00-19:00h). Todas as
manipulacdes foram realizadas entre as 9:00 e 17:00 h. Os animais tiveram livre
acesso a racao comercial para ratos NUVITAL — Nuvilab CR1 e a agua filtrada e
potavel. O dia do nascimento dos filhotes foi considerado dia pds-natal 0 (DPNO).
Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais da UFSC (CEUA) - Protocolo 6980201116.

5.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
No DPN 2, os filhotes de cada ninhada foram separados em machos (M) e
fémeas (F) e distribuidos em 8 diferentes grupos para cada sexo, com o numero de 8

animais por grupo (n=8), conforme a condi¢ao (5g/kg/dia de etanol (EtOH) 25% v/v
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em salina, ou a mesma quantidade de veiculo salina), estresse (SM ou néo separado)
e tratamento [1000 Ul/dia de vitamina D (colecalciferol, precursor do metabdlito ativo),
ou veiculo 6leo mineral]. A distribuicdo dos grupos se deu da seguinte forma: salina,
nao separado, veiculo (Sal/nSM/Vei); salina, nédo 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 1.

Figura 12: Representagcdo esquematica dos grupos experimentais

| | | | |
=1 TN =] T

Fonte: Autoria propria

O dia do nascimento foi considerado DPN 0 e a SM aconteceu do DPN 2 ao
DPN 14 (3 horas diarias). A exposigao ao alcool ocorreu nos dias 4, 6, 8 e 10. O
tratamento com a vitamina D3 ocorreu entre os dias 22 e 37 em humanos esta janela

temporal corresponde ao periodo da infancia (entre 6 e 11 anos) (SENGUPTA, 2013).
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No DPN 46 os animais foram eutanasiados por perfusdo cardiaca com

paraformaldeido 4% e os encéfalos coletados para futuras analises.

5.2.1 Protocolo de exposicao precoce ao alcool

Do DPN 4 ao DPN 10, periodo que corresponde ao 3° trimestre equivalente em
humano, os filhotes do grupo EtOH foram injetados intraperitonealmente (i.p.) com
59/Kg de etanol (25% em solugédo salina) em dias alternados, para mimetizar o
consumo de alcool excessivo em humanos. Um volume equivalente de solugéao salina
foi injetado via i.p. nos filhotes do grupo Controle (salina) (FILGUEIRAS; KRAHE;
MEDINA, 2011; MEDINA; KRAHE; RAMOA, 2005). A concentragdao de alcool
sanguinea (CAS) média neste modelo é de 239 mg/dL, sendo considerado um alto

nivel de alcool (FILGUEIRAS; KRAHE; MEDINA, 2011).

5.2.2 Protocolo por separagao materna

As ninhadas inteiras foram escolhidas aleatoriamente e foram submetidas ao
protocolo da SM (SM, n = 40) de DPN 2 a DPN 14 por 3 h / dia (09: 00-12: 00),
enquanto as ninhadas do grupo controle ndo foram separadas da mae (nSM, n = 40).
Os filhotes do grupo SM foram cuidadosamente removidos de sua gaiola e colocados
em uma gaiola limpa e foram levados para uma outra sala aquecida (+ 25 °C) para
evitar a comunicacgao entre os filhotes e a mae. Apds 3h, os filhotes foram devolvidos

a sua gaiola junto da mae (Adaptado de SWART; RUSSELL; DIMATELIS, 2019).

5.2.3 Tratamento com vitamina D

Entre os DPNs 22 e 37, os animais foram tratados com 1.000 unidades internacionais
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(Ul/kg/dial/i.p. de vitamina D (colecalciferol) (Webber Naturals Pharmaceuticals),
forma precursora do metabdlito 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 padrao, enquanto valores elevados (ex: 10,000 U.l.) é considerado como
overdose. Este periodo da vida em ratos (DPN 22-37) corresponde a infancia tardia

em humanos, idade equivalente entre 6 e 11 anos (SENGUPTA, 2013).

