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APRESENTACAO

A presente secdo tem como objetivo apresentar o tema central e os
capitulos que compdem essa tese, com o intuito de facilitar a leitura e
compreensao por parte da banca examinadora e daqueles que se interessarem

por este trabalho.

A tese trata dos efeitos da administracdo pré-natal ao alcool e a
importincia da avaliacdo de parametros gliais envolvidos durante o
desenvolvimento. Devido a complexidade dos efeitos fetais que podem ser
ocasionados por diferentes doses de alcool, compreender melhor os mecanismos
e alvos moleculares envolvidos sao de interesse médico, econ6mico e social.
Assim, a investigacao da participa¢do de células gliais nesses efeitos fazem parte

da decoberta de novas estratégias de tratamento.

Esta tese encontra-se dividida em trés partes. A parte | refere-se a
introducdo do trabalho dando énfase nos efeitos do etanol quando administrado
durante o periodo gestacional, buscando mostrar a importancia de estudar
parametros gliais que possam estar envolvidos nos prejuizos da toxicidade do

etanol durante o desenvolvimento fetal.

Na Parte II encontram-se os resultados obtidos divididos em dois
capitulos compostos por um artigo cientifico cada um: o artigo 1, intitulado
“Moderate prenatal alcohol exposure alters behavior and neuroglial parameters in
adolescent rats”, foi publicado no periddico Behavioural Brain Research e o artigo
2, intitulado “Prenatal exposure to moderate levels of ethanol can have long-
lasting effects on hippocampal glutamate uptake in adolescent affspring”

encontra-se em prepara¢ao para submissao.

Na Parte III desta tese consta a discussdao geral dos resultados,
consideragoes finais, conclusdes, perspectivas futuras e as referéncias

bibliograficas.
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Resumo

Durante o desenvolvimento fetal, o sistema nervoso central (SNC)
apresenta-se mais vulneravel aos efeitos téxicos do etanol. Sabe-se que a
exposicao pré-natal sob altas doses de alcool aumenta a propensao de sindromes
fetais. No entanto, muitas gestantes optam por manter o “beber social”, mesmo
que estudos mostrem que doses moderadas de etanol na fase do
desenvolvimento possa causar danos ao SNC associados a transtornos
cognitivos, sociais e neuroquimicos. O objetivo desta tese é avaliar parametros
astrogliais e comportamentais no periodo da adolescéncia em fatias hipocampais
de ratos Wistar machos submetidos a um modelo animal de exposicao pré e pos-
natal sob doses moderadas de etanol. O modelo animal utilizou cerveja sem
alcool para administracdo por via oral de etanol. As ratas foram expostas ao
tratamento durante toda a gestagdo até o final do desmame. Ratas prenhas foram
divididas em trés grupos de tratamento: apenas agua (grupo controle), cerveja
sem alcool (grupo veiculo) ou cerveja sem alcool adicionado de 10%v.v. etanol
(MPAE group - moderate prenatal alcohol exposure). Filhotes adolescentes
machos foram submetidos a tarefa de esquiva discriminativa passiva com o
objetivo de avaliar o comportamento de aprendizado/memoria e de ansiedade.
No dia po6s-natal 30 (DPN 30) o hipocampo foi dissecado e fatias foram obtidas
para a imunoquantificacao de GFAP, NeuN, S100B, receptores NMDA e para os
transportadores gliais de glutamato, EAAT1 e EAAT2. O ensaio para dosagem da
captacao de glutamato, bem como o conteudo de glutationa (GSH) também foram
realizados. Os filhotes do grupo MPAE apresentaram comportamento do tipo
ansiolitico, mesmo tendo aprendido a evitar o braco aversivo. Observamos neste
grupo uma diminuicdo da captagdo de glutamato, que parece ser dose-
dependente, além de alteracdes na quantificacdo dos receptores NMDA e dos
transportadores de glutamato EAAT1 e EAAT2, que podem ter contribuido para
os efeitos comportamentais encontrados. Os niveis da proteina S100B estavam
claramente elevados no liquido cefalorraquidiano apenas no grupo MPAE e
alteracbes na expressao de GFAP também foram evidenciadas neste grupo.
Contudo, este trabalho mostra que mesmo doses moderadas de etanol,
administradas durante o periodo do desenvolvimento fetal, podem interferir no
comportamento de risco associado a diminuicdo da ansiedade, visto na fase da
adolescéncia. Além disso, os resultados ressaltam uma maior vulnerabilidade do
sistema glutamatérgico a toxicidade do etanol, bem como da possibilidade das
células da glia participarem de uma resposta de ativacdo e reparo apds o
tratamento pré-natal com etanol.
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Abstract

The central nervous system (CNS) is more vulnerable to ethanol effects
during fetal development. It is known that high doses of prenatal ethanol
exposure increases the probability of fetal alcohol syndromes. Women have
chosen to continue drinking socially despite being pregnant, even with studies
demonstrating that moderate doses of ethanol during development can impact
the CNS leading to cogitive, social and neurochemical impairments. The aim of
this thesis is evaluate glial and behavior parameters during adolescence period
on hippocampal slices of male Wistar rats submitted to an animal model of
prenatal and postnatal ethanol exposure under moderate dose. An animal model
of oral self-adminsitration of etanol through a non-alcoholic beer was performed
during the role gestation period until weaning. The pregnant rats were divided
in three treatment groups: only water (control group), non-alcoholic beer
(vehicle group) or non-alcoholic beer with 10% v.v. added (MPAE group -
moderate prenatal alcohol exposure). Adolescent male offspring were subjected
to the discriminative passive avoidance task to evaluate the learning/memory
and anxiety-like behavior. On postnatal day 30 (PND 30) hippocampi were
dissected and slices were obtained for immunoquantification of GFAP, NeuN,
S100B, NMDA receptors and for glial glutamate transporters, EAAT1 and EAAT2.
In addition, we measured the glutamate uptake, as well as the GSH content.
Offspring from MPAE group presented an anxiolytic-like behavior, even though
they had learned how to avoid the aversive arm. We observed a decrease in
glutamate uptake, that seems to be dose-dependent, and alterations in the
quantification of glutamate NMDA receptors and EAAT1 and EAAT2
transporters, that could contribute to the behavior findings. The S100B protein
levels were clearly increased in the cerebrospinalfluid only for MPAE group and
alterations in GFAP expression were also seen for this group. Nevertheless, this
thesis shows that even moderate ethanol doses administred during fetal
development can impact the rink taking behavior associated to reducement in
anxiety, common seen during adolescence. Moreover, the results highligh a
vulnerability of glutamate system associated to etanol toxicity, as well as the
possibility of glial cells are involved in an activated and repair response after
prenatal etanol treatment.
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1 Introdugao

1.1 Exposicdo Pré-natal ao Alcool

A exposicdo pré-natal ao alcool aumenta a propensdo de sindromes fetais
(fetal alcohol spectrum disorders - FASDs) (Abel, 1984; Streissguth et al., 1991;
Guerri & Pascual, 2010) que vem tornando-se, cada vez mais, um problema de
saude publica, tanto em paises desenvolvidos como em paises subdesenvolvidos
(Valenzuela et al., 2012). A sindrome mais severa é a sindrome alcodlica fetal
(SAF), identificada por uma série de caracteristicas fisicas e intelectuais,
incluindo retardo de crescimento intra e extrauterino, retardo mental ou baixo
coeficiente de inteligéncia (QI), dismorfismo facial e déficits comportamentais
(Little & Wendt, 1991; Bell et al,, 2014). Este quadro é frequentemente associado
com consumo exagerado de alcool, chamado de consumo do tipo binge, em que a
concentracdo de alcool no sangue é maior que 0.12 g/dl (equivalente a mais de
4-doses/hora) (Valenzuela et al., 2012). Estudos mostram que aproximadamente
50% das mulheres reportam consumir alcool logo antes do reconhecimento da
gravidez (Floyd et al., 1999; Grant et al., 2009; Hamilton et al., 2010) e 18%
continuam a consumir mesmo apoés o reconhecimento da gravidez (Peadon et al,,
2011; Walker et al,, 2011). No entanto, essas taxas variam muito de um pais para
outro; na Australia cerca de 81% das mulheres reportaram consumir alguma

quantidade de alcool durante a gestacao (Walker et al.,, 2011).

O sistema nervoso central (SNC) é vulneravel aos efeitos toxicos do

etanol, especialmente no periodo do desenvolvimento fetal. As consequéncias

12



negativas ndo estao limitadas apenas as altas doses de alcool durante a exposicdo
pré-natal (Hamilton et al, 2010), visto que doses moderadas podem causar
danos cerebrais associados a transtornos cognitivos, sociais e neuroquimicos
apresentados logo na infancia e na adolescéncia (Savage et al.,, 2002; Guerri &
Pascual, 2010; Eckardt et al.,, 1998). Embora seja amplamente aceito na literatura
cientifica que doses elevadas de etanol associam-se a efeitos duradouros e
prejudiciais no desenvolvimento cerebral dos descendentes, o caso para
exposicao moderada ainda é discutivel (Valenzuela et al., 2012; Brady et al,
2013; Sanchez Vega et al,, 2013). No entanto, estudos tem mostrado que doses
moderadas de etanol durante o periodo gestacional tem aumentado a incidéncia
de abortos espontaneos e o risco para transtornos comportamentais na infancia
e na adolescéncia (Blume, 1985; Sanchez Vega et al., 2013; Zuccolo et al.,, 2013),
sendo o transtorno de déficit de atencao e hiperatividade (TDAH) a doenga

psiquiatrica mais frequentemente diagnosticada (Fryer et al., 2007).

O desenvolvimento cerebral ocorre com uma série de eventos
progressivos e regressivos, todos estes regulados pelo ambiente e interagdes
celulares (Tsuji et al., 2008; Chen et al., 2003). Enquanto a forma¢dao do SNC
ocorre logo no periodo de embriogénese, o desenvolvimento continua
acontecendo até a fase da adolescéncia. E importante lembrar que existe um
periodo do desenvolvimento encefalico em que o SNC é extremamente sensivel a
estimulos e substdncias quimicas exdgenas, esse periodo é chamado de pico do
desenvolvimento encefalico (brain growth spurt) (Levitt, 1998; Dobbing & Sands,
1979). Eventos como a proliferacao de células gliais, e desenvolvimento de

axonios e dendritos, incluindo a sinaptogénese, ocorrem nesse periodo (Dobbing
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& Sands, 1979). Em roedores, esses eventos geralmente ocorrem durante os dias
pos-natal (DPN) 4-10, equivalente em humanos ao terceiro trimestre gestacional
(Bayer et al.,, 1993). Outro periodo critico é o de proliferacdo e migracao celular,
que ocorre em humanos entre a 72 e a 202 semana de gestacao (Suzuki, 2007) e
em ratos do dia gestacional (DG) 12-21 (Guerri & Pascual, 2010). Logo, a
exposicao de filhotes ao alcool durante esses periodos criticos do
desenvolvimento pode levar a efeitos prejudiciais ao desenvolvimento do SNC
(Diaz & Samson, 1980), incluindo efeitos comportamentais, como déficits de
atencdo, memoria e aprendizagem, transtornos de ansiedade e de humor
(Thomas et al., 2000; Dobson et al., 2012; Sood et al., 2001; Burger et al., 2011),
além de danos fisicos, como microcefalia (Ikonomidou et al., 2000; Tsuji et al,,

2008).

7

O etanol é considerado uma substidncia neurotdxica, com efeitos
metabolicos e teratogénicos (de la Monte & Kril, 2014), sendo capaz de
prejudicar diretamente diferentes canais i0nicos, receptores e enzimas, além de
alterar a atividade glutamatérgica e gabaérgica (Chen et al., 1997; Smith et al,,
2014). Esses efeitos contribuem para mudancas na funcionalidade e na
plasticidade sinaptica do SNC em desenvolvimento (Vengeliene et al., 2008;
Zorumski et al, 2014). No entanto, o etanol induz toxicidade por mecanismos
ainda ndo totalmente conhecidos. Dentre as areas cerebrais mais vulneraveis aos
seus efeitos, o hipocampo em desenvolvimento é uma das regides mais
prejudicadas (Guerri & Pascual, 2010). Entretanto, os efeitos e mecanismos pelos

quais o etanol pode prejudicar o desenvolvimento cerebral estdo intimamente
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correlacionados ao tempo de exposicdo, ao padrao de consumo (agudo ou

cronico) e aos fatores genéticos envolvidos (Goodlett et al., 2005)

1.2 Modelo animal de exposi¢ao ao etanol

Sabe-se que ratos que consomem alcool tanto de forma aguda quanto de
forma cronica, apresentam alteracdes comportamentais similares as observadas
em humanos, como a diminuicao da ansiedade e da coordena¢do motora, além de
apresentarem sinais caracteristicos da abstinéncia, como a diminuicdo de
interacdo social (Gallate et al,, 2003; Hargreaves et al., 2011). A escolha pelo
modelo de exposicdo pré-natal ao alcool utilizando a cerveja sem alcool como
veiculo apresenta algumas vantagens em relacao aos demais modelos, como por
exemplo, a palatabilidade, a via de administracdo sem causar estresse para o
animal e o facil acesso de consumo, além do modelo ser econdmico e sob o
paradigma de livre-escolha, ou seja, o animal tem disponivel tanto agua como

cerveja sem alcool (Samson etal., 1996).

