ARTIGO ORIGINAL
| Bras Patol Med Lab s v. 44 ¢ n. 1 ¢ p. 59-64 s fevereiro 2008 ORIGINAL ARTICLE

Efeitos da exposicao pré-natal e pos-natal ao etanol L e
Aceito para publicagdo em 10/12/07

no cortex cerebral de ratos: um estudo do neuropilo Pt cn 20208

Effects of prenatal and postnatal ethanol exposure in the cerebral cortex of rats: a study of neuropil

Marcio Sousa Jeronimo'; Nicodemos Teles de Pontes Filho? Mario Ribeiro de Melo Jinior?

resumo

Etanol Introdugdo: Exposicéo pré-natal ao etanol é freqlientemente associada a microcefalia e atraso na migracéo
celular. O mecanismo pelo qual o etanol induz seus efeitos no desenvolvimento do sistema nervoso ndo
€ muito bem entendido. Objetivos: Avaliar o efeito da exposicdo cronica ao etanol sobre o cortex visual
de ratos durante seu desenvolvimento. Material e método: Ratos Wistar provenientes do acasalamento
Sindrome do alcoolismo | de 30 fémeas, divididos nos grupos etanol (n = 10) — 3 g/kg/dia — e controle (n = 10), foram utilizados
nesse experimento. Os ratos foram perfundidos e o encéfalo, dividido em trés partes: anterior, médio e
posterior. Os cortes obtidos do fragmento posterior foram expostos a rotina histolgica e submetidos
a diferentes técnicas de coloragdo. Na andlise estatistica foi utilizado o teste t para comparar os pesos
encefélicos e corporais. Considerou-se como nivel de rejeicdo de hipdtese nula um valor de p < 0,05.
Resultado: Houve reducéo de peso cerebral em diferentes periodos analisados, além de ectopia e heterotopia
neuronal. Ndo se observou deposicéo de fibras. Discussdo/conclusdo: O etanol atua de maneira negativa
no desenvolvimento dos ratos, incluindo alteracdes na migragdo neuronal e microcefalia. Essas alteracdes
podem ajudar a explicar as disfungdes relatadas na sindrome do alcoolismo fetal (SAF).
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abstract IIPSI"Y"N

Background: Prenatal exposure to ethanol is frequently associated with microencephaly and delayed cell | Ethanol

migration. The mechanism by which ethanol affects the development of the nervous system is still not fully
understood. Objective: To evaluate the effect of chronic exposure to ethanol on the visual cortex of rats
during their development. Material and method: Wistar rats, born from the mating of 30 females, were
divided into two groups: those exposed to ethanol (n = 10) — 3 g/kg/day - and a control group (n = 10). | Fetal alcohol syndrome
The rats were perfused and brain was divided into three parts: anterior, middle and posterior. Slices taken
from the posterior fragment were subjected to histological analysis routine and different staining techniques.

Neuropil

Development

(FAS)

A statistical analysis was carried out using t test to compare brain and body weight. A value < 0,05 was
considered a rejection of null hypothesis. Result: There was a reduction of brain weight in different analyzed
periods. There were no fiber deposits. Ectopia and neuronal heterotopia were observed. Discussion/conclusion:
Ethanol has a negative effect on the development of rats, including alterations in neuronal migration and
microencephaly. These alterations may help to explain some of the dysfunctions reported in patients with
fetal alcohol syndrome (FAS).
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Introducao

Nenhuma outra substéncia é objeto téo freqliente de in-
vestigacao cientifica como o etanol, para o estudo tanto do
seu efeito sobre o organismo humano quanto dos distdrbios
funcionais a ele associados. Tal interesse é justificado pela
multiplicidade de a¢Ges toxicas sobre 6rgéos e tecidos que
desencadeiam mecanismos lesionais associados a diferentes
patologias‘® 1.

Varios trabalhos demonstram as acdes nocivas do alcool
nas etapas do processo de diferenciacao celular, observan-
do-se bloqueio de receptores para neurotransmissores®:
13 interferéncia no processo de mielinizagdo®> 3V e na
formacdo e modelamento do axdnio e dendrito®®. Porém
o estudo do neurdpilo é praticamente ignorado.