5.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

5.3.1 Anadlises motivacionais

O comportamento alimentar induzido por alimentos palataveis em animais nao
privados de alimentos pode ser usado para avaliar a resposta motivacional a estimulos
hedbdnicos naturais porque o alimento adogado atua como um reforcador natural. Um
déficit em qualquer aspecto do processo de recompensa pode resultar em
comportamento que pode ser interpretado como anedonia (SCHEGGI; DE MONTIS;
GAMBARANA, 2018). Entre esses aspectos estao a incapacidade de sentir prazer; a
expectativa de prazer; a avaliagdo da recompensa, a determinagao do esforgo
necessario para obter a recompensa; planejar e decidir a melhor estratégia para
repetir a experiéncia prazerosa; diminuicdo da interacdo social, comportamento
submisso; evitagao social; derrota social; desespero e ansiedade (BARBOSA, T.S, et

al, 2017).

a) Ingestdo de alimentos palataveis em ratos ndo privados de alimentos: o
comportamento protocolo oral foi baseado na dissertagdo de mestrado de

Barbosa e colaboradores. (dados nao publicados) e foi realizado no DPN
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41-43 (n=8 animais/grupo). Na semana anterior ao teste, foi disponibilizado
alimento palatavel (aproximadamente 3 g de Nescau Ball Cereal© por
animal/dia) na gaiola-moradia dos animais. O aparato utilizado para este
teste foi uma arena circular com um alimentador central de plastico
contendo esferas de vidro. Cada animal passou por duas fases
experimentais separadas por 24 h de intervalo: (i) Adaptagdo (trés
exposi¢coes de 5 min ao aparato) e (ii) Teste (trés exposi¢cdes de 5 min ao
aparato e comedouro com 10 unidades de Nescau ball cereal©® meio
enterrada entre as esferas de vidro). A laténcia para iniciar a alimentagao, o
tempo de alimentagdo e a quantidade de alimento palatavel consumido
foram registrados.

b) Teste de Frustracado: Apos 24h da exposicédo ao alimento palatavel no teste
anterior, cada animal foi novamente exposto ao aparato e comedouro em
um intervalo de 5min, contendo apenas as esferas plasticas, sem as
unidades de Nescau ball. Os aspectos analisados foram numero de
entradas no comedouro, laténcia para explorar o comedouro e tempo

explorando o comedouro.

5.4 AVALIACAO POR IMUNOHISTOQUIMICA

5.4.1 Processamento do tecido encefalico

Aos 46 dias de idade, os animais foram anestesiados intraperitonealmente (i.p.)
com cetamina (100 mg/Kg,) e xilazina (10 mg/Kg) e perfundidos com solugao salina
0,9%, seguida de paraformaldeido (PF) 4%. Os encéfalos foram removidos da calota
craniana e ficaram por 12h em solucao de PF 4%, e depois foram colocados em

solucao de sacarose a 30%. Apds a saturacao, cortes seriados de 30um de espessura



49

foram feitos utilizando o vibratomo (Vibratomo, Series 1000, St. Louis, MO, USA), as
fatias foram cortadas entre as coordenadas do Bregma 2,52 anterior até 6,12
posterior. As fatias foram coletadas em 1/6 séries e mantidas em solugdo de PBS

(salina tamponada de fosfato) com azida 0,5%.