Existem diferentes paradigmas experimentais utilizando roedores para
estudar os efeitos do etanol no SNC. De maneira geral, algumas variaveis devem
ser previamente definidas e controladas no delineamento de um modelo de
exposicao pré-natal a fim de evitar fatores confundidores. A espécie do animal, a
via de administracdo, a dose, o tempo de exposicdo, a farmacocinética da
substancia e os fatores de cuidado nutricional materno sdo de fundamental

importancia para um delineamento correto do estudo (Levitt, 1998).
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Os estudos mais recentes que administram doses moderadas de etanol
tem utilizado paradigmas de exposicao que permitem acessar os efeitos do
etanol em diferentes regides encefalicas com o minimo de estresse para o animal.
Caixas operantes com etanol vaporizado (Vendruscolo & Roberts, 2013), dieta
liquida (Helfer et al., 2014; Worrall et al,, 2000), gavagem (Brocardo et al., 2011)
e o consumo oral de etanol através de um veiculo (agua, agua doce ou cerveja
sem alcool) (Hargreaves et al., 2011; Gallate et al., 2003; Garth A Hargreaves et
al, 2009) tem sido os modelos de escolha para administracdo de etanol sob

doses moderadas.

Lancaster e colaboradores observaram que ratas fémeas consomem
cerveja sem alcool em maiores quantidades que os machos, mostrando que elas
preferem cerveja sem alcool a agua (Lancaster & Spiegel, 1989; Lancaster &
Spiegel, 1992). Entretanto, quando os animais foram expostos simultaneamente
a cerveja com alcool (5% de teor alcodlico) e a cerveja sem alcool, num
paradigma de livre escolha, eles preferiram a cerveja sem alcool, ingerindo-a em
maiores quantidades. Esse estudo sugere que a palatabilidade e a concentragdo
alcoodlica sdo fatores importantes a serem considerados quando se utiliza um

modelo de administracdo oral e de livre escolha (Samson et al., 1996).

1.3 Etanol e aglia

Embora os neur6nios sejam o principal alvo nos mecanismos envolvidos
nos efeitos do etanol, estas células ndo sdo as Uinicas no comando da sustentagdo
e regulacdo da neurotransmissdo (Araque et al, 1999). As células gliais,

especialmente os astrdcitos, apresentam um papel essencial na regulagdo da
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neurotransmissdo glutamatérgica e gabaérgica, no metabolismo de
neurotransmissores, no suprimento de substratos energéticos para a
transmissdo sinaptica (Miguel-Hidalgo, 2009) e no desenvolvimento do SNC
(Guerri & Renau-Piqueras, 1997).

Dentre as estruturas mais afetadas pelo etanol destacam-se as disfungoes
no cortex pré-frontal, no hipocampo, no nicleo acumbens e na area tegmental
ventral (Guerri & Renau-Piqueras, 1997). O alcoolismo tem sido associado com
varias anormalidades encefalicas-gliais, incluindo déficit na neurotransmissao
glutamatérgica, cuja modulacdo extracelular é feita essencialmente pelos
astrécitos (Smith et al.,, 2014). Estudos clinicos e experimentais mostram que a
exposicao ao etanol durante a embriogénese é capaz de reduzir o contetdo de
glia radial, e, assim, interferir na sua transformacdo em astrocitos maduros
(Rubert et al., 2006).

O etanol é capaz de afetar diretamente algumas func¢des gliais (Guerri &
Renau-Piqueras, 1997; Guerri & Pascual, 2010), interferindo na morfologia
(Guerri, 1998) e nos processos do desenvolvimento, como no suporte de
substancias troficas para e a modulacao e formacao de sinapses maduras
(Pascual & Guerri, 2007). Os efeitos da exposicao pré-natal ao alcool em células
neuronais sdo bem descritos na literatura, principalmente com doses elevadas de
etanol, mostrando tanto prejuizo funcional como morte neuronal (Goodlett &
Lundahl, 1996; Ikonomidou et al., 2000). Ja nas células gliais, sabe-se que o efeito
agudo e concentracdo elevada de etanol no sangue interferem diretamente no
desenvolvimento (Guerri & Renau-Piqueras, 1997; Burger et al, 2011). No

entanto, ainda pouco se sabe sobre os efeitos do etanol na glia apds exposicdo
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sob doses moderadas durante o periodo pré-natal (Aronne et al,, 2011; Uban et

al, 2010).

1.3.1 Astrocitos

As células neuronais e gliais basicamente constituem o SNC. As células
gliais sao subdivididas em micrdglia, células fagociticas envolvidas na resposta
inflamatéria; macroglia, composta por oligodendrécitos, formadores da mielina;
células ependimais, que revestem os ventriculos cerebrais; e astrocitos (Perea &
Araque, 2010). Os astrocitos podem ser classificados em dois subtipos
principais: astrécitos protoplasmaticos, encontrados em maior concentragdo na
substancia cinzenta, e astrocitos fibrosos, localizados principalmente na
substancia branca cerebral. Existem ainda astrécitos especializados, encontrados
em estruturas especificas, como a glia de Bergmann no cerebelo, as células de
Miiller na retina e os pituicitos na neurohipdfise (Kimelberg & Norenberg, 1989).

Em 1895, Santiago Ramoény Cajal prop06s que os astrdcitos eram as
principais células gliais e que seus processos atuavam ativamente nas sinapses
facilitando a comunicacdo neuronio-glia (Garcia-Marin et al.,, 2007). Hoje, mais
de um século depois, sabe-se que ele estava certo, os astrdcitos apresentam
estrutura e fungdes intimamente associados aos neuronios, inclusive, sao
capazes de modular comportamentos (Halassa et al., 2009). Apesar de os
astrocitos serem as células mais abundantes do SNC, somente nas ultimas
décadas chamaram a atencao, ndo apenas como o suporte estrutural para os
neur6nios, mas também passaram a ser reconhecidos por sua capacidade

dinamica, sua plasticidade e sua diversidade funcional (Shao & McCarthy, 1994).
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Os astrocitos participam ativamente da sinapse, mostrando ser um
elemento fundamental na captacao, modulacdo e plasticidade sinaptica (Perea &
Araque, 2010). Regulam a neurogénese e gliogénese, e estabelecem interacoes
reciprocas com outros tipos celulares do SNC, como neuronios, células
endoteliais, oligodendrdcitos, microglia e células ependimais (Horner & Palmer,
2003). Os astrocitos estao organizados de modo que seus dominios ndo se
sobrepdem e apenas suas projecdoes membranosas muito finas fazem contato
com a vizinhanca (Bushong et al., 2002; Halassa & Haydon, 2010). Por exemplo,
na area CA1 do hipocampo os processos astrociticos sdo capazes de participar
em cerca de 40-60% das sinapses (Bernardinelli et al., 2014) e este processo de
cobertura das sinapses parece ser regulado pela atividade sinaptica de maneira
bastante moével e dinamica, permitindo a essas células atuarem em diferentes
funcdes (Haber et al., 2006).

Embora os astrécitos nao sejam células excitaveis, ndo apresentando a
maquinaria necessaria para a geracdo de potencial de acdo, eles exibem
mudancas nas suas propriedades elétricas, como o tamponamento de niveis
extracelulares dos fons (Walz, 1989), que sdo essenciais para a atividade
neuronal (Halassa & Haydon, 2010). Dentre as inumeras fun¢des exercidas pelos
astrécitos pode-se ainda citar a participagdo na formacdo da barreira
hematoencefalica (Abbott et al., 2006), a producao de fatores troéficos (Eriksen &
Druse, 2001), o metabolismo de neurotransmissores (Kimelberg & Katz, 1985) e
o0 suporte energético para os neurdnios (Pellerin, 2005). Além disso, os
astrécitos, juntamente com a microglia, sdo as principais células efetoras de
resposta imune inata no SNC, exibindo um fenoétipo ativado frente a substancias

toxicas e em doencas neurodegenerativas, produzindo diversos mediadores
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inflamatérios (Hauwel et al. , 2005, Wyss-Coray and Mucke, 2002). Logo, ha
varias oportunidades para modificacdo da atividade sinaptica, sugerindo que os
astrécitos podem apresentar uma influéncia potencial em comportamentos
complexos como o refor¢o por recompensa, observados no abuso de substancias
como o etanol (Miguel-Hidalgo, 2009). O etanol é capaz de alterar fungdes
astrociticas, contribuindo tanto para o comportamento de dependéncia como
também na modulagdo da plasticidade sinaptica durante o desenvolvimento

(Zorumski et al., 2014; Brolese et al., 2014).

1.3.2 Proteina S100B

A S100B é uma proteina ligante de calcio, pertencente a familia das
proteinas S100, assim denominadas por serem soluveis em solugcdo 100% de
sulfato de amonia (Moore, 1965). No SNC, os astrocitos sdo responsaveis pela
maior parte da expressdao da proteina S100B, além de serem capazes de
promover a secrecdo dessa proteina de maneira regulada (Gongalves et al,
2008). Essa proteina esta envolvida em diversas tarefas intra e extracelulares
(Donato, 2001; Nardin et al., 2009). Dentre as fung¢des intracelulares destacam-se
a inibicdo da fosforilagdo protéica (Scotto et al., 1998), a regulacao da atividade
enzimatica, a modulacao do citoesqueleto e a regulacdo do crescimento e a
diferenciacdo celular (Sen & Belli, 2007). No meio extracelular, estudos in vitro
mostram que a S100B em concentragdes baixas (picomolar) apresenta efeitos
tréficos, como o crescimento de neuritos (Kligman & Marshak, 1985), o aumento
da sobrevivéncia neuronal apés algum tipo de dano no SNC (Kleindienst & Ross
Bullock, 2006) e a modulacdo da funcao sinaptica, através da captacdo de

glutamato (Tramontina et al., 2006). No entanto, quando em concentra¢des na
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ordem de micromolar, a S100B pode ser tdxica, levando a producdo de 6xido
nitrico (NO) pelos astrécitos vizinhos e microglia (Petrova et al, 2000) e a
ativacdo de cascatas apoptoéticas mediadas pelo receptor de produtos finais de
glicacdo avancada (RAGE), gerando um quadro de disfuncao e morte neuronal
(Van Eldik & Wainwright, 2003).

Sabe-se que a S100B extracelular atua como uma citocina neurotrofica,
podendo ser classificada como marcador de dano cerebral em diferentes
patologias (Gongalves et al., 2008; de Souza et al.,, 2009) como na sindrome de
Down (Netto et al.,, 2005; Sen & Belli, 2007), na doenca de Alzheimer (Li et al,,
2011), na esquizofrenia (Steiner et al., 2014), em transtornos de humor (Mann et
al, 2004) e também em pacientes alcoolistas (Brin et al, 2011). A S100B
apresenta um potencial valor terapéutico, a medida que desempenha o papel de
“biomarcador” perante um dano como na isquemia ou no traumatismo cranio
encefalico (Kleindienst & Ross Bullock, 2006). Essa proteina pode atravessar a
barreira hematoencefalica, sendo que concentracdes basais aumentadas, devido
a lesao cerebral, podem ser determinadas no soro (Marchi et al., 2004). Um
estudo mostrou que pacientes alcoolistas que internaram para o processo de
desintoxicacdo apresentaram niveis aumentados de S100B logo que internam, e
esses niveis reduziram ao longo das semanas durante a abstinéncia (Liappas et
al., 2006; Brin et al,, 2011). Além disso, um estudo feito com ratos expostos ao
etanol mostrou que um tratamento preventivo feito com S100B durante o
desenvolvimento preveniu a reducdo do numero de neuronios serotoninérgicos

por apoptose (Druse et al., 2007; Wedekind et al., 2011).
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1.3.3 Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)

A GFAP é uma proteina de 50 kD expressa exclusivamente em astrocitos
no SNC (Baba et al.,, 1997). E a principal proteina dos filamentos intermediarios,
constituindo o citoesqueleto dos astrécitos maduros (Rutka et al.,, 1997; Gomes
et al,, 1999). Durante a maturagdo do astrocito ocorre uma troca da expressao da
proteina vimentina pela GFAP sendo este um marco do desenvolvimento
(Gomes et al., 1999; Eng et al.,, 2000). E importante na mobilidade e morfologia,
provendo estabilidade estrutural para os processos astrociticos (Eng et al,
2000). Ap6s um processo de dano, trauma, ou um insulto quimico, os astrocitos
tornam-se mais reativos e respondem com aumento rapido da sintese de GFAP,
processo este chamado de astrogliose (Baba et al, 1997; Eng et al, 2000;

Gottfried et al., 1999).

A exposicdo pré-natal ao alcool pode induzir alteragdes na proliferacao e
diferenciacdo dos astrocitos sugerindo que o etanol seja capaz de afetar os
principais precursores dos astrdcitos, a glia radial (Guerri & Renau-Piqueras,
1997; Vallés et al, 1996). In vitro, culturas de astrdcitos sdo profundamente
alteradas pela exposicao cronica ao etanol (Ramos et al., 2002). A exposicdo pré e
pos-natal de filhotes ao etanol, mesmo durante exposi¢cdes breves e sob doses
moderadas, é capaz de alterar a expressio de GFAP e de seu mRNA,
principalmente durante o desenvolvimento do SNC (Fletcher & Shain, 1993;
Guerri & Renau-Piqueras, 1997). No entanto, observa-se que esse efeito pode ser
reversivel apos a fase equivalente ao terceiro trimestre gestacional em ratos
(gliose transiente) (Goodlett et al., 1993) e que diferengas regionais quanto a

vulnerabilidade aos efeitos neurotéxicos do etanol em relacio a GFAP sao
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também observadas (Valenzuela et al,, 2012). Por exemplo, no hipocampo, a
regiao de CA3 é mais vulneravel que CA1l e que o giro denteado (Franke et al,,

1997).