O etanol, que é uma molécula simples, é rapidamente
absorvido pelo trato gastrintestinal, sendo menos de 10%
eliminados pelos pulmdes e rins e o restante oxidado pelo
corpo. Por ser hidrossoltvel, distribui-se praticamente por
todos os tecidos intra e extracelularmente, variando apenas
de acordo com a composicdo quimica desses®. Por ter
pequeno peso molecular, o etanol cruza livremente a bar-
reira placentaria, atingindo concentracdes sangtiineas mais
elevadas no feto do que na mae®. O efeito toxico no feto é,
portanto, muito mais exacerbado, uma vez que sua funcao
hepatica ainda ndo esta totalmente desenvolvida®.

Objetivos

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da exposicao ao etanol sobre a morfo-
metria e a citoarquitetura do cortex visual de ratos durante
o desenvolvimento cerebral por meio da histoquimica do
neurdpilo.

Objetivos especificos
* Realizar analise morfométrica comparativa medindo-se:

— peso encefélico e macroscopia do cérebro dos filhotes das
ratas expostas ao etanol no periodo gestacional.

* Descrever as alteracGes histoldgicas do neurdpilo do cortex
visual, avaliando-se:

— disfuncdo migracional dos neurdnios;
- distribuicdo das fibras de colageno;
— arranjo das fibras eldsticas;

- expressdo dos glicosaminoglicanos (GAGs).

Material e métodos

Animais

Foram utilizados 20 ratos machos jovens (40 dias), da
linhagem Wistar, provenientes do acasalamento de 30
fémeas adultas sem parentesco, matrizes com 120 dias de
vida e peso médio de 235 g.

Os animais, oriundos da col6nia do Biotério do De-
partamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da SaGde
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), foram
mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas,
com temperatura de 23 + 1°C, com sistema de exaustdo,
em gaiolas plasticas com grades metélicas (33 x 40 x 17
cm) e com oferta de aqua filtrada ad libitum durante todo
0 experimento.

Acasalamento

Para o acasalamento foram colocadas em cada gaiola
trés fémeas e um macho. A prenhez era confirmada pela
identificacdo de células descamativas, muco gestacional
e espermatozéides ao exame microscopico da secrecdo
vaginal diluida em solug@o salina morna (microscépio Zeiss
Standard 25,10x). Esse exame era executado diariamente
por até trés dias, no periodo matinal. Diante da negatividade
do teste as fémeas eram mantidas em repouso por trés dias,
reiniciando-se o acasalamento com outro macho.

Confirmada a prenhez, as matrizes foram separadas de
acordo com o protocolo experimental, no méximo duas
por gaiola, e ali mantidas até o 18° dia de gestacéo. A partir
deste periodo foram transferidas para gaiolas individuais até
o final do aleitamento (25° dia de vida dos filhotes).

No periodo compreendido entre o primeiro dia de
prenhez e o Gltimo do aleitamento, as matrizes receberam
racdo comercial para animais de experimentacao (Labina®)
e foram submetidas a dois tratamentos: administracéo diaria
de dgua filtrada e de etanol por gavagem, sempre entre as
7e 9 horas da manha.

Os filhotes das matrizes assim tratadas originaram os
dois grupos experimentais desse trabalho:
e grupo controle (C): constituido por ratos (n = 10) cujas
maes (n = 15) receberam 3,8 ml de dgua filtrada;
¢ grupo etanol (E): constituido por ratos (n = 10) originarios
de mées (n = 15) que receberam etanol (3g/kg/dia).

A dose de etanol escolhida seguiu a concentragdo pro-
posta por Ferreira et al.('?.
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No terceiro dia apds o parto, executou-se a sexagem,
excluindo-se as fémeas devido a conhecida influéncia
dos hormoénios sexuais femininos no metabolismo do
alcool?. Os filhotes machos de cada grupo experimental,
gerados por diferentes matrizes, foram misturados entre
si e mantidos em ninhadas de quatro a seis animais. Esses
procedimentos foram adotados no intuito de eliminar a
formacdo de grupos contendo apenas filhotes irmdos e
de uma Unica mée, excluindo-se a possibilidade de os re-
sultados obtidos serem influenciados pela suscetibilidade
individual. A padronizacdo do tamanho da ninhada teve
como objetivo eliminar a desnutricdo induzida por grandes
ninhadas durante a lactacdo".

As matrizes do grupo etanol (E) continuaram a receber
alcool no periodo de aleitamento, que foi até o 25° dia
de vida.

Apbs o desmame os filhotes foram mantidos com a dieta
padréo até o dia da perfusao.

Perfusido e microtomia

No dia da perfuséo o peso encefalico foi aferido apds a
retirada do cérebro da caixa craniana e excluséo do bulbo
olfatério, do nervos cranianos e do cerebelo, empregando-
se balanca analitica (Zeiss, modelo Sartorius).