5.4.2 Imunomarcacao para diferenciagao celular

Uma série de cortes seriados contendo o hipocampo foi processada para o marcador
doublecortina (DCX), uma proteina associada a microtubulos expressa por
neuroblastos, sendo considerada um marcador de neurogénese (AYANLAJA et al.,
2017; BROWN et al., 2003). Apés o blogueio com a solugao de 3% H202/10% metanol
em TBS 0,1 M por 15 min e pré-incubagdo com soro de cavalo 5% por 1 h, os cortes
foram incubados por 48 h a 4 °C com o anticorpo de cabra policlonal anti-DCX (1:400;
c-18, Santa Cruz Biotechnology). Os cortes foram incubados por 2h com anticorpo
secundario de cavalo anti-cabra (biotina-conjugado IgG, 1:200; Vector Laboratories).
Depois de lavados em PBS 0,1M as células marcadas com os anticorpos foram
visualizados utilizando um sistema complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain
ABC Elite Kit, Vector Laboratories), por 1 hora, com 3,3’-diaminobenzidina (DAB;
Vector Laboratories) como cromoégeno, por cerca de 3 min. Apds as fatias foram
montadas em laminas gelatinizadas (revestidas de gelatina 2%), posteriormente
desidratadas e diafanizadas em xilol (Synth, Diadema, SP, Brasil) e cobertas com

laminula fixada com meio de montagem para microscopia Entellan (Merk, USA).
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5.5 AVALIACAO DA ARBORIZACAO DENDRITICA

5.5.1 Processamento do encéfalo para a impregnacao com Golgi

Com o objetivo de avaliar a arborizacdo dendritica na regido do GD do
hipocampo, um grupo de animais foram submetidos a perfusao, conforme 5.3.1 e os
encéfalos foram removidos da calota craniana e transferidos para 20 mL de solugao
Golgi (uma solucao a base de cloreto de mercurio), onde os encéfalos permaneceram
durante 15 dias para impregnacgao e marcagao neuronal, conforme a técnica de Golgi
(KANNANGARA et al., 2014; RISHER et al., 2014). Posteriormente, os encéfalos
foram transferidos para solugéo de sacarose 30%. Na sequéncia, foi realizado cortes
encefalicos coronais seriados com espessura de 200 um utilizando o vibratomo
(Vibratome, Series 1000, St. Louis, MO, USA). As fatias foram coletadas e submetidas
a uma camara umida por 48 horas para posterior processo de desidratagao e analise

microscopica, todas as amostras foram manuseadas no escuro.

5.5.2 Analise de Sholl

A quantificacdo do numero e comprimento das ramificacbes dos neurdnios
granulares do GD foi avaliada usando a analise de Sholl, esses parametros foram
obtidos analisando as ramificagdes contidas dentro de intervalos concéntricos de 10
MM(GENSEL et al., 2010). Tendo o centro do soma como ponto de referéncia, foram
analisados o numero de intersecgcdes por raio, a média do numero total de
intersecgdes e o comprimento do dendrito (distdncia maxima do soma até o final dos
dendritos). Foram selecionados aleatoriamente de cada animal 5 neurdnios

localizados no GD da formagéo hipocampal, para cada grupo experimental (n=3). Os
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neurdnios com menores sobreposi¢dées com outros neurdnios e com 0 maior numero
de ramificacdes dendriticas visiveis foram selecionados para analise. As fatias foram
analisadas utilizando um microscopio Microscoépio Invertido 1X43 com uma ampliagao
de 40 x. Para analise de Sholl foi utilizado o plugin Simple Neurite Tracer do software
Image J (FERREIRA et al., 2014), em que os dendritos dos neurdnios foram
manualmente tragcados e analisados. criando circunferéncias a partir do centro do
soma e obtendo uma representagcdo em 3D do neurdnio tragado, possibilitando obter
a quantificacdo e comprimento dos prolongamentos e a intersecgao deles com as

circunferéncias geradas.