1.3.4 Sistema glutamatérgico

O tecido cerebral apresenta uma notavel habilidade de acumular
glutamato, sendo este o principal neurotransmissor mediador de sinais
excitatérios no SNC de mamiferos (Danbolt, 2001). O glutamato esta envolvido
em muitos aspectos das fun¢des normais cerebrais; incluindo cogni¢cdo, memoria
e aprendizado (Fonnum, 1984), além de também apresentar um papel
importante no desenvolvimento do SNC, incluindo a inducdo e eliminacao de
sinapses, migracao, diferenciacdo e morte celular (Rabacchi et al., 1992; Pearce
et al., 1987). Este neurotransmissor exerce seu papel sinalizador ao ligar-se aos
receptores localizados na superficie da membrana das células (existente tanto
em neur6nios como em astrécitos) (Steinhduser & Gallo, 1996; Hosli & Hosli,
1993), sendo que a sua concentragdo no fluido extracelular é quem determina a
intensidade da estimulacao ao receptor (Danbolt, 2001). Por isso, é de
fundamental importancia que a concentragao de glutamato no meio extracelular
mantenha-se controlada, pois tanto excesso quanto a falta desse
neurotransmissor podem levar ao dano (Zhou & Danbolt, 2014). O aumento de
glutamato extracelular e o excesso de ativacdo dos receptores glutamatérgicos
pode ser toxico para as células, levando a morte neuronal (excitotoxicidade)

(McDonald et al.,, 1998; Olney, 1990).

Considerando a grande quantidade de glutamato existente no SNC (5-15

nmol por Kg dependendo da regido) e a importancia de controlar as
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concentragdes extracelulares, parece 16gico que existam sistemas de mecanismo
de protecdo (Schousboe & Hertz, 1981). Como o glutamato ndo é convertido
quando liberado, o tecido cerebral possui uma alta atividade de captacdo para
proteger-se da toxicidade (Jabaudon et al, 1999). Um dos papeis mais
importantes dos astrécitos € a captacao do glutamato sinaptico extracelular
(McKenna, 2013). Os astrocitos possuem transportadores que utilizam o
gradiente de {ons sddio, potassio e também de hidrogénio como fonte de energia
para esse processo (Levy et al, 1998). Os transportadores EAAT 1 e EAAT 2
(transportadores de aminoacido excitatdrio) (Tanaka, 1993; Pines et al., 1992)
sdo predominantemente expressos em astrdcitos (Danbolt et al., 1992) no
hipocampo, cortex e ganglios da base e tem a funcdo de captar o glutamato para
o meio intracelular (Torp et al,, 1994). O glutamato pode ser metabolizado via

ciclo do acido tricarboxilico e ser utilizado na sintese de proteinas ou ser

convertido em glutamina pelo ciclo glutamato-glutamina (Boulland et al., 2002).

Os receptores ionotropicos de glutamato do tipo AMPA, NMDA e cainato
(Ozawa et al,, 1998) sao ativados rapidamente juntamente com a condutancia de
sodio, potassio e calcio, ao contrario da ativacao dos receptores metabotrdpicos
de glutamato que sao acoplados a proteinas G e respondem mais lentamente
(Steinhduser & Gallo, 1996). Os receptores do tipo NMDA sdo canais
dependentes de voltagem, compostos por uma combinacdo de subunidades (NR1
ou NR2), altamente permeaveis ao calcio e que medeiam a transmissdo

excitatéria (Mayer & Westbrook, 1985).

O alcoolismo tem sido associado a alteragdes funcionais da

neurotransmissao glutamatérgica (Tsai, 1998). O etanol é capaz de interagir com
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varias proteinas importantes para a transmissdo sinaptica, atuando como
antagonista dos receptores NMDA (Lovinger et al., 1990) durante a exposicdo
aguda (Moykkynen & Korpi, 2012) ou aumentando a sua expressao durante a
exposicao cronica e abstinéncia (Kumari & Ticku, 2000; Chen et al., 1997; Follesa
& Ticku, 1996). Durante a exposicdo aguda, a inibicao dos receptores NMDA tem
sido correlacionada com prejuizos comportamnetais envolvendo prejuizo no
processo de memoria e aprendizagem (Silvers et al, 2003) e também a uma

diminuicao da ansiedade (Kotlinska & Bochenski, 2008).

A exposicao aguda ao etanol aumenta a liberacdo de glutamato
(Moykkynen & Korpi, 2012), bem como a atividade astrocitica do transporte do
glutamato (Foley & Rhoads, 1992; Smith et al., 2014). No entanto, ao utilizar um
bloqueador dos transportadores EAAT 2, ocorre um aumento do glutamato
extracelular, aumentando a sinalizacdo glutamatérgica podendo levar a
excitotoxicidade (Smith et al., 2014). Contudo, ainda faltam estudos que mostrem
os efeitos do etanol na captacdo de glutamato e nos receptores NMDA apéds a
exposicao sob doses moderadas de alcool durante o periodo do

desenvolvimento.

A exposicdo pré-natal ao etanol causa um aumento do estresse oxidativo
em varios 0rgaos durante desenvolvimento, inclusive no SNC (Brocardo et al,,
2011). E até mesmo exposicoes breves durante a gravidez podem estar
correlacionadas a alteragdes do estado redox que levam a apoptose e até
teratogénese (Dong et al., 2010). O glutamato também pode ser substrato para a
sintese do tripeptidio glutationa (GSH; L-glutamil-L-cisteinil-glicina), um dos

principais sistemas de defesa antioxidante do SNC (Dringen & Hirrlinger, 2003).
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A GSH é essencial para proliferacao celular e manuten¢do do potencial redox.
Esse sistema é importante para a defesa celular contra espécies reativas de

oxigénio (ERO), a medida que altas concentracdo de GSH protege contra uma

variedade de diferente ERO, reagindo diretamente com radicais em rea¢des nao-

enzimaticas (Cotgreave & Gerdes, 1998).

Glutamina NMDN’\ NMDAR

S100B

S100B

Figura 1 Ilustracdo de uma sinapse tripartite. O glutamato liberado na fenda
sindptica exerce seus efeitos ligando-se aos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. O
glutamato extracelular é captado pelo astrdcito através de transportadores gliais
especificos EAAT1 e EAAT2. O glutamato pode tanto ser convertido em glutamina como
servir para sintese de GSH, uma das principais defesas antioxidantes. O astrdcito ainda
apresenta marcadores especificos, como a S100B, que pode ser secretada e atuar como
um fator tréfico, promovendo a diferenciacdo e crescimento neuronal, e a GFAP, que
constitui o citoesqueleto de astrécitos maduros.
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1.4 Comportamento e Exposi¢ao Pré-natal ao Etanol

A exposicdo pré-natal ao alcool tem sido associada com uma maior
incidéncia de distarbios comportamentais e cognitivos em criancas e
adolescentes (Olson et al., 1998; Sood et al., 2001), incluindo déficit de atengdo
(Burden et al.,, 2005; Berman & Hannigan, 2000), de memdria (Burden et al,,
2005; Livy et al., 2003), de aprendizagem (Dobson et al., 2012) e distarbios de
ansiedade (Hofmann et al.,, 2005). Criangas expostas ao alcool no periodo pré-
natal mostram maiores dificuldades em habilidades escolares e prejuizo no QI ao
serem comparadas com criang¢as nao expostas (Howell et al., 2006). Pesquisas
tem mostrado que os efeitos deletérios, tanto neurobiolégicos como
comportamentais, ocasionados pela exposicdo ao etanol sio tempo e dose
dependentes, incluindo também a duragdo da abstinéncia materna (Crews &

Nixon, 2009; Cooper etal., 2012).

Roedores expostos ao etanol no periodo pré-natal mostram
comportamento e caracteristicas fisicas semelhantes as caracteristicas
encontradas em criancas expostas ao alcool durante a gestacao (Abel, 1996). O
etanol ingerido no periodo pré-natal pode interferir no desenvolvimento do
sistema GABAérgico dos filhotes, pois mudancas comportamentais observadas
parecem mostrar hiperatividade, hiperresponsividade e/ ou déficit nas respostas
inibitdrias (Osborn et al., 1998). Filhotes, tanto machos quanto fémeas, expostos
ao etanol prenatalmente mostraram aumento do comportamento exploratério
de novos ambientes e alteracdo no comportamento na tarefa do labirinto em
cruz elevado (J.A. Osborn et al., 1998). Os filhotes que permanecem mais tempo
nos bracos aberto do aparato apresentavam niveis mais elevados de
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corticotropina (maior index para estresse) (Sudakov, 2008). Considera-se que
quanto mais tempo gasto no braco aberto do aparato menor é a sensagdo de
medo e maior o comportamento de risco quando comparado com a permanéncia

no braco fechado (Lister, 1987).

De maneira similar aos estudos clinicos, estudos com animais mostram
que a administra¢do aguda de etanol leva a prejuizos de aprendizado e memoria,
ja vistos em diferentes tarefas comportamentais, incluindo tarefas como: medo
condicionado (Gulick & Gould, 2009), labirinto aquatico de Morris (Berry &
Matthews, 2004), reconhecimento de objetos (Ryabinin et al., 2002), labirinto
radial (Hoffmann & Matthews, 2001) e tarefas de esquiva (Gulick & Gould, 2011;
Bammer & Chesher, 1982). No entanto, alguns estudos tem proposto que o
comportamento do tipo ansioso e de memoria nao estao apenas relacionados um
com o0 outro, mas que a ansiedade é um fator necessario para a aprendizagem e
para a formacdo da memoria (Mathews, 1990). Apesar da intima correlacao,
memoria e ansiedade tem sido estudadas separadamente. A tarefa de esquiva
passiva discriminativa (plus maze discriminative avoidance task - PMDAT) foi
desenvolvida por Frussa-Filho e colaboradores afim de propor a interacao entre
os comportamentos de memdria/aprendizado e ansiedade numa mesma tarefa
(Silva et al., 1997). A tarefa conta com o aparato classico do labirinto em cruz
elevado, onde um dos bragos fechados é modificando para tornar-se aversivo.
Num primeiro momento, o animal é condicionado a evitar este braco fechado
aversivo (Silva et al., 1997; Silva et al, 2002), num segundo momento, ele é
reexposto ao aparato sem o estimulo aversivo. Assim, diferentes drogas, como

anfetamina (Silva et al, 2002), naltrexona (Silva & Frussa-Filho, 2002),
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clordiazepéxido e cafeina (Silva & Frussa-Filho, 2000), incluindo a administracdo
aguda de etanol (Sanday et al, 2013), ja foram testadas e avaliadas com o
objetivo de verificar a influéncia da substancia tanto na memoria e no
aprendizado como no comportamento do tipo ansioso. A tarefa tem se mostrado
eficiente tanto para avaliagdo de aumento ou melhora do aprendizado/memoria
como também para estudar drogas com efeito amnésico (Silva & Frussa-Filho,
2000). Entretanto, ainda pouco se sabe sobre esses parametros no periodo da

adolescéncia, ap6s a administracao pré-natal de etanol sob doses moderadas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do etanol em parametros astrociticos e
comportamentais utilizando fatias hipocampais de ratos Wistar machos
adolescentes expostos a doses moderadas de etanol durante a gestacdo e

lactagao.

2.2 Objetivos Especificos

Apébs o modelo de exposicdo pré e pods-natal ao etanol, avaliar:
Na adolescéncia (DPN 30):

* O comportamento de aprendizagem, memoria e ansiedade através da

tarefa de esquiva discriminativa passiva (PMDAT)
No hipocampo:

* O conteudo e expressao das proteinas GFAP e S100B e NeuN;

* Aintegridade e a viabilidade celular;

* A captacdo de glutamato;

* A quantificagdo dos receptores NMDA;

* A quantificacdo da expressdo dos transportadores gliais de glutamato,
EAAT 1 e EAAT 2;

* O conteudo de glutationa reduzida;
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No liquido cefalorraquidiano (LCR):

O contetudo da proteina S100B;

Nas ratas fémeas (maes):

Os niveis de etanol no sangue;

0 consumo de solucao alcodlica durante o tratamento.
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Artigo 1

A primeira parte dos resultados foi publicada no peridédico Behavioural
Brain Research. V. 269, 175-184. 2014 sob a forma de artigo intitulado:

Moderate prenatal alcohol exposure alters behavior and neuroglial
parameters in adolescent rats

O referido artigo segue abaixo.
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Alcohol consumption by women during gestation has become increasingly common. Although it is widely
accepted that exposure to high doses of ethanol has long-lasting detrimental effects on brain devel-
opment, the case for moderate doses is underappreciated, and benchmark studies have demonstrated
structural and behavioral defects associated with moderate prenatal alcohol exposure in humans and
animal models. This study aimed to investigate the influence of in utero exposure to moderate levels of
ethanol throughout pregnancy on learning/memory, anxiety parameters and neuroglial parameters in

ﬁgg};’;ﬁdg adolescent offspring. Female rats were exposed to an experimental protocol throughout gestation up to
Anxiety weaning. After mating, the dams were divided into three groups and treated with only water (control),

GFAP non-alcoholic beer (vehicle) or 10% (vv) beer solution (moderate prenatal alcohol exposure — MPAE).
Adolescent male offspring were subjected to the plus-maze discriminative avoidance task to evaluate
learning/memory and anxiety-like behavior. Hippocampi were dissected and slices were obtained for
immunoquantification of GFAP, NeuN, S100B and the NMDA receptor. The MPAE group clearly presented
anxiolytic-like behavior, even though they had learned how to avoid the aversive arm. S100B protein
was increased in the cerebrospinal fluid (CSF) in the group treated with alcohol, and alterations in GFAP
expression were also shown. This study indicates that moderate ethanol doses administered during preg-
nancy could induce anxiolytic-like effects, suggesting an increase in risk-taking behavior in adolescent
male offspring. Furthermore, the data show the possibility that glial cells are involved in the altered
behavior present after prenatal ethanol treatment.
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Alcohol consumption by women during gestation has become
increasingly common [1,2]. Many countries do not have a clear rec-
ommendation regarding alcohol abstinence during gestation, and
this might be confusing for women who may wish to continue
“social drinking” during gestation [3,4]. Studies show that 10-20%
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of North American women consume alcohol during pregnancy, 40%
in Uruguay and up to 50% in some parts of Italy [5,6]. Although it
is widely accepted that excess alcohol intake affects the brain and
has long-lasting detrimental effects on brain development [7], the
case for moderate consumption is underappreciated, and bench-
mark studies have demonstrated structural and behavioral deficits
associated with moderate prenatal alcohol exposure in humans and
animal models [8,9].