Aos 40 dias de vida os filhotes foram pesados e anestesia-
dos, por via intraperitoneal, com solucdo aquosa contendo
uma mistura de uretana a 10% (1 g/kg) e cloralose a 0,4%
(40 mg/kg), de acordo com o peso corporal. Para a exe-
cucdo da perfusdo procedeu-se a ampla abertura do térax
para exposicdo do coracdo. Apés a injecdo de 0,1 ml de
heparina (Liquemine®) no ventriculo esquerdo, para evitar a
coagulacdo sangiiinea, introduziu-se na mesma regiéo uma
canula de polietileno (por onde foram injetadas as solucdes
de perfuséo) e, concomitantemente, fez-se a abertura do atrio
direito. Dessa forma, tanto o sangue quanto as solucdes de
perfusdo eram eliminadas por aquela abertura. Apés o blo-
queio da artéria aorta abdominal com uma pin¢a hemostética
procedeu-se a perfusao com o auxilio de um compressor com
pressao regulada em torno de 90 mmHg. Para a remocéao do
sangue e manutencdo da integridade tecidual injetou-se, por
meio de uma canula, um volume de 100 a 150 ml de uma
solucdo tampdo salina de fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,2-7,4,
contendo 0,9% por volume de NaCl. A seguir perfundiram-se
150 a 300 ml de formaldeido a 10% diluido em PBS a 0,9%,
controlando-se a fixacdo do tecido pelo volume inoculado
e a rigidez do pescoco e dos membros superiores. Apds a
retirada do cérebro, o mesmo foi colocado em formalina a
10% tamponada até a microtomia.

No momento anterior a microtomia, o encéfalo foi
dividido em trés partes, mediante dois cortes coronais,
utilizando-se navalha para microtomia e uma lupa estereos-
c6pica com ocular milimétrica (Olympus, modelo TGHM),
obtendo-se trés fragmentos que foram denominados pos-
terior, médio e anterior.

Procedimento histoquimico

O fragmento posterior correspondia a regido encefélica
posterior, indo da porgao voltada para lambda e para o cere-
belo até 5,5 mm em direcdo a regido anterior do cérebro.

O fragmento médio iniciava-se no bordo da superficie
de corte voltada para o fragmento posterior, indo até outra
superficie de corte distante 4,5mm, também voltada para
a parte anterior do encéfalo.

Finalmente, o fragmento anterior era constituido pelo
segmento iniciado no bordo da superficie de corte voltada
para o fragmento médio e contendo o restante do encéfalo
anterior.

Esse procedimento foi adotado para a obtencdo de
cortes histolégicos coronais seriados do cortex posterior
(fragmento posterior) correspondente a érea visual. Os
fragmentos médio e anterior foram armazenados para
outros estudos.

Os fragmentos de cérebro selecionados foram fixados
num periodo minimo de 48 horas em formalina a 10%
tamponada e, em seguida, emblocados em parafina. A
partir deles foram obtidos cortes histolégicos com 4 um
de espessura por meio de micrétomo horizontal Yamato
Koki (Japdo) e montados em ldminas histoldgicas albumi-
nizadas. Os cortes obtidos foram previamente expostos a
rotina histolégica e submetidos a diferentes técnicas de
coloracdo: hematoxilina-eosina (HE), para observacao das
caracteristicas histolégicas gerais; e tricrdomico de Masson
(TM), écido periddico de Schiff (PAS) e Van Gienson (VG)
para evidenciar, respectivamente, a deposicéo de colageno,
a expressao de GAGs e de fibras elsticas. Todos os protoco-
los experimentais foram desenvolvidos segundo Spicer®”.

Os critérios utilizados na selecdo das ldminas para as
andlises histolégicas foram a integridade do corte, a boa
marcacdo com os respectivos corantes e o reconhecimento
dos limites do cértex, que foi realizado por comparacdo
com um atlas estereotaxico®.

Para a verificacdo da expressdao de GAGs foi realizada
uma comparacdo semiquantitativa das células PAS+ nos
dois grupos experimentais, classificando a coloracdo em
intensa (+++), moderada (++) e fraca (+).
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Para evidenciar a deposicdo de coldgeno (TM) e o
arranjo de fibras elasticas (VG), todas as areas do cortex
visual foram analisadas.