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os graficos foram realizados pelo programa GraphPad Prism 8.0 e os
resultados obtidos foram avaliados no programa Statistica 7.0 analytical software
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) por analise de variancia (ANOVA) multifatorial seguido
pelo teste post-hoc de Duncan, quando apropriado. O valor de p < 0,05 foi considerado

significativo.
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6 RESULTADOS
6.1 EFEITOS DA VITAMINA D SOBRE A INGESTAO DE ALIMENTO PALATAVEL

EM ANIMAIS NAO PRIVADOS DE ALIMENTO

Com a finalidade de avaliar os efeitos da vitamina D sobre a motivacdo dos animais
expostos ao alcool e estresse foi realizado o teste comportamental de ingestao de
alimento palatavel em animais n&o privados de alimento. Foi realizada uma ANOVA
multifatorial que revelou no parametro laténcia para comer (Figura 13 A), efeito
significativo no estresse (SM ou nSM) [F(1,55)= 13,90; p= 0,00], no tratamento
(vitamina D ou veiculo) [F(1,55)=9,4415; p=0,003297], na interagao condi¢ao (alcool
ou salina) e estresse [F(1,55)=7,57; p=0,00], na interacdo condicdo e tratamento
[F(1,55)= 9,4394; p=0,003300], na interacado estresse e tratamento [F(1,55)= 7,56;
p=0,00].0 post hoc de Duncan revelou que os animais expostos somente ao alcool
sem tratamento da vitamina D foram aqueles que tiveram o maior tempo na laténcia
para comer e apresentou uma diferenga significativa p<0,01 e em relagdo ao grupo
controle veiculo. Os animais expostos ao alcool e estresse que receberam tratamento
de vitamina D foram aqueles que tiveram um menor tempo na laténcia para comer e
o post hoc apresentou diferenga significativa p<0,001 em relagcdo ao grupo
correspondente (alcool+SM+veiculo) e em relagdo ao grupo controle. No parametro
Tempo comendo (Figura 13 B) a ANOVA revelou efeito significativo na variavel
estresse [F(1,55)=5,12; p=0,03], na interagcdo condigéo e estresse [F(1,55)=10,39;
p=0,00] e na interagao estresse e tratamento [F(1,55)=6,91; p=0,01]. O teste post hoc
demonstrou que o grupo exposto ao alcool e estresse tratados com vitamina D foi
aquele que apresentou 0 maior tempo comendo o alimento palatavel, com diferenca
significativa de p<0,01 em relagdo ao seu grupo correspondente e p<0,001 em relacao

ao grupo controle. No parametro Unidades consumidas (Figura 13 C) houve efeito
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significativo na variavel condig¢ao [F(1,55)=7,21; p=0,01], estresse [F(1,55)=20.4787;
p=0,00] e na interagdo condicéo e estresse [F(1,55)=8,12; p=0,01]. O teste post hoc
demonstrou que o grupo exposto ao alcool e estresse, tratados com vitamina D foi
aquele que mais consumiu unidades do alimento palatavel e apresentou diferenga
significativa p<0,01 em relagdo ao seu grupo correspondente e p<0,001 em relagao
ao grupo controle. O grupo alcool e estresse sem tratamento teve diferenca

significativa de p<0,05 em relacédo ao grupo controle.

Figura 13 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de
exposicao pré-natal ao alcool e estresse por SM na motivagao,
através do teste de ingestao de alimento palatavel em animais néo

privados de alimento.
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Os valores estédo expressos em média £ E.P.M. (8 animais/grupo). Laténcia para comer (A). Tempo
comendo (B). Unidades consumidas (C). **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo correspondente
sem vitamina D; #p< 0,5, ##p<0,01 e ###p<0,001 em relagido ao grupo controle. SM: separagao

materna; EtOH+SM: Alcool+separagdo materna.