Moderate prenatal ethanol consumption has been shown to
be associated with a higher incidence of behavioral and cogni-
tive problems in childhood and/or adolescence, including deficits
in working memory, anxiety, and mood disorders [10,11]. In fact,
the developing hippocampus is one of the areas of the brain that are
most vulnerable to the effects of alcohol [ 12]. However, the range of
alcohol-related disorders may be due, in part, to differences in the
duration, timing and pattern of alcohol exposure. Regarding the
variability of experimental protocols using rodents to study the
effects of alcohol [13,14], the “beer model” has been an alterna-
tive to oral beer delivery without stressing the animal in order to
evaluate the response to ethanol exposure [15-17]. It also allows
animal exposure to ethanol for a very long period of time. As an
effective behavioral tool to evaluate the diversity of ethanol effects,
the plus-maze discriminative avoidance task (PMDAT) has been
used extensively. In fact, several studies performed with this task
were able to concomitantly evaluate learning/memory, anxiety-
like behavior and motor activity [18-20].

The severe effects produced by ethanol during the brain growth
spurt, which is both prenatal and early-postnatal in rats [21-23],
including morphologic and functional alterations, affect the bal-
ance of synaptic plasticity and alter the protective and supportive
functions of glia [24]. One of the main functions of astrocytes is glu-
tamate uptake from the tripartite synapse. It is generally accepted
that the glutamatergic synapse, and in particular NMDA recep-
tor (NMDAR) function, is sensitive and easily inhibited by ethanol
[25-27]. NMDAR have received considerable attention because the
levels and subcellular localization of these receptors impact the cel-
lular processes underlying learning and memory, as well as various
forms of synaptic plasticity. Studies have found that NMDAR are
significantly affected by prenatal alcohol exposure [28,29]. In par-
ticular, researchers have focused on NMDAR in the hippocampal
formation, as this area of the brain has been shown to be particu-
larly vulnerable to the effects of fetal alcohol exposure and is known
to be densely populated with NMDAR [30]. Therefore, any changes
caused by the influence of ethanol on glutamate system could alter
glutamate receptor function, which may in turn be reflected in an
individual’s behavior.

Glial cells are involved in many functions of the central ner-
vous system (CNS), including synaptogenesis, interaction with
cytoskeletal proteins, neuronal survival and synaptic plasticity [31].
Although glial fibrillary acidic protein (GFAP) appears to play a
critical role in the morphogenesis of the CNS, the effects of mod-
erate prenatal ethanol doses on GFAP expression remain unclear.
Another important glial marker is S100B, a calcium binding pro-
tein that is expressed and secreted by astrocytes and implicated in
glial-neuronal communication; it has been shown to directly inter-
act with cytoskeletal proteins, including GFAP [32]. S100B induces
GFAP expression, thereby increasing astrocyte branching [33,34],
modulates synaptic plasticity by depressing long-term potentiat-
ion, and has some important effects on neuronal and astroglial
metabolic pathways [35]. In addition, clinical data suggest that
blood alcohol concentrations far in excess of 100 mg/dL are asso-
ciated with increased S100B levels in alcohol-intoxicated patients
[36].

Accordingly, the present study hypothesized that moderate
ethanol consumption during the prenatal period can alter the
astroglial response, in turn affecting astrocyte parameters and

behavior. The molecular targets in the developing brain that under-
lie the deleterious effects of moderate ethanol intake are largely
unknown and no efficient treatment is currently available [13].
In this work, we aimed to investigate the influence of moderate
prenatal ethanol exposure on learning/memory and anxiety in ado-
lescent male offspring and its impact on astrocyte parameters. The
beer model was employed as an experimental protocol for standard
pregnant female laboratory rats that consumed moderate amounts
of alcohol, without requiring food or water deprivation.

2. Materials and methods
2.1. Subjects

Nulliparous female Wistar rats, initially weighing 190-240g
were maintained ona 12:12-h light/dark cycle (7:00 a.m.-7:00 p.m.
light phase). The room temperature was held constant (21-22°C).
All animals were given ad libitum access to water and standard rat
chow (Nuvital S/A) throughout the study. Females were controlled
according to their estrous cycle. They were mated on estrous or
proestrous during the dark phase. The morning of the day after, if
spermatozoa were found, was defined as gestational day one (GD
1). After mating, dams were assigned to one of the three groups that
consumed water (n =38, control), non-alcoholic beer (n =8, vehicle)
or 10% beer solution (moderate prenatal alcohol exposure — MPAE,
n =38 non-alcoholic beer + 10% (w/v) ethanol) throughout gestation
and until their pups were weaned. The dams were housed indi-
vidually in order to control fluid intake. Rat chow was available ad
libitum until the end of the study. Every day at 4:00 p.m., the bottles
with beer solution (volume of 50 mL) were changed for fresh ones. It
isimportant to emphasize that only adolescent male offspring (PND
30) were used for the subsequent analysis. Also, to minimize the
influence of the “litter effect”, we collected only two male offspring
from each litter (PND 30), and multiple litters were used for the
same analysis for both the behavioral test and the immunological
assays. As shown in the experimental design (Fig. 1), this study was
performed in two sets. Both included 24 dams divided into three
groups, as described above. In the first set, after beer treatment,
we conducted behavioral tasks with the male offspring (n=27, not
included in other experiments) and performed biochemical anal-
yses. In the second set, we performed only biochemical analyses.
All animal use and care procedures were in accordance with the
National Institutes of Health guidelines and were approved by the
Federal University of Rio Grande do Sul Animal Care Committee.

2.2. Test solutions

The beer was thoroughly decarbonated by pouring into a 2L
beaker, and was kept under continuous agitation with a magnetic
stirrer for at least 50 min before starting the self-administration
session. Fresh beer solutions were delivered daily at room temper-
ature to the dams to avoid microorganism contamination from GD
1 throughout gestation until weaning on postnatal day 22 (PND
22). Note that dams from the MPAE and vehicle groups had limited
access to beer solution, i.e. 50 mL of 10% beer (v/v) (equivalent to
4 g/kg/day), during gestation and from delivery to weaning. How-
ever, all groups had water ad libitum. The vehicle group received
50 mL of non-alcoholic beer (0.0% alcohol) and water ad libitum.
The control group received water ad libitum as the only source of
drink. A two-bottle paradigm was used with beer and water, and
water was always available.

2.3. Drugs and antibodies

The ethanol administered to the animals was purchased
from Merck (Darmstadt, Germany) and was of analytical grade.
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1° Set

Beer model
24 dams Offspring
(8 per group) Offspring Biochemical
|Hab | Mating Births | Weaning | Behavior task | Analiysis-1 | R
°0I 1 3' 6' 9] Offspring 12' 151 weeks

2° Set Biochemical

24 dams Analiysis-2
(8 per group) Beer model

Fig. 1. Experimental design. The duration of beer treatment was between 1 and 9 weeks and each group (control, vehicle and MPAE) started with eight dams in both sets of
experiments (total of 24 dams per set). In the first set, we performed behavioral analyses (total n =27 male offspring) and also the biochemical analysis, which was composed
of immunohistochemistry for GFAP and NeuN in the hippocampus and quantification of S100B in the CSF. The male adolescent offspring that participated in the behavior
task were not included in the biochemical analyses. In the second set, after beer treatment, we performed only biochemical analysis, which included MTT and LDH assays,
quantification of the intracellular content of S100B, GFAP and NMDAR-NR1 in hippocampus tissue. The number of male offspring (n) for each of the biochemical analyses is

specified in the caption of each figure.

The monoclonal anti-S100B antibody (SH-B1), L-glutamate, 4-
(2-hydroxyethyl), saline-HEPES, o-phenylenediamine (OPD),
o-phthaldialdehyde (OPA), meta-phosphoric acid, [3(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)
were used for biochemical analysis. Polyclonal anti-GFAP and
anti-S100 antibodies were obtained from DAKO (Denmark).
Peroxidase-conjugated anti-IgG and L-[2,3-3 H] glutamate were
obtained from Amersham (United Kingdom). The non-alcoholic
“Liber®” beer (Brazil) was mixed with ethanol to prepare the beer
solution to the desired concentration. This beer contains water,
malt, carbohydrates, an antioxidant (INS316), a stabilizer (INS305)
and hops (manufacturer’s information).

2.4. Blood ethanol levels

After weaning (PND22), we kept the dams housed individually
until trunk blood samples were collected on PND23, during the dark
phase. Blood ethanol levels (BEL) were determined only from dams
in the MPAE group by collecting blood following decapitation. BEL
was quantified using the Sigma diagnostic kit (332UV) according to
the manufacturer’s instructions. This treatment regimen resulted
in an average BEL of 139.43 4+ 30.04 mg/dL for the MPAE group. The
highest level reached was 178.76 mg/dL.

2.5. Plus-maze discriminative avoidance task

The adolescent male offspring were tested in a task for
learning/memory-anxiety interactions performed as described by
Silva and Frussa-Filho [19]. Animals from the control (n=9),
vehicle (n=8) and MPAE (n= 10) groups were tested. The task
was performed in a modified elevated plus-maze made of wood
and elevated 50 cm above the floor, containing two closed arms
(50cm x 10cm x 30 cm) opposite two open arms (50cm x 10 cm).
A 100-watt lamp was placed over and 80-dB noise equipment was
placed under one of the closed arms as aversive stimuli. On the
first day (training session), the male offspring was placed in the
center of the apparatus. Over a period of 10 min, every time the
offspring entered the aversive closed arm, the illumination and
noise turned on, turning off when the animal left that arm. The
test session was performed 24 h after the training session. In this
session, the offspring was again placed in the center of the appara-
tus, but only for 3 min, without receiving the aversive stimuli when
entering the aversive closed arm. In both sessions (training and
test), the time spent in the aversive closed arm and the time spentin
the non-aversive closed arm were recorded as a learning/memory
parameter. Time spent in the open arms of the apparatus was also
recorded in both training and test sessions. Long-term memory
evaluation also compared the conditioned arm (aversive arm) and
unconditioned arms (non-aversive + open arms). There were sev-
eral extra-maze visual cues (door, desk, camera and observer) that

the offspring could use to distinguish the location of the different
arms of the maze. All trials and parameters analyzed were recorded
using Any-Maze software.

2.6. Techniques

2.6.1. Hippocampal acute slices

On PND 30, male offspring were sacrificed by decapitation and
the brains were removed and placed in cold saline medium with
the following composition (in mM): 120 NaCl; 2 KCI; 1 CaCly; 1
MgSOy; 25 HEPES; 1 KH;POy4; and 10 glucose adjusted to pH 7.4 and
previously aerated with O, [69]. The hippocampi were dissected
and transverse slices of 0.3 mm were obtained using a Mcllwain
Tissue Chopper®.

2.6.2. Cell integrity and metabolic viability

Cell integrity was measured by lactate dehydrogenase (LDH)
activity in hippocampal slices after the stabilization period men-
tioned above. Determination of extracellular lactate content was
carried out using a colorimetric commercial kit (Doles Ltda., Brazil)
according to the manufacturer’s instructions. Cell viability was
assayed using the colorimetric MTT reduction method [37]. Slices
were incubated with 0.5 mg/mL of MTT at 30°C for 30 min. The
formazan product generated during incubation was solubilized in
dimethyl sulfoxide (DMSO).

2.6.3. Tissue samples for ELISA and western blotting

Hippocampal slices were homogenized in phosphate-buffered
saline at pH 7.4 (containing 1 mM EGTA and 1 mM PMSF) for S100B
or GFAP ELISA. Hippocampal slices for electrophoresis/western
blotting were directly homogenized in electrophoresis sample
buffer at pH 6.8 (containing 62.5 mM Tris-HCl, 2% (w/v) SDS, 5%
(w/v) B-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 0.002% (w/v) bro-
mophenol blue) and boiled for 5 min.

2.6.4. Immunohistochemistry for GFAP and NeuN

Male offspring were anesthetized using ketamine/xylazine (75
and 10 mg/kg, resp., i.p.) and perfused through the left cardiac ven-
tricle using a peristaltic pump (Milan®/Brazil) with 0.9% saline
solution followed by 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.4. The brains were removed and left for post-fixation
in the same fixative solution at 4°C for 24 h. Subsequently, the
material was cryoprotected by immersing the brain in 15% and
30% sucrose in phosphate buffer. Then, the brains were frozen by
immersion in isopentane cooled in liquid nitrogen and stored in
a freezer (—80°C) for later analyses. The brains were sectioned
(45 pm) on a cryostat (Leitz). The free-floating sections were then
incubated with polyclonal anti-GFAP from rabbit (Dako, Z0334) or
nuclear neuronal marker (NeuN) from mouse (Millipore, MAB377)
diluted 1:3000 in 0.4% PBS-Triton X-100 and 2% bovine serum
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albumin (BSA), for 48 h at 4°C. After washing several times with
PBS, the tissue sections were incubated with Alexa Fluor 488
(goat anti-rabbit-IgG; green fluorescence; Invitrogen, A11008) and
Alexa Fluor 568 (goat anti-mouse-IgG; red fluorescence; Invitro-
gen, A11004) secondary antibodies diluted 1:500in 0.4% PBS-Triton
X-100 and 2% bovine serum albumin (BSA), at room temperature
for 1h. Afterwards, the sections were washed several times and
mounted on slides with Fluor Save® and covered with coverslips.
Images were obtained with an Olympus confocal FV-1000. Pic-
tures were analyzed using Image ] Software 1.42q (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA) in accordance with Centenaro
et al. [38].

2.6.5. Cerebrospinal fluid (CSF) samples

Male offspring on PND 30 were anaesthetized by intraperitoneal
injection of a mixture of ketamine and xylazine (90 mg/kg and
15 mg/kg, respectively) and then positioned in a stereotactic holder.
CSF was collected by cisterna magna puncture using an insulin
syringe (27 gauge x 1/2in. length). A maximum volume of 30 L
was collected in a 3 min period to minimize the risk of brainstem
damage. CSF was stored at —20 °C for later analysis.