Morfometria e estatistica

Imagens digitais foram capturadas das laminas histol6-
gicas utilizando um sistema de videocadmera acoplado a um
microscépio 6tico (Olympus BH-2), ja utilizado com sucesso
em andlises diagndsticas®". O sistema interativo utiliza o
software Optimas® para o estudo da estatistica e cdmera
digital CCBBN (Samsung) disponivel no Departamento de
Patologia da UFPE. Para anélise estatistica foi utilizado o teste
t para comparar os pesos encefalicos. Em todos os casos
considerou-se como nivel de significdncia para rejeicdo de
hipétese nula um valor de p < 0,05.

Resultados

A anélise do peso encefélico aos 40 dias de vida de-
monstrou haver diferenca significativa (p < 0,05) entre os
dois grupos (Figura 1).

Microscopicamente foi observada uma desorganizacéo
neuronal da citoarquitetura do cértex cerebral do grupo
etanol (Figura 2).

Nao foram observados dep6sitos de fibras de colédgeno
e/ou elasticas na matriz extracelular nos grupos experimen-
tal e controle.

No que diz respeito a densidade do material PAS+, foram
observadas diferencas entre os grupos por meio de anélise
semiquantitativa. A expressdao de GAGs mostrou-se intensa
(+++) em todo o cértex do grupo controle; no grupo etanol,
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Figura 1 - Peso médio do cérebro de ratos mostrando diferenca entre os grupos
etanol e controle

Figura 2 - Organizagtio neuronal do cértex visual de ratos do grupo controle (A) e
irregularidade dos neurdnios do grupo etanol (B) (HE, magnificagéo 100x)

moderada (++) na parte inferior e fraca (+) nas camadas
mais superficiais do cdrtex, e, em alguns casos, apenas com
a presenca de grupo isolados.

Discussao

A microcefalia, tanto no alcoolismo experimental@®
quanto no humano®, ¢ a principal alteracdo encontrada.
Miller e Potempa®, em trabalho semelhante ao nosso, ex-
plicam essa caracteristica em animais com 90 dias de idade
como uma alteragdo decorrente da reducdo da quantidade
e do volume dos neurdnios, que diminuiriam a massa do
cortex cerebral pesado isoladamente.

As moléculas da matriz extracelular (MEC) podem estar
estruturadas em fibras colagenas, reticulares e elsticas ou
sob a forma de um complexo amorfo. Defeitos adquiridos
do colageno decorrem de agressdes que perturbam o
mecanismo pos-transducional de sua sintese®. Varios
estudos® 7 1% 2 demonstram que o etanol pode induzir
a deposicao de colageno em diversos tecidos e érgéos,
porém isso nao foi evidenciado em nosso experimento.
E possivel que o etanol tenha alterado a distribuicso das
fibras de coldgeno e elasticas, mas nossa técnica de marca-
¢éo para essas fibras restringiu-se a analise por microscopia
6tica; como no cértex do SNC normal a quantidade delas
€ minima> e s6 observada por microscopia eletronica,
acreditamos que se note alguma alteracdo utilizando-se
essa técnica ou outras mais especificas de imuno-histo-
quimica@.

Segundo Champe e Harvey®, os GAGs, uma classe de
compostos antigamente denominados mucopolissacarideos
acidos®?, estabilizam e sustentam os componentes celula-
res e fibrosos do tecido - j& que geralmente se associam
a proteoglicanos, formando grandes complexos na matriz
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extracelular, e por vezes a proteinas fibrosas da matriz,
como o coladgeno®. Além disso, como componentes es-
senciais daquela, desempenham uma funcéo importante na
mediacdo das interacdes intercelulares®®. Assim, qualquer
alteracdo na sua sintese pode prejudicar a migracdo celular,
promovendo uma distribuicdo “desorganizada”, como a
observada no grupo etanol. A marcacdo PAS+ evidencia que
os neurdnios mais externos do cértex sofreram efeito maior
do élcool e tiveram sua migracdo mais comprometida que
os neurdnios das camadas internas, gerados posteriormente
e com menor tempo de exposicdo ao etanol.

Conclusao

Com relagdo ao efeito do etanol no desenvolvimento do
cérebro de ratos podemos concluir que o nosso protocolo
confirma os principais achados publicados na literatura,
como microcefalia, com reducédo significativa da massa
cerebral, e disfuncdo migracional dos neurénios, justificada
aqui pela diminuicédo da expressédo de GAGs no neurdpilo
do grupo etanol. Também constatamos que, ao contrério
do que ocorre em outros tecidos e 6rgados, na matriz extra-
celular do cérebro o alcool ndo tem a capacidade de induzir
a deposicado de fibras de colageno e elasticas.
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