6.2 EFEITOS DA VITAMINA D SOBRE A FRUSTRACAO EM ANIMAIS NAO
PRIVADOS DE ALIMENTO

Com a finalidade de avaliar os efeitos da vitamina D sobre a incapacidade de
alcangar um reforgcador (alimento palatavel) foi realizado o teste de Frustracdo em
animais expostos ao alcool e estresse. No parametro laténcia para explorar o
comedouro (Figura 14 A), a ANOVA multifatorial revelou diferenga significativa na
variavel tratamento [F(1,55)= 21,24; p<0,001]. O post hoc de Duncan demonstrou que
0s animais que mais demoraram para explorar o comedouro foram aqueles tratados
apenas com vitamina D, sem intervencgdes, apresentando diferenca significativa
p<0,01 em relagdo ao seu grupo correspondente (salina+nSM+veiculo). O grupo SM
tratado com vitamina D apresentou diferenga significativa p<0,01 em relagéo ao seu
grupo correspondente. No parametro tempo explorando o comedouro (Figura 14 B) a
ANOVA apresentou diferenga significativa na variavel tratamento [F(1,55)=71,15;
p<0,001]. O grupo alcool e estresse sem tratamento foi 0 que passou mais tempo
explorando o comedouro e seu grupo correspondente foi 0 que passou menos tempo
explorando. O teste post hoc demonstrou que todos os grupos tratados com vitamina
D apresentaram diferenga significativa p<0,001 em relagdo ao seu grupo
correspondente, apenas o grupo SM teve p<0,01. No parametro numero de entradas
no comedouro (Figura 14 C) a ANOVA apresentou diferenga significativa na variavel

tratamento [F(1,55)=75,77; p=0,001]. O grupo controle veiculo foi o que mais teve
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entradas no comedouro e o que menos entrou foi 0 grupo alcool+SM+vitamina D. O
teste post hoc demonstrou que todos os grupos tratados com vitamina D
apresentaram diferengca significativa p<0,001 em relagdo ao seu grupo

correspondente.

Figura 14 - Efeito do tratamento com vitamina D em um modelo de
exposicao pré-natal ao alcool e estresse, na frustragao, através do

teste de frustracao.
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Os valores estao expressos em média + E.P.M. (8 animais/grupo). Laténcia para explorar o
comedouro (A). Tempo explorando o comedouro (B). N° de entradas no comedouro (C). **p<0,01 e
***n<0,001 em relagdo ao grupo correspondente. SM: separagdo materna; EtOH+SM: Alcool+

separagdo materna.
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6.3 EFEITO DA VITAMINA D SOBRE A DIFERENCIACAO NEURONAL
HIPOCAMPAL

Com afinalidade de avaliar o efeito da Vitamina D sobre a diferenciagao neuronal em
ratos expostos precocemente ao alcool e estresse foi realizada imunohistoquimica
para o marcador enddégeno doublecortina (DCX) e a quantificacdo das células DCX
positivas ao longo da ZSG do GD da formagao hipocampal (Figura 15). A ANOVA
multifatorial revelou diferencga significativa na variavel tratamento (veiculo ou vitamina
D) [F(1,35)=8,27; p<0,01] e na interagao entre a condi¢ao (salina ou alcool) e estresse
(SM ou nSM) [F(1,35)=6,51; p<0,05]. O teste post hoc de Duncan demonstrou
diferencga significativa p<0,01 do grupo alcool e estresse com tratamento em relagao

ao seu grupo correspondente.

Figura 15: Avaliacéo dos efeitos da vitamina D sobre a diferenciacao

neuronal na ZSG do GD da formacgao hipocampal de ratos adolescentes expostos
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ao alcool e SM utilizando o marcador endégeno DCX

500+
[ veiculo
400+ S vitb
o
5 £ 5 300-
595
st a ;
R ; G 2004
o
a
1004 "L§
0

Controle EtOH SM EtOH+SM

Os valores estédo expressos em média + E.P.M. (6 fatias/grupo). (A) Fotomicrografias representativas
de células DCX positivas na ZSG do GD da formagao hipocampal dos ratos que nao sofreram
nenhuma intervencao (A). Fotomicrografias de ratos expostos ao alcool e estresse sem tratamento e
com tratamento de vitamina D, respectivamente (B e C). (Barra de escala = 100um). Fotomicrografias
representativas de neurdnios marcados para DCX na ZSG do GD de cada grupo (D, E e F). (Barra de
escala = 20 ym). Numero de células positivas para DCX por numero de fatias, no GD (G) **p<0,01em
comparagao ao grupo correspondente. SM: separagdo materna; EtOH+SM: Alcool+separagado

materna
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6.4 EFEITO DA VITAMINA D NA ARBORIZACAO DENDRITICA DE CELULAS
GRANULARES DO GIRO DENTEADO