2.6.6. ELISA for S100B and GFAP

ELISA for S100B was carried out as described previously [39].
Briefly, 50 wL of sample plus 50 pL of Tris buffer (pH 8.6) were
incubated for 2h on a microtiter plate previously coated with
monoclonal anti-S100B (SH-B1 clone from Sigma). Polyclonal
anti-S100 (from Dako) was incubated for 30 min and then a
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was added for a fur-
ther 30 min. The color reaction with OPD was measured at 492 nm.
ELISA for GFAP was performed as previously described [40] by coat-
ing the microtiter plate with 100 pL samples (from hippocampal
slice homogenates), overnight at 4 °C. Incubation with a polyclonal
anti-GFAP from rabbit (from DAKO) for 2 h was followed by incuba-
tion with a secondary antibody conjugated with peroxidase for 1h,
at room temperature. The color reaction with OPD was measured
at 492 nm.

2.6.7. Electrophoresis and western blotting for NMDA receptors

Protein samples (40 pg per lane) prepared for electrophoresis
as described above were analyzed by 10% sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transferred
to nitrocellulose membranes using a semidry blotting appara-
tus (1.2mA/cm?2; 1h) [41]. The membranes were blocked with
1% bovine BSA in Tris-buffered saline (TBS) (10 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7.5) and then incubated for 1 h with an anti-NMDAR-NR1
antibody (NMDA receptor, NR1 subunit, all splice variants; recog-
nizes a 103-116 kDa protein in rat brain hippocampal homogenate
by immunoblot, clone R1JHL, Millipore) diluted 1:1000 in TBS
containing Tween-20 and BSA. Next, membranes were incubated
for 1h at room temperature with horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-mouse secondary antibody (GE Healthcare). The
chemiluminescent reactions were developed using luminol as the
substrate (ECL Western Blotting Analysis System, GE Healthcare)
and registered on radiographic film. The immunocontent of NMDA-
R1 was determined as a ratio of the optical density (OD) of the
protein band (NMDA-R1)/0D of the (3-actin band. The bands were
quantified using Scion Image® software.

2.6.8. Protein measurement
The total protein content was determined by the modified
method of Lowry [42] using BSA as the standard.

2.6.9. Statistical analysis
Data were compared using analysis of variance (ANOVA) and
the Tukey post hoc test for biochemical parameters. Behavioral

Table 1
Fluid and food consumption.

Water intake (mL) Beer intake (mL) Food intake (g)

Average of fluids and food intake during pregnancy

Control 53.94 + 4.16 0.00 2533 + 1.45
Vehicle 35.97 + 8.19 32.35+1.02 29.33 + 0.88
MPAE 39.10 + 2.40° 27.55+1.85 30.67 + 1.45
Average of fluids and food intake from delivery to weaning

Control 140.84 + 8.79 0.00 26.49 + 1.55
Vehicle 1189 £ 11.14 27.34+2.86 28.79 £ 5.17
MPAE 83.2 +£20.95 42.78+3.95" 24.05 + 1.45

Data are mean + SEM.
" MPAE is different from control group, p <0.05.
" MPAE is different from vehicle group, p<0.05.

data were analyzed using two-way-ANOVA for learning/memory
and anxiety parameters and the Newman-Keuls post hoc test.
GraphPad Prism 6 for OS-X was used for the statistical analysis;
a probability of p <0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Alcohol consumption

During gestation, the dams from the MPAE group consumed the
beer solution at an average of 27 mL/rat/day, representing approx-
imately 2.16 g/kg ethanol/day per rat; their average water intake
was 39.1 mL/rat/day, compared to 54.0 mL/rat/day in the control
rats that did not receive beer. The non-alcoholic group consumed an
average of 32 mL/rat/day of non-alcoholic beer and 36 mL/rat/day
of water. From delivery to weaning, the dams consumed about
43 mL/rat/day of the beer solution (MPAE group), while the con-
sumption of non-alcoholic beer was about 27 mL/rat/day (vehicle
group). Consumption of water was 83 mL/rat/day in the MPAE
group, 119 mL/rat/day in the vehicle group and 141 mlL/rat/day
in the control group, as described in Table 1. Note that the
beer solution (alcoholic and non-alcoholic) offered was limited
to 50 mL/rat/day during gestation and from delivery to weaning.
Moreover, there was no difference in solid food and fluid intake or
even body weight gain between groups on PND22 (weaning)and on
PND30 (euthanasia), as well as before that, on PND2, PND7, PND12
and PND17 (Table 2).

Table 2
Developmental data for dams and offspring.

Pregnancy outcomes variables Prenatal treatment group

Control Vehicle MPAE
Number of pregnant dams 7 8 8
Length of gestation (days) 22.7+04 229+0.2 229+0.3
Maternal death 1 0 0
Dam weight (g)
Gestational day 1 202+£23 238+2.4 232+£25
Gestational day 7 256+4.2 260+3.2 270+£2.9
Gestational day 14 321+5.7 298 +4.2 304+4.6
Gestational day 21 345+6.4 3384+5.6 342453
Litter size 10.4+0.3 11.02+0.5 9.08 £0.7
Offspring weight (g)
Postnatal day 2 7.68 +£0.1 7.76 £0.2 7.78 £0.1
Postnatal day 7 14.33+0.3 13.85+0.2 14.06+0.3
Postnatal day 12 21.03+0.6 21.64+04 20.90+0.4
Postnatal day 17 30.5+0.7 31.71+£0.6 32.62+0.7
Postnatal day 22 39.46+1.2 4115+1.5 4235+1.1

Each value represents mean + SEM. There were no differences between groups for
the weight of dams or offspring, p >0.05.
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3.2. Behavioral analyses

3.2.1. Learning and memory evaluation

Short- and long-term memory was analyzed considering the
training and test sessions, respectively. On PND 30, male off-
spring from the control (n=9), vehicle (n=8) and MPAE (n=10)
groups were trained in the PMDAT. For short-term memory
(training), two-way-ANOVA was performed with treatment (con-
trol, vehicle and MPAE) as the between-subjects factor and
arm type (aversive, non-aversive and open) as the within-
subject factor. No significant effects of treatment were found (F
(2,69)=0.034, p=0.965), but differences were detected for arm type
(F(2,69)=49.251,p<0.0001) and the treatment x arm type interac-
tion (F(4,69)=7.0549, p<0.0001). The Newman-Keuls post hoc test
showed thatall groups spent less time in the aversive arm (p < 0.05).
Moreover, the analysis showed that MPAE offspring spent less time
in the non-aversive arm than control offspring (p <0.05), but not
when compared with vehicle (Fig. 2A). It is important to note that
MPAE offspring spent more time in the open arms than offspring in
the control group (as described in the anxiety-like behavior results).
Taken together, these results suggest that all animals seemed to
avoid the aversive arm during training.

In the test session, long-term memory was evaluated using the
same statistical analyses; there was no significant difference for
treatment (F (2,69)=0.559, p=0.574) or arm type (F (2,69)=2.506,
p=0.088). On the other hand, the interaction between treat-
ment and arm type was statistically significant (F (4,68)=6.303,
p=0.0002) (Fig. 2B). The Newman-Keuls post hoc test showed that
the MPAE group spent less time in the non-aversive arm when
compared with the control group (p<0.05) and more time in the
open arms when compared to both the control and vehicle groups
(p<0.05), as described in the anxiety-like behavior results. How-
ever, all animals spent the same amount of time in the aversive
arm as on the training day.

During the test session, the open arm could be interpreted as
an unconditioned arm as well as a non-aversive arm. Thus, we per-
formed a comparison between the time spent in the conditioned
arm (aversive arm) and the unconditioned arms (open+non-
aversive arms). As shown in Fig. 2C, two-way ANOVA revealed
no treatment effect, but arm type and treatment vs. arm type
interaction (F (2,46)=0.818, p=0.447; F (1,46)=49.363, p<0.0001
and F (2,46)=3.352, p=0.043, respectively) were significant. The
Newman-Keuls post hoc test showed that the control and MPAE
groups spent less time in the conditioned arm when compared with
the unconditioned arms (p <0.05).

3.2.2. Anxiety-like behavior and locomotor activity evaluation

In the training session, two-way-ANOVA revealed significant a
difference regarding arm type (F (2,69)=49.251, p<0.0001) and
the treatment x arm type interaction (F (4,69)=7.0549, p <0.0001).
The Newman-Keuls test showed that MPAE offspring spent more
time in the open arms (p <0.05) and less time in the non-aversive
arm (p<0.05) than the control group, but not when compared
with the vehicle group (Fig. 3A). During the test session, the same
analyses showed significant treatment x arm type interaction (F
(4,68)=6.303, p=0.0002). The Newman-Keuls test showed that
MPAE offspring spent more time in open arms (p <0.05) than both
the control and vehicle groups (Fig. 3B).

Regarding locomotor activity-related parameters, no differ-
ences were found in the training (F (2,23)=1.99, p>0.05) or test
session (F (2,22)=1.08, p>0.05) (data not shown).

3.3. Cell integrity and viability

Cell integrity and viability were measured with absorbance
values at 560nm and 630nm for the MTT and LDH assays,
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Fig. 2. PMDAT - short- and long-term memory. The effects of learning/memory on
rats exposed to alcohol during gestation vs. the control and vehicle groups. Values
are mean + SEM of percent time spent in all arms (aversive, non-aversive and open
arms). Two-way ANOVA followed by the Newman-Keuls test (n=7-10). (A) Effect
on short-term memory (training session). Male offspring were trained to avoid the
closed aversive arm in a 10-min session. *p < 0.05 aversive vs. non-aversive arms and
# p<0.05 MPAE vs. control group. (B) Long-term memory. Comparison with training
session, *p<0.05 aversive vs. non-aversive arms and # p<0.05 MPAE vs. control
group. After 24 h, male offspring were tested in a 3-min session, in the absence of
the aversive stimuli. *p<0.05 MPAE vs. control from the respective non-aversive
arm. (C) Comparison in the test session between the time spent in the conditioned
arm (aversive arm) and unconditioned arms (non-aversive +open arms). *p <0.05
MPAE and control groups conditioned vs. unconditioned arm.

respectively. After measurement, one-way ANOVA showed no dif-
ferences between groups either for MTT (F (3,20)=1.630, p=0.214)
or for LDH (F (3,41)=1.474, p=0.235), as shown in Fig. 4A
and B.

3.4. Western blotting analysis

NMDA receptor (NMDAR) expression, specifically the NR1 sub-
unit, was altered after prenatal treatment with ethanol (Fig. 5).
The MPAE group showed an increase in NMDAR-NR1 expression
(F (2,15)=4.039, p=0.039). The Tukey post hoc test showed that
the MPAE group was different from the control group (p<0.05),
but not from the vehicle group.
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Fig. 4. Cellular integrity and metabolic viability of hippocampal slices. Cellular integrity was measured using (A) the MTT reduction assay in hippocampal slices, assuming
the initial value as 100% and (B) cellular viability was measured by analyzing the lactate content in the extracellular medium expressed as percentage of the control. One-way
ANOVA followed by the Tukey post hoc test showed no significant differences between groups (p > 0.05). Each value represents mean + SEM of five independent experiments

performed in triplicate.

3.5. GFAP and S100B content

Hippocampal slices were lysed and the intracellular contents
of GFAP (A) and S100B (B) were measured by ELISA. We observed
a significant decrease in the GFAP content in the MPAE group, (F
(2,44)=23.09, p<0.0001), as shown in Fig. 6A. The Tukey post hoc
test revealed that the MPAE group was different from both the
control and vehicle groups (p<0.05). S100B, another glial protein
marker, was also altered. The vehicle group showed an increase
in the S100B content (F (2,34)=7.407, p<0.0001), and the Tukey
post hoc test showed that the vehicle group was different from the
other groups (p <0.05) (Fig. 6B). The S100B total content in the CSF
was increased in the MPAE group (F(2,14)=9.530, p=0.0024). The
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Fig.5. Immunocontent of the NMDA-NR1 receptor. The hippocampus was dissected
and homogenized for the measurement of the NMDAR-NR1 subunit by western
blotting analysis. Values are mean + SEM of six rats per group. One-way ANOVA and
the Tukey test revealed significant effects for the MPAE group, p < 0.05. *Significantly
different.

Tukey post hoc test revealed that the MPAE group was different
from both the control and vehicle groups (Fig. 7).

3.6. Immunohistochemistry for GFAP and NeuN

We assessed the hippocampus CA-1 region to evaluate GFAP
protein and neuronal alterations. Immunohistochemistry was per-
formed for GFAP protein on sections from at least five male
offspring per group (Fig. 8A, D, and G; respectively, for control,
vehicle and MPAE groups) and for NeuN, a protein specifically
expressed in post-mitotic neurons (Fig. 8 B, Eand H; respectively for
control, vehicle and MPAE groups). After quantification, one-way
ANOVA revealed an increase in GFAP expression (F (2,13)=9.628,
p=0.0027). The Tukey post hoc test revealed that the MPAE group
was different from both the vehicle and control groups, *p <0.05
(Fig. 8]). However, no variation was found for total NeuN quantifi-
cation (F (2,14)=0.218, p=0.806) (Fig. 8K).

4. Discussion

The present investigation revealed the effects of moderate
alcohol exposure during the prenatal and postnatal period on
behavioral and glial parameters. Using the PMDAT, we found
impairment of behavioral parameters, especially those related
to anxiety, in adolescent male offspring. Moreover, significant
changes in both GFAP and S100B were found following ethanol
exposure. GFAP is an intermediate filament protein of the glial
cytoskeleton, and moderate ethanol exposure was enough to alter
its content. S100B protein is another specific astroglial marker.
Changes in these proteins suggest astrocytic vulnerability of the
developing brain to ethanol toxicity. Several studies have docu-
mented the effects of high concentrations of ethanol on developing
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Fig. 6. Hippocampal content of GFAP and S100B. Hippocampal acute slices were
lysed and homogenized and the intracellular content of GFAP and S100B was mea-
sured by ELISA. (A) GFAP. Each value is the mean + SEM of at least 11 independent
experiments performed in triplicate. One-way ANOVA showed differences between
groups, and the Tukey post hoc test revealed that the MPAE group was different
from both the control and vehicle groups *p<0.05. (B) S100B. Each value is the
mean + SEM of at least nine independent experiments performed in triplicate and
analyzed by one-way ANOVA. The Tukey post hoc test showed that the vehicle group
was different from both the MPAE and control groups *p <0.05.

neurons in the fetal brain [30,43,44], but the effects of moderate
concentrations remain debatable [45].

During the behavioral task, animals were conditioned to avoid
an aversive arm and choose between two closed arms (non-
aversive or aversive arm) or one of the two open arms of the
apparatus. During the training session, all groups were able to
distinguish the aversive from non-aversive arm, suggesting that
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Fig. 7. S100B content in cerebrospinal fluid. The S100B content in CSF was mea-
sured by ELISA. After anesthesia, the cerebrospinal fluid was collected by magna
puncture from seven male offspring per group. Each value is the mean + SEM. One-
way ANOVA revealed differences between groups and the Tukey post hoc test
showed that the MPAE group was different from both the vehicle and control groups,
*p<0.05.

short-term memory was preserved, since learning is indicated by a
decrease in the exploration of the aversive closed arm through-
out the training session [46,68]. However, in the test session,
considering the conditioned (aversive) and unconditioned (non-
aversive +open) arms, the MPAE and control groups seemed to
retain the task, but, curiously, the vehicle group showed no
difference. It is important to mention that in other studies inves-
tigating anxiety and withdrawal effects [16] or palatability for
ethanol free-choice oral self-administration [15], no difference
was found between the control and vehicle groups. We expected
that the vehicle group would show the same performance as
the control group. In addition, we also observed changes in hip-
pocampal S100B expression in vehicle group; this will be discussed
later.

The analysis of percent time spent in the open arms (currently
used as a measurement of anxiety-like behavior in rodents) [19,46]
showed that adolescent male offspring treated prenatally with
ethanol spent more time in the open arms during both the training
and test sessions when compared with the other groups, suggesting
an anxiolytic-like effect. This result was seen before with the regu-
lar elevated plus maze [47], demonstrating that the enhancement
of time spent in the open arms is dose-dependent. In fact, during
the test session, the MPAE group, in contrast to the control and
vehicle groups, spent less time in the non-aversive arm, probably
because they spent more time in the open arms, suggesting that
adolescent male offspring present more pronounced risk-taking
behavior than those in the control and vehicle groups. Risk-taking
behaviors involve reduced anxiety and fear-like behaviors, and ado-
lescence has been linked to greater risk-taking and novelty-seeking
behavior as well as a higher prevalence of drug abuse. Maternal
alcohol intake during pregnancy is a risk factor for infant behavioral
outcomes [48,49]. A study has suggested that hazardous drinking
is more prevalent in adolescents with alcohol misusing parents
vs. those whose parents do not misuse alcohol [50]. Taking these
results together, we can also suggest that the learning/memory pro-
cess could have been impaired by the exploratory behavior in the
open arm by the MPAE group, and demonstrates the close relation-
ship between learning/memory and anxiety [19,51]. Animal models
that used either ethanol injection or a forced ethanol diet presented
anxiety reduction as a predominant feature of the pharmacologi-
cal profile of low to moderate doses of ethanol, in contrast with
the results of ethanol withdrawal, which led to increased anxiety
[16]. In our study, we found no differences in locomotor activity
between groups, suggesting that moderate concentrations of alco-
hol during pregnancy can induce a reduction in anxiety, distinct
from the sedative or euphoric alcohol effect [ 16,52]. However, find-
ings can be gender specific and vary depending on the drinking
outcomes under investigation. Sex differences are often seen after
early environmental insults, and prenatal alcohol exposure is no
exception. According to the literature, spatial learning impairment
is different for each gender [53], and the behavior in the elevated
plus maze may be different for males and females [54]. In order to
avoid a confounder (gender), we used only male offspring for all
analyses.

It is well known that prenatal ethanol exposure affects NMDA
receptor sites in the brain, and these alterations during brain
ontogeny may underlie some of the learning and memory deficits
observed following fetal alcohol exposure [55]. NMDAR are cru-
cial for the induction of long-term synaptic plasticity [56], and the
NMDAR-NRT1 subunit has been previously associated with chronic
ethanol exposure [57].In the present study, we found up-regulation
of the NR1 subunit in the MPAE group, which has been reported
before [58] as a compensatory response to prolonged NMDAR inhi-
bition in utero that persists into adolescence and adulthood in the
absence of postpartum alcohol exposure; this has also been asso-
ciated with an increase in the number of NMDAR sites in brain
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Fig. 8. GFAP and NeuN immunohistochemistry. Qualitative data of CA-1 hippocampal region immunofluorescence from control (n=5), vehicle (n=6) and MPAE (n=5) groups
are shown. 40 x magnification for GFAP (A - control, D - vehicle and G - MPAE, first column), NeuN (B - control, E - vehicle and H - MPAE, second column) and double-stained
for GFAP and NeuN (C - control, F - vehicle and I - MAE, third column). One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test showed the quantification of image data for
GFAP in MPAE group was different from both the vehicle and control groups, but no differences were found for NeuN in the hippocampal CA-1 region as shown, respectively,
in letters J and K. Values represent mean + SEM of the percentage of GFAP or NeuN area, with *p <0.05.

tissue [59]. NMDAR expression and function can seriously impact
neurodevelopment in the hippocampus [58]. Moreover, astrocytes
have been shown to be important in regulating the degree of acti-
vation of NMDAR on synaptic plasticity [60]. The NR1 subunit
was analyzed by taking into account the link between this sub-
unit and previous studies on prenatal alcohol exposure [29,57].
However, it is also important to emphasize that the NMDAR-NR2A
and NR2B subunits are highly expressed forms in the adult rodent
hippocampus and would be important to investigate in further
studies.

Over the past few years, several studies have validated the idea
that many of the synapses in the CNS are tripartite in nature. Disrup-
tion of astrocytic supportive functions has the potential to disrupt
synaptic transmission, synaptic plasticity and neuronal excitabil-
ity [60]. Astrocytes are the primary targets of chemical injuries
in the CNS, and GFAP can be used as a specific marker for the

astrocyte response to ethanol-induced injury as well as to exam-
ine astrocyte proliferation and hypertrophy in response to injury
[61,62]. The considerable decrease in the GFAP immunocontent
seen in hippocampal tissue after prenatal ethanol treatment found
by ELISA is consistent with the literature [63] showing the vulner-
ability of astrocytes to ethanol during development. However, the
hippocampal CA1 region showed an increase in this protein in the
MPAE group, consistent with previous studies [61,62]. Experimen-
tal evidence shows that the effects of ethanol on the developing
brain are not uniform; some regions are more affected than oth-
ers [52]. Moreover, within the same brain structure, different
results have been found for different specific regions [45]. The
regional differences in the glial response to ethanol with respect to
GFAP may reflect the stage-dependent vulnerability of astrocytes
(different brain regions perform specific developmental functions
asynchronously). However, the apparent discrepancy observed in
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this study between decreased GFAP expression in the hippocampus
(measured by ELISA) and an increase in the CA1 region (mea-
sured by immunohistochemistry) would demand specific analysis
of other hippocampal areas in further studies.

Toward the final stage of neuronal differentiation, cells begin
to express proteins typically presented in mature neurons such as
NeuN; the results of the current study suggest that exposure to
ethanol under this experimental protocol did not alter the total
number of mature neurons, leading us to focus on glial impairment.
Furthermore, GFAP is a target of S100B, and this study showed an
increase in the S100B content in the CSF following prenatal ethanol
treatment. An increase in S100B may be a marker of impairment,
but may also reflect an attempt to save and protect cell regions that
have been damaged by alcohol, as a response to astrocyte toxicity
[64]. However, interestingly, we observed an increase in the hip-
pocampal S100B content, but not in GFAP, in the vehicle group. An
increase in S100B (and GFAP) induced by restraint prenatal stress
[65] has been described. However, it is unlikely that our beer model
(that does not involve mobility restriction or gavage) was stressing
to dams. Moreover, it would be possible to conceive that the caloric
content or some component of the vehicle caused this change
in S100B protein expression. In fact, it has been reported that a
high calorie diet during lactation can change serotoninergic trans-
mission [66], which in turn could regulate S100B expression [67].
However, the amount of beer vehicle offered was limited, and no
significant body weight changes were observed in the dams. There-
fore, at this moment, the biochemical significance of this increase
in S100B expression in offspring rats in the vehicle group is unclear.
Regardless, ethanol exposure during pregnancy caused a decrease
in hippocampal GFAP and prevented the increase in S100B observed
in the vehicle group. Indeed, the effect of non-alcoholic beer on
behavior and neurochemical analyses needs careful investigation
in further studies.

5. Conclusion

The fact that the brain passes through several developmental
stages and is particularly vulnerable to toxic agents means that the
threshold dose of alcohol capable of producing detrimental effects
is likely to vary according to the alcohol dose and the stage of
development. A very important finding of the present investiga-
tion is that moderate prenatal ethanol exposure produced effects
on both behavioral and glial parameters. The reduction in anxiety in
adolescent male offspring treated prenatally with ethanol suggests
that these rats demonstrate more pronounced risk-taking behavior
that could also interfere in decision making in risky situations. We
showed that even a moderate prenatal ethanol dose is sufficient to
evoke an astroglial response, presenting alterations in both GFAP
(structural) and S100B (functional) expression. Progress in under-
standing the effects of ethanol and the mechanisms involved may
provide the basis for effective therapeutic interventions. Under-
standing how prenatal ethanol exposure produces biochemical and
behavioral deficits is of great economic and medical importance,
leading to better interventions in response to ethanol toxicity.
Indeed, it is better to avoid alcohol exposure during gestation, since
even moderate doses may affect different parameters in the CNS.
Healthcare professionals must be aware of the impact of ethanol
exposure during pregnancy and the resulting impairment.
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3 Discussao

Varias pesquisas apontam os efeitos toxicos do etanol administrado
durante o periodo pré-natal, apds a exposicdo aguda do tipo binge,
principalmente na infancia e na adolescéncia enquanto o SNC ainda esta no
processo de desenvolvimento (Abel, 1984; Streissguth et al., 1991; Livy et al,,
2003). Por outro lado, existem trabalhos mostrando efeitos benéficos da ingestdo
cronica de cerveja e outras bebidas alcodlicas sob doses moderadas na
prevencao de doegas cardiacas (Krenz & Korthuis, 2012; Kondo, 2004). No
entanto, ainda existem poucas evidéncias que mostram os efeitos do etanol
durante o periodo gestacional sob doses moderadas e administradas de forma
cronica, com o intuito de investigar se o “beber social” é capaz de impactar no
desenvolvimento do SNC do feto. O presente trabalho mostrou os efeitos da
exposicao pré e pos-natal ao etanol em parametros gliais no hipocampo de ratos
machos na fase da adolescéncia (PND 30). Além disso, investigou se o
comportamento do tipo ansiedade, o aprendizado e a memoria poderiam ser
afetados, mesmo sob doses moderadas, visto que estudos com exposicao aguda e
concentra¢do de alcool no sangue (CAS) > 200 mg/dl (Valenzuela et al., 2012)
relatam diminuicdo da ansiedade e déficit de memoria e aprendizagem apds
tratamento cronico com etanol (Sanday et al,, 2013; Bammer & Chesher, 1982;

Berry & Matthews, 2004).

A cerveja é a bebida alcodlica mais comum no mundo, representando
40% de todo etanol consumido (World Health Organization, 2004). Portanto, a
validade epidemiolégica de utilizar a cerveja num modelo animal é uma

vantagem (McGregor & Gallate, 2004). Roedores apresentam um apetite e
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preferéncia consideravel para cerveja, ingerindo voluntariamente quantidades
muito maiores de cerveja do que etanol na agua (McGregor et al, 1999). A
preferéncia por cerveja por linhagens nado selecionadas, como Wistar, garantiu

que os animais atingissem CAS consideraveis.

O modelo animal de exposicdo ao etanol utilizando a cerveja sem alcool
como veiculo da solugdo tem sido utilizado por diferentes pesquisadores e tem
demonstrado unanimidade quanto as suas vantagens (Lancaster & Spiegel, 1989;
Lancaster & Spiegel, 1992; Garth A Hargreaves et al, 2009). O modelo de
autoadministragcdo evitou o estresse da administracdo forcada (gavagem e
injecao intraperitoneal) e as alteracdes que podem acontecer tanto no SNC
(Eravci et al., 1999) quanto nos niveis de dependéncia do etanol pelo animal
(Tolliver & Samson, 1991). Dessa forma, na autoadministragdo cronica, o animal
consome a solucdo ao longo das 24h do dia mantendo a CAS contante, mas ndo
alta. (Samson et al., 1996; Hargreaves et al,, 2011). O presente trabalho foi o
primeiro a utilizar o modelo de cerveja sem alcool administrando doses
moderadas durante o periodo gestacional até o desmame dos filhotes e a avaliar
parametros neurogliais na adolescéncia. O objetivo de seguir o tratamento
durante o periodo da amamentacdo foi abranger as principais janelas do
desenvolvimento do SNC dos animais filhotes. Durante a gestacdo, as ratas do
grupo MPAE consumiram, em média, 27 ml/rata/dia, representando
aproximadamente 2.16 g/kg etanol/dia, resultando em média de CAS de 139.43
+ 30.04 mg/dl. Durante a lactagdo, o consumo de cerveja aumentou para 43
ml/rata/dia. A manuten¢do do controle da ingesta diaria limitada em no maximo

50 mL de solugdo alcoolica/24h foi fundamental para manter a CAS sob niveis
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moderados, principalmente durante o periodo de lactacdo quando as fémeas
tendem a ingerir maiores quantidades de liquidos. Um estudo mostrou que
quando é permitido o consumo ilimitado de cerveja, o animal é capaz de ingerir
cerca de 12 g/kg etanol/dia (Tolliver & Samson, 1991), o que seria equivalente a,
aproximadamente, 150 mL de cerveja com teor alcodlico 10% (cerveja pilsen
comum) em que certamente atingiria CAS > 200 mg/dl, similares as CAS

observadas em modelos animais de SAF (Abel, 1984).