Com a finalidade de avaliar os efeitos da vitamina D na complexidade
dendritica, foi realizado a analise de Sholl nas células granulares do giro denteado
impregnadas por uma solugédo de Golgi. No numero total de intersegbes (Figura 16 C)
a ANOVA multifatorial revelou diferenga significativa nas variaveis tratamento
[F(1,16)=152,65;p<0,001], na interagao entre condi¢ao (salina ou alcool) e tratamento
[F(1,16)=5,9936;p<0,05] e na interagdo entre condi¢cao, estresse (SM ou nSM) e
tratamento [F(1,16)=4.9310;p<0,05]. No comprimento dendritico a ANOVA revelou
diferencga significativa nas variaveis condi¢ao [F(1,16)=10,05;p<0,001], na interacao
condicao e tratamento [F(1,16)=8,707;p=0,01] e na interagdo estresse e tratamento

[F(1,16)= 8,12;p<0,01]

Figura 16: Efeito da vitamina D na complexidade dendritica de neurdnios

granulares do giro denteado do hipocampo
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representativa da impregnagéo por Golgi na célula granular do GD no grupo vitamina D (A). Imagem

representativa na analise de Sholl (B). Numero total de interse¢des (C). Comprimento do dendrito (D).

**p<0,01 e *** p<0,001 comparado com o grupo correspondente, #p<0,05; ##p<0,01 e ###p<0,001

comparado com o grupo controle. SM: separagdo materna; EtOH+SM: Alcool+separagéo materna



7 DISCUSSAO

As primeiras experiéncias de vida exercem influéncias importantes no
desenvolvimento neural, comportamental e psicolégico das criangas e
podem ter efeitos duradouros em varios dominios. A experiéncia molda a
plasticidade neural e principalmente no que diz respeito a infancia e primeira
infancia, visto que sédo periodos de intenso remodelamento das sinapses
(SMITH; POLLAK, 2020). Nesse estudo realizamos dois protocolos de
estresse no inicio da vida: a) estresse fisico, com a exposig¢ao perinatal ao
alcool; b) estresse psicoldgico, com a separacdao materna e avaliamos se a
vitamina D modula o comportamento motivado e a neuroplasticidade

hipocampal.

O consumo de alimento palatavel € um indicador hedénico atribuido
aos animais e a preferéncia por sacarose é utilizada como medida
comportamental de anedonia (SCHEGGI; DE MONTIS; GAMBARANA,
2018; WILMOUTH; SPEAR, 2009). No teste de ingestdao de alimento
palatavel em animais nao-privados de alimentos a EPA causou um aumento
da laténcia para comer, o que pode ser interpretado como anedonia, € o
tratamento com vitamina D reverteu parcialmente esse aumento. Dessa
maneira, podemos inferir que a vitamina D foi capaz de provocar uma
reversao parcial nas caracteristicas de anedonia nos animais submetidos a
condigao e estresse. Ainda, a vitamina D diminuiu a laténcia para comer nos
animais submetidos ao alcool e a SM, aumentando a motivagdo pelo
alimento palatavel. Um estudo publicado por Turner e colaboradores em
2013 demonstrou que ratos Sprague Dawley adultos deficientes em vitamina

D exibiram impulsividade e diminuigdo da laténcia de recompensa na tarefa
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de desempenho continuo de 5 opg¢des (TURNER et al., 2013). A laténcia de
recompensa reduzida é sugestiva de aumento da motivagdo. De fato, isso
também foi observado na tarefa de jogo com roedores, em que os ratos
deficientes em vitamina D ganharam mais recompensas alimentares por
sessao e também precisaram de menos treinos para atingir o critério, sem
mostrar quaisquer outras deficiéncias comportamentais (PEAK; TURNER,;
BURNE, 2015). Assim, a vitamina D parece modular a impulsividade e

motivagao em roedores.

No parametro tempo comendo, o tratamento com vitamina D foi capaz
de aumentar o tempo comendo no grupo exposto ao alcool e ao estresse no
inicio da vida. O grupo EtOH+SM+vit D foi 0 que passou mais tempo
comendo com diferenca significativa em relagéo ao grupo controle e o grupo
correspondente, 0 que sugere um aumento no interesse pelo estimulo
reforgcador, o que sugere um aumento no interesse pelo estimulo reforgador
e isso corrobora com o trabalho de Camargo, et al, 2020 onde a
administracao de colecalciferol foi capaz de reverter o comportamento tipo
depressivo e aneddnico em animais submetidos a administragcédo cronica de

corticosterona (CAMARGO et al., 2020) .

O tratamento com vitamina D também causou um aumento nas
unidades de alimento palatavel consumidas no grupo que foi exposto ao
alcool e a SM, isso vai de acordo com o trabalho de Sedaghat e
colaboradores, onde a vitamina D diminuiu o comportamento anedénico nos
testes de preferéncia por sacarose, campo aberto e teste de exploragao por
um novo objeto (SEDAGHAT et al., 2019) . Dessa forma, os animais que

passaram mais tempo comendo também foram aqueles que consumiram
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mais unidades, esse efeito pode ser considerado positivo, visto que pode ser
interpretado pelo aumento do comportamento motivado, revertendo
caracteristicas anedonicas. No entanto, em razdo do aumento expressivo no
consumo e no tempo do alimento agucarado, também poder ser interpretado
como um comportamento persistente, compulsivo e de risco, visto que esses
animais preferem correr o risco de ficar mais tempo no centro do aparato do
que nao comer o alimento palatavel. Conforme revisado por Roy Wise em
1987, o comportamento controlado por drogas parece imitar o
comportamento controlado por substancias recompensadoras naturais,
sugerindo mecanismos comuns, mas isSSO nao prova que Os

comportamentos sejam idénticos (WISE, 1987).

O estudo da frustragao teve inicio nos anos 50 com Amssel e Roussel
(1952) analisando o entdo chamado efeito da omisséo de reforco (EOR) e
observaram que apoés cessarem o estimulo reforgador os animais tinham um
aumento na resposta instrumental que poderia estar relacionada a uma
reacao emocional como a frustracdo (AMSEL; ROUSSEL, 1952). Os
resultados do teste de frustragdo demonstraram que o tratamento com a
vitamina D foi capaz de diminuir os efeitos da frustracdo. Os animais dos
grupos que receberam tratamento com vitamina D demoraram mais para
explorar o comedouro, passaram menos tempo comendo e tiveram menos
entradas na regido do comedouro, isso sugere que esses animais tiveram
uma diminuicdo da resposta instrumental depois do EOR, apresentaram
menos o0 comportamento de cavar em busca do alimento palatavel,

demonstrando uma maior adaptabilidade a falta do alimento heddnico.
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Os resultados da imunohistoquimica para diferenciagdo celular
mostraram que a vitamina D aumentou o numero de neuroblastos no giro
denteado hipocampal nos animais expostos ao alcool e ao estresse. Efeitos
semelhantes foram observados no trabalho de Morello e colaboradores
(2018) em que a vitamina D aumentou a proliferagao e diferenciagao celular
em um modelo da doenga de Alzheimer, o que pode justificar os efeitos no
aumento da diferenciagao neuronal com o tratamento da vitamina D. Shirazi
e colaboradores (2015) também mostraram que a vitamina D aumenta a
diferenciagao neuronal in vitro (SHIRAZI et al., 2015). Esse resultado esta
de acordo com o trabalho de McGrath e colaboradores (2004) (MCGRATH
et al., 2004) que encontraram aumento da proliferacdo celular em filhotes
depletados de vitamina D. O que pode ser explicado pelo fato de que a
vitamina D tem propriedades pro-diferenciagao celular portanto na auséncia
de vitamina D as células continuam proliferando mas nao se diferenciam em

neurdnios (DELUCA; KRISINGER; DARWISH, 1990).