O controle da ingesta nutricional adequada da mde é igualmente
importante para que ndo seja um fator confundidor do estudo, uma vez que
bebidas alcodlicas em excesso podem interferir metabolicamente e levar a
desitratacdo e perda de peso tanto da mae quanto do feto (Wiener et al,, 1981;
Dreosti, 1993; Weinberg et al., 1990). Conforme esperado, ndo foram observadas
alteracdes significativas no peso dos filhotes, mostrando que a dose utilizada
realmente pode ser considerada moderada, uma vez que cumpriu o objetivo de
nao interferir no peso dos filhotes neonatos e também por manter uma CAS nas
ratas maes abaixo da concentracao prevista na SAF (Valenzuela et al., 2012).

Considerando prejuizos cognitivos relacionados a doses moderadas de
alcool, um estudo com roedores mostrou que a ingestdao moderada de etanol no
periodo pré-natal levou a prejuizos no aprendizado e memoria dependente do
hipocampo nos fihotes que realizaram as tarefas de medo condicionado ao
contexto e do labirinto aquatico de Morris (Savage et al., 2002). Esse mesmo
grupo de pesquisadores revelou ainda que ratos expostos ao etanol

apresentavam reducdo na liberacdo do glutamato no hipocampo, sugerindo que
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as alteragdes comportamentais observadas poderiam ser devido a um déficit no
sistema glutamatérgico (Savage et al., 2010).

A tarefa da esquiva discriminativa passiva (PMDAT) utilizada neste
trabalho procurou identificar nos filhotes adolescentes machos a ocorréncia de
prejuizo no processo de aprendizado/memoria e no comportamento do tipo
ansiedade ap0s a exposicdo moderada de etanol durante o periodo pré-natal.

No primeiro dia da tarefa (sessdo de treino), os animais foram
condicionados a evitar um bracgo fechado-aversivo, podendo escolher entre os
bracos abertos ou um brago fechado nao-aversivo. No segundo dia (sessao de
teste), foram reexpostos ao mesmo aparato, mas na auséncia do estimulo
aversivo. Durante a sessao de treino todos os grupos foram capazes de distinguir
entre o braco aversivo e ndo-aversivo, sugerindo que a memdria de curta
duracdo ndo foi afetada, uma vez que o aprendizado é indicado pela diminuicdo
da exploracdo do braco fechado aversivo. Durante a sessdo de teste,
considerando os bracos condicionado (braco fechado aversivo) e nao-
condicionado (brago aberto + braco fechado ndo-aversivo), os grupos controle e
MPAE parecem ter aprendido a tarefa, gastando mais tempo nos bragos nao-
condicionado. No entanto, curiosamente, o grupo veiculo pareceu ndo ter
aprendido, uma vez que ndao mostrou diferenga significativa de permanéncia
entre esses bracos. Esperava-se que o grupo veiculo acompanhasse o resultado
do grupo controle, mostrando diferenca significativa em relagdo ao grupo MPAE.
E importante lembrar que o grupo veiculo ingeriu cerveja sem alcool durante a
gestacdo em quantidades limitadas. Outros estudos utilizando o modelo de

exposicao ao etanol através da cerveja sem alcool ndo encontraram diferengas
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comportamentais entre o grupo veiculo e o grupo tratado (Gallate et al., 2003;
McGregor & Gallate, 2004), embora o tratamento ndo tenha sido pré-natal.

No entanto, quando analisamos o parametro ansiedade, observamos que
o grupo MPAE permaneceu mais tempo nos bragos abertos tanto no treino
quanto no teste quando comparado aos demais grupos. E ainda, este grupo
permaneceu menos tempo no braco ndo-aversivo que os demais grupos,
provavelmente porque gastou mais tempo nos bragos abertos, sugerindo que o
tratamento pré-natal causou um efeito do tipo ansiolitico nesses animais. Uma
vez que a tendéncia do rato é de evitar espacos abertos, filhotes adolescentes
expostos ao etanol no periodo pré-natal apresentaram maior comportamento de
risco que os grupos nao expostos. O comportamento de risco envolve reducao de
ansiedade e medo, comportamentos geralmente presentes durante a fase da
adolescéncia (Chen, 2012; Cortese et al, 2010), na qual o cortex pré-frontal,
responsavel pelas funcdes executivas, ainda mostra-se em desenvolvimento e
mais vulneravel a impulsividade, a decisdes inconsequentes e comportamentos
de risco (Koob & Volkow, 2010).

Utilizando esta tarefa nds também avaliamos a atividade locomotora dos
animais, contabilizando a distancia percorrida durante cada sessdo, no entanto
ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos, sugerindo que essa
dose moderada de etanol foi capaz de reduzir a ansiedade de forma distinta dos
efeitos sedativo e euforico do etanol. Juntos, esses resultados comportamentais
mostram a intima correlacdo do processo de aprendizagem/memodria e
ansiedade, mostrando que o fato do grupo MPAE ter gastado mais tempo no
braco aberto que no brago ndo-aversivo pode ter sido pelo correto aprendizado

da tarefa ou pela interferéncia da reducao da ansiedade; isto é, ou ele realmente
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aprendeu a tarefa ou o aprendizado foi afetado pelo aumento do comportamento
exploratdrio no brago aberto devido a reducao da ansiedade.

E importante ressaltar que os resultados obtidos sio sexo, idade e dose
dependentes, ou seja, neste estudo foram utilizados somente ratos adolescentes
machos expostos a doses moderadas de etanol durante a gestac¢do, pois tanto o
comportamento de aprendizagem (Goodlett & Peterson, 1995) como de
ansiedade podem variar entre machos e fémeas (J.A. Osborn et al., 1998), assim
como a questdo hormonal que pode interferir e levar a diferencas entre os sexos
(Lancaster et al., 1996).

Sabe-se que o processo de aprendizagem/memoéria e também a ansiedade
estdo associados ao funcionamento do sistema glutamatérgico (Savage et al,
2010). A exposicdo aguda e cronica ao etanol aumenta a liberacao de glutamato
sinaptico e inibe os receptores do tipo NMDA (Chefer et al,, 2011). Entretanto, a
exposicao pré-natal ao etanol pode alterar a expressao dos receptores NMDA
(NMDAR) durante o desenvolvimento, o que pode ser uma das causas do déficit
no processo de aprendizado e memoria (Alfonso-Loeches & Guerri, 2011), uma
vez que esses receptores sdo cruciais no processo de inducdo da plasticidade
sindptica (Savage et al, 2002; Steullet et al, 2006). Os NMDAR tem sido
associados a diferentes fases associadas ao abuso de 4alcool, incluindo a
abstinéncia, a fissura, a recaida, o desenvolvimento de tolerancia e de
dependéncia (Kumari & Ticku, 2000). Em nossos resultados, as fatias
hipocampais de ratos adolescentes previamente expostos ao etanol no periodo
gestacional revelaram um aumento da expressao dos NMDAR, especificamente
para a subunidade NR1, subunidade previamente associada com exposicdo

cronica ao etanol (Ron, 2004). Esse aumento na expressado dos receptores NMDA
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ja foi reportado anteriormente como uma resposta compensatoria e
neuroadaptativa a prolongada inibicio dos mesmos durante a exposi¢cdo ao
etanol no periodo gestacional (Lovinger et al., 1990; Helfer et al., 2014). Ja foi
monstrado que este aumento pode persistir durante a adolescéncia até a vida
adulta na auséncia do etanol (Garth A. Hargreaves et al., 2009). Investigamos os
efeitos na subunidade NR1 devido a resultados anteriores que demonstraram
alteracdo no mRNA dessa subunidade apds a exposicao pré-natal (Naassila &
Daoust, 2002); mas as subunidades NR2A and NR2B também sao importantes e
merecem ser investigadas futuramente, uma vez que estdo associadas a indugdo
da memoéria de longa duragido (Tang et al,, 1999). E importante ressaltar que o
etanol é capaz de alterar a fungdo e expressao dos NMDAR de forma distinta em
diferentes regides cerebrais alterando a composicdo das subunidades desse
canal (Ron, 2004).

Em modelos animais foi observado que a liberacdo e a captacao do
glutamato podem variar conforme o padrdao de consumo de alcool. Ja foi
monstrado que a exposicdo crdonica ao etanol, mesmo sob doses moderadas,
aumenta a liberacdo de glutamato no hipocampo, mas ndo necessariamente
altera a captacgdo do glutamato extracelular (Chefer et al,, 2011). Por outro lado,
o tratamento agudo com etanol mostrou aumento da captagdo de glutamato
(Moykkynen & Korpi, 2012). O presente trabalho agrega a evidéncia de que a
exposicao pré-natal ao etanol, sob doses moderadas, diminui a captacdo de
glutamato no hipocampo dos filhotes no periodo da adolescéncia, sugerindo uma
maior vulnerabilidade do sistema glutamatérgico hipocampal durante o

desenvolvimento ap0s tratamento pré-natal com etanol. O efeito ansiolitico

observado no comportamento dos animais do grupo MPAE poderia estar, em
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parte, associado ao efeito da diminuicdo da capta¢do de glutamato, uma vez que
ja foi mostrado que algumas substancias, como a clozapina e alstonina
(antipsicoticos), diminuem a captacdo do glutamato e apresentam comprovados
efeitos ansioliticos (Herrmann et al.,, 2012).

A fim de investigar com maiores detalhes a diminuicdo da captacdo de
glutamato, noés quantificamos o conteudo hipocampal dos principais
transportadores glutamatérgicos, EAAT 1 (GLAST) e EAAT 2 (GLT-1), expressos
em astrocitos no SNC e que controlam os niveis de glutamato extracelular (Levy
et al., 1998). Estudos mostram que a exposicdo aguda sob altas doses de etanol
causa ndo s6 o aumento da expressdo desses transportadores, mas também um
aumento na captacao de glutamato (Zink et al., 2011; Shigeri et al.,, 2004). No
entanto, durante a abstinéncia parece haver uma diminui¢do na expressao dos
transportadores (Abulseoud et al,, 2014).

Os nossos dados revelaram que a administracdo pré-natal sob doses
moderadas de etanol ocasionou uma reducao na expressao dos transportadores
EAAT 1, no grupo MPAE , sugerindo que esta diminuicdo pode estar associada a
diminuicdo da capta¢do de glutamato. Entretanto, observamos um aumento da
expressao dos transportadores EAAT 2 para este mesmo grupo. Similarmente,
Melendez e colaboradores mostraram que a administracdo cronica (sete dias) de
etanol sob dose moderada levou a uma diminuicdo na capta¢do de glutamato no
nucleo accumbens, mas ndo na expressdo dos transportadores glutamatérgicos
gliais, sugerindo que o fato de alterar a captacdo de glutamato, ndo esta,
necessariamente, associado a alteracdes no conteudo dos transportadores
(Melendez et al., 2005). Ressaltamos ainda que o resultado do aumento da

expressao do transportador EAAT 2 revelado pela técnica de eletroforese revela

82



um aumento no conteudo total do tecido hipocampal e ndo um aumento
especifico do transportador na membrana celular. Além disso, existem diferentes
fatores metodologicos que podem levar a variagdes nesses resultados, incluindo
diferengas na regido cerebral estudada e o tipo de modelo animal utilizado.
Estudos sobre a expressdo génica que demonstrem a viabilidade funcional ou de
modificagdes pos-translacionais desses transportadores na membrana sdo
necessarios para obtencao de resultados conclusivos.

Os efeitos do etanol podem variar de acordo com a dose administrada. A
fim de testar a hipotese de que a reducdo na captagao de glutamato encontrada
no grupo MPAE estaria associada a dose administrada, realizamos um
tratamento in vitro com fatias hipocampais de ratos naive e comparamos com as
fatias hipocampais dos filhotes do grupo MPAE. Aplicamos diferentes doses de
etanol (exposicao aguda a 5 mM, 50mM e 500mM) e avaliamos a captacdo de
glutamato. Observamos uma diminuicao significativa da captacao de glutamato
nas fatias dos ratos naive apenas na dose mais alta (500 mM) de etanol. No
entanto, no grupo MPAE a captacdo de glutamato foi reduzida tanto na
concentracdo de 50 mM quanto na de 500 mM de etanol. Esse resultado nos
remete a questionar a vulnerabilidade do sistema glutamatérgico a toxicidade do
etanol no periodo do desenvolvimento hipocampal (Fletcher & Shain, 1993; Tsuji
et al.,, 2008). Pesquisas mostram que a exposi¢do pré-natal e também perinatal
(DPN 1-8) ao etanol leva a alteragdes hipocampais que perduram até a vida
adulta, inluindo déficit no aprendizado e desregulacdo na expressao de genes de
proteinas como EAAT1, NR2A, NR2B (Zink et al., 2011; Zink et al., 2004). Ou seja,
o etanol é capaz de interferir no desenvolvimento, prejudicando e alterando o

sistema glutamatérgico de forma que os efeitos perdurem até a adolescéncia.
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Visto que a diminuicdo da captagdo pode aumentar a concentracao de glutamato
extracelular e levar a neurotoxicidade, parece que os filhotes expostos ao etanol
na gestacdo apresentam uma maior vulnerabilidade a essa toxicidade.

Essa vulnerabilidade hipocampal nos filhotes expostos ao etanol durante
o desenvolvimento também esta presente em nossos resultados em relacao as
defesas antioxidantes, uma vez que observamos uma diminui¢ao no contetudo de
GSH hipocampal nos filhotes submetidos ao modelo. A GSH é o antioxidante
enddégeno ndo-enzimatico mais importante e essencial na detoxificacao das ERO
no SNC, principalmente nos astrdcitos (Halliwell, 2006). A diminui¢do no
conteudo de GSH pode estar correlacionada com a diminuicdo da captacao do
glutamato, uma vez que o glutamato é um dos trés aminoacidos que compoe o
tripeptideo glutationa (glicina, cisteina e glutamato). Além disso, a diminuicdo
pode também estar associada ao prejuizo que etanol pode causar no sistema da
glutationa peroxidase (Sistema GPx), uma vez que niveis diminuidos de GSH
intracelular tem sido correlacionados com aumento do estresse oxidativo apds a
exposicao pré-natal ao etanol (Browne & Armstrong, 1998; Zadak et al., 2009).
Esse processo leva ao aumento de ERO e a diminuicdo dos niveis das defesas
antioxidantes (GSH), causando um desequilibrio redox que pode resultar em
oxidacao protéica, peroxidacao de lipidios e dano no DNA (Brocardo et al., 2011).
Assim, a exposicdo pré e pos-natal (DPN 1-7, equivalente ao terceiro trimestre
gestacional em humanos) ao etanol parece aumentar o estresse oxidativo
durante o desenvolvimento. Esses efeitos podem perdurar até a vida adulta, pela
ineficiéncia do sistema de defesa antioxidante de reparar o dano apds a
toxicidade (Kumral et al., 2005; Smith et al, 2005). Juntos, os dados da

diminuicao da GSH e da captac¢do de glutamato, apds o tratamento pré-natal com
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etanol, nos mostram uma maior vulnerabilidade aos efeitos toxicos do etanol
tanto no sistema glutamatérgico como na resposta ao estresse oxidativo, sendo
que esses efeitos podem permanecer até a adolescéncia.

Resultados recentes do nosso laboratério mostraram que a captag¢do de
glutamato diminui ap6s a administracdo intraperitoneal de lipopolissacarideo
(LPS) no ultimo trimestre gestacional (Souza DF.,, et al, dados nao publicados).
Sabe-se que a exposicao cronica ao etanol pode levar a uma resposta
neuroinflamatoéria ativando as células astrogliais (Loureiro et al., 2012). O LPS é
um componente da parede celular de bactérias gram-negativas e tem sido
amplamente utilizado na pesquisa a fim de estimular a resposta inflamatoria no
SNC (Hauss-Wegrzyniak et al., 1998). A fim de testar se a vulnerabilidade a
toxicidade do etanol na captagao de glutamato poderia estar associada a resposta
inflamatéria durante o desenvolvimento, uma hora apds a exposicao aguda de
LPS realizamos o ensaio da captacdo de glutamato. Nossos resultados mostraram
que a captacao de glutamato reduziu nas fatias hipocampais do grupo MPAE e do
grupo veiculo ap0s o tratamento com LPS, quando comparado ao grupo controle.
Esse resultado mostra novamente a maior vulnerabilidade dos animais
submetidos ao modelo apés um desafio neuroinflamatoério (LPS). Curiosamente,
o grupo veiculo também mostrou uma reducao significativa da captacdo de
glutamato quando comparado ao grupo controle e sera discutido no final desta
secao.

A vulnerabilidade a toxicidade do etanol atinge diretamente os astrocitos,
que respondem através da ativacdo ou alteracdo de marcadores astrogliais
especificos, (Rutka et al, 1997). A GFAP é uma proteina utilizada como um

marcador especifico da resposta dos astrocitos apos exposicdo a substancias
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toxicas (Dalcik et al., 2009). Estudos que utilizam modelos de exposi¢cdo aguda
(binge) ao etanol, mostram astrogliose (Goodlett et al., 1993), ao passo que
modelos de exposicao pré-natal ao etanol mostram redu¢do da GFAP e de seu
mRNA (Vallés et al, 1996), ainda que esses resultados sejam controversos na
literatura em funcao da dose e padrdo de administracao (Franke et al., 1997).
Nossos resultados mostraram uma reducdo consideravel no conteido de GFAP
somente para o grupo MPAE quando o tecido hipocampal foi analisado pelo
método de ELISA. No entanto, quando analisada somente a regiao CA1l do
hipocampo pelo método de imunoistoquimica, encontramos um aumento de
GFAP. Conforme resultados encontrados em trabalhos anteriores, os efeitos do
etanol no SNC em desenvolvimento ndo sao uniformes, sendo que algumas
regides podem ser mais afetadas que outras (Eckardt et al, 1998). E ainda,
dentro da mesma estrutura cerebral, diferentes resultados podem ser
encontrados para regides especificas distintas (Valenzuela et al., 2012). Esses
resultados chamam a atencao para as diferencas dos efeitos do etanol de acordo
com o estagio do desenvolvimento, uma vez que o mesmo tratamento afetou de
forma distinta diferentes regides do hipocampo. No ultimo estagio de
diferenciacdo neuronal, as células comegam a expressar proteinas tipicamente
presentes em neurdnios maduros, como o NeuN, uma proteina nuclear especifica
dos neuronios. Nossos resultados mostraram que essa proteina neuronal nao foi
alterada, sugerindo que o numero total de neurdonios maduros ndo é diferente
entre os grupos apos o tratamento pré-natal sob dose moderada de etanol.

A GFAP é um dos alvos da proteina S100B, uma vez que a modulagdo do
citoesqueleto e a regulacao do crescimento e diferenciacdo celular sdo papéis

exercidos pela S100B (Sen & Belli, 2007). Além disso, esta proteina tem exercido
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um papel de marcador de dano em doencas neuropsiquiatricas, podendo ser
utilizada como um parametro de ativacdo astroglial ou de morte celular (Leite et
al., 2006). Nosso estudo mostrou um aumento no conteudo de S100B no LCR.
Esse aumento pode sugerir um sinal de dano, mas também pode ser uma
resposta do astrocito a toxicidade do etanol, numa tentativa de proteger as
células. Interessantemente, houve um aumento de S100B no conteudo
hipocampal, mas ndo em GFAP, no grupo veiculo. Variaveis que poderiam
contribuir para o resultado de aumento da expressdo de S100B no grupo veiculo,
como estresse pré-natal (Barros et al., 2006) ou dieta rica em calorias durante o
periodo pré-natal e lactacdo (Wright et al,, 2011), devem ser desconsideradas, a
medida que o modelo animal utilizado ndo causou estresse aos animais e a
quantidade de calorias ingeridas através da cerveja sem alcool foi limitada
durante todo o tratamento.

Por fim, cabe comentar que o grupo veiculo apresentou alguns resultados
curiosos, uma vez que o esperado era que acompanhasse os efeitos do grupo
controle. Foram observadas altera¢des para este grupo, ndo s6 na expressao de
S100B, mas também no conteudo de GSH e na capatacdo de glutamato apds
exposicao ao LPS, além desse grupo ter apresentado dificuldades para aprender
a tarefa PMDAT. Esses resultados sugerem um efeito ndo sé6 do etanol, mas
também da propria cerveja sem alcool, sendo importante analisar futuramente
os componentes desse tipo de cerveja. E importante lembrar que em outros
estudos que utilizaram o modelo da cerveja sem alcool ndo houve diferenca
entre o grupo veiculo e o grupo controle para palatabilidade e quantidade de
cerveja ingerida (Samson et al., 1996; McGregor et al, 1999), porém poucos

trabalhos usaram este modelo para exposi¢cdo pré-natal, indicando que talvez
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existam diferencas quando a cerveja é administrada in utero (Lancaster et al,,
1987; Lancaster & Spiegel, 1992). Ainda, componentes da prépria cerveja sem
alcool podem também serem os responsaveis pelos efeitos observados. Um
estudo realizado por Lancaster e colaboradores utilizou este modelo durante o
periodo pré-natal e também observou efeitos inesperados com a cerveja sem
alcool. Os animais apresentaram hipoglicemia e diferenca no tamanho do figado
no periodo perinatal. Os autores suspeitam que este tipo de bebida possa conter
compostos como chumbo, nitrosaminas, fitoestrégenos e inclusive quantidades
pequenas de etanol que poderiam interferir nos resultados obtidos (Lancaster &
Spiegel, 1992). Portanto, mais estudos sdao necessarios a fim de determinar a
natureza dos componentes, uma vez que a cerveja (Liber) utilizada nesses
experimentos ndo foi testada para determinag¢do de seus compostos quimicos e

congéneres.

4 Limitagoes e Consideragoes Finais

Esta tese procurou avaliar parametros gliais e comportamentais de
filhotes adolescentes machos apds a exposicao pré e pods-natal ao alcool. No
entanto, é importante lembrar que modelos animais apresentam limitagdes,
embora tentem mimetizar os efeitos da exposicdo ao alcool durante a gestacdo
em humanos, os padrdes de consumo nem sempre podem ser extrapolados com

grande fidedignidade.

Este trabalho utilizou-se de um modelo de exposicao pré-natal a uma
solucdo alcodlica por ingestdo oral de livre-escolha sob uma dose moderada que

ndo causou intoxicac¢ao, estresse ou interferiu na dieta nutricional das ratas maes
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(Griffin, 2014). Ao optar pelas 24h de acesso a solucao alcodlica é importante
controlar a quantidade diaria ingerida a fim de estabelecer a dose a ser
administrada. No entanto, é dificil estabelecer com fidedignidade a CAS ao longo
das 24h, diferentemente de quando o acesso é limitado a 1 hora de exposicao,

pois consegue-se melhor precisar o pico da CAS apos este determinado tempo.

Outro fator limitante neste modelo foi a propria cerveja sem alcool (Liber
- Ambev) utilizada como veiculo para a administracdo pré-natal do etanol. Ao
mesmo tempo que conferiu maior palatabilidade e adesao do animal ao consumo
voluntario, apresentou também efeitos adversos inesperados na analise de
alguns dos parametros investigados. Sobretudo, faz um alerta para que gestantes

tenham cuidado ao ingerir cerveja sem alcool durante periodo gestacional.
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5 Conclusoes

Os resultados obtidos nessa tese mostram que o SNC passa por varios
estagios de desenvolvimento, sendo particularmente vulneravel a agentes
toxicos, como o etanol. No entanto, a dose e o padrdo da exposi¢do nesse periodo
sdo variaveis fundamentais que caracterizam os efeitos a serem encontrados. A
exposicao cronica a doses moderadas de etanol durante a gestacdo alcanga CAS
nas ratas maies inferior as encontradas em modelos animais de SAF, e ainda

assim, foi capaz de causar efeitos tanto comportamentais como gliais.

Em termos de cognicdo e comportamento, o modelo ndo afetou a
memoria de curta duracao, mas evidenciou uma diminuicdo da ansiedade nos
ratos adolescentes machos expostos ao etanol no periodo pré-natal, diferente
dos efeitos sedativos e euforizantes do alcool. Tal resultado sugere que este
efeito esteja associado a um aumento no comportamento de risco, tipico do
periodo da adolescéncia, no qual a tomada de decisao, a impulsividade e o risco a

abuso e dependéncia de drogas sdao mais exarcebados.

Considerando os parametros gliais investigados, o modelo foi capaz de
provocar uma resposta astroglial, mesmo sob uma dose moderada de etanol,
causando alteracdes astrociticas, tanto na morfologia, visto com a alteracdo na
GFAP, como na funcdo, observado com a alteracao da S100B. A captacdo do
glutamato diminuida mostrou a vulnerabilidade do sistema glutamatérgico
frente ao etanol durante o desenvolvimento. Alteracdes no conteido de GSH
sugere dano oxidativo que pode levar a prejuizos na integridade celular e

alteracdes genéticas.
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E importante ressaltar que quando falamos em periodo gestacional,
mesmo doses moderadas devem ser evitadas, uma vez que etanol é capaz de
interferir diretamente no desenvolvimento do feto. Estudos mostram que
quantidades moderadas de bebida alcoolica apresentam uma melhora e até
protecdo em doencas cardiacas (Krenz & Korthuis, 2012; Kondo, 2004), no

entanto, o caso ndo se aplica para a exposicao pré-natal.

As intervencdes terapéuticas necessitam de progresso no entendimento
dos mecanismos e efeitos do etanol no SNC. Entender como a exposi¢ao pré-natal
ao alcool interfere no desenvolvimento causando danos bioquimicos e
comportamentais é de fundamental importancia médica e econdémica. Os alvos
moleculares do SNC em desenvolvimento que sustentam os efeitos deletérios da
ingestdo moderada de etanol sdo ainda desconhecidos e ndo existe tratamento
especifico disponivel para sindromes alcoolicas fetais. De fato, € melhor evitar a
ingestdo de alcool na gestacdo e amamentacdo, visto que mesmo doses
moderadas podem causar alteracdes em diferentes parametros no SNC em
desenvolvimento. Profissionais da saude devem estar atentos aos impactos do

etanol durante a gestacdo a fim de alertar sobre os possiveis danos.
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6 Perspectivas

Sugerimos como investigacdes futuras:

= Avaliar o comportamento impulsivo, a tomada de decisdo e também a
atengdo apos o tratamento pré-natal sob doses moderadas de alcool.

= Avaliar outras estruturas cerebrais, como o cortex frontal e nucleo
acumbens.

= Avaliar o dano oxidativo apds a exposi¢do ao etanol sob dose moderada,
através da medida da atividade de enzimas como a SOD e a Catalase.

= Investigar a ocorréncia de alteracoes em BDNF (fator neurotrofico
derivado do encéfalo) apos tratamento pré-natal sob doses moderadas.

= A quantificacdo das subunidades NR2A e NR2B dos receptores NMDA
também sao importantes, visto que este receptor é o principal alvo de
acdo do etanol e essas subunidades estao correlacionadas ao processo de
memoria e aprendizagem.

= Avaliar os efeitos da exposicao pré-natal sob doses moderadas de etanol

em filhotes fémeas.
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