Neurbnios mais diferenciados estdo envolvidos em processos de
sinaptogénese, formando redes neurais mais eficientes. Estudos prévios
mostraram que a suplementacédo de vitamina D demonstrou regular genes
envolvidos na plasticidade sinaptica, como a sinaptojanina 1 e sinaptogmina
2 e a proteina quinase dependente de calcio/calmodulina Ild (CaMlid)
(LATIMER et al., 2014). Além disso, também esta envolvida com o aumento
de neurotransmissores importantes para a sinaptogénese, como dopamina,

serotonina e glutamato ( MAYNE; BURNE, 2019).

No nosso trabalho, os animais que foram expostos ao alcool e a SM

per si e combinados foram os que apresentaram diminui¢gao da neurogénese
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adulta. A literatura apresenta alguns estudos controversos sobre o aumento
ou diminuicado da neurogénese em animais expostos ao alcool durante o
desenvolvimento. Alguns fatores podem explicar essas diferengas, como o
modelo animal, a dose de alcool e do periodo de exposicao. O estudo de Gil-
Mohapel (2011) mostrou que os animais expostos ao alcool no terceiro
trimestre equivalente, apresentavam uma desregulacdo no processo
neurogénico, com maior proliferagao de neurénios imaturos (GIL-MOHAPEL
etal.,2011). Além, disso, a neurogénese foi afetada somente a longo prazo,
em animais idosos, sendo preservada nos animais jovens (GIL-MOHAPEL

et al.,, 2014).

A exposicdo ao alcool, ao estresse e a combinagao dos dois no
terceiro trimestre equivalente aumentou o processo de ramificagao
dendritica dos neurdnios do hipocampo, resultando em uma maturagdo em
um periodo inapropriado, o que pode levar a efeitos negativos a longo prazo.
O tratamento com a vitamina D reverteu esse processo. Na perspectiva
evolutiva é util amadurecer mais cedo se vocé vive em um ambiente
estressante. Resultado similar foi visualizado no trabalho de Bath e
colaboradores (2016) em que o estresse no inicio da vida modificou o
processo de neurodesenvolvimento e acelerou o processo de maturagao
neuronal. No trabalho de Sambo e colaboradores (2022) foi visto que a
exposigao precoce ao alcool regula negativamente a sinalizagdo da Wnt, que
em processos saudaveis promove a proliferacao e inibe a diferenciacao nos
estagios iniciais de desenvolvimento. Diante disso, a regulagao negativa de
Wnt pode ter resultado na maturagédo neuronal prematura dos neurdénios

(SAMBO et al., 2022). No nosso trabalho, a vitamina D foi capaz de reverter
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a maturagao precoce dos neurbnios fazendo com que todas as interferéncias

(alcool, estresse e a combinagao) tenham o mesmo padrao do controle.
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8 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, se pode concluir que a vitamina D
apresentou uma reversao parcial do comportamento aneddnico apresentado pelos
animais expostos ao alcool no terceiro trimestre equivalente e diminuiu a frustragcéao
ap6s EOR. Além disso, a vitamina D aumentou a diferenciagao neuronal no periodo
equivalente a adolescéncia nos animais expostos ao alcool e estresse no inicio da
vida ao mesmo tempo que reverteu a maturagao precoce dos neurdnios granulares

hipocampais.
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