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RESUMO

Introducgdo: A exposi¢do pré-natal ao alcool (PAE, do inglés prenatal
alcohol exposure) é reconhecida como a causa evitavel mais comum de
deficiéncia mental no mundo ocidental, podendo levar ao
desenvolvimento do Espectro de Desordens do Alcoolismo Fetal (FASD,
do inglés Fetal Alcohol Spectrum Disorders), um termo abrangente que
inclui uma gama de efeitos adversos no desenvolvimento do feto,
incluindo deficiéncias no crescimento, malformacgdes congénitas,
distarbios neuropsiquiatricos e perturbaces mentais. O diagnostico de
FASD ainda é bastante complicado de ser realizado, muitas vezes as maes
ndo admitem ou ndo se lembram dos habitos durante a gestacdo, e,
normalmente, os transtornos do desenvolvimento caracteristicos de PAE
s0 sdo percebidos mais tarde na vida, em geral quando as criancas ja estdo
em idade escolar. Neste sentido o uso de modelos animais é
particularmente importante porque possibilita controlar multiplas
variaveis, tais como o padrdo de exposicdo ao alcool; o tempo de
exposicdo durante o periodo de desenvolvimento cerebral em que ocorre
a administracdo do alcool; a quantidade de &lcool a que o feto esta
exposto; os niveis de estresse sofridos pela mae durante o periodo de
exposicao e a restricdo caldrica que vem normalmente acompanhada com
o0 consumo de alcool. Objetivos: Verificar quais sdo 0os modelos animais
mais comumente utilizados nos estudos com FASD; analisar as possiveis
vantagens e desvantagens de cada modelo animal para este tipo de
pesquisa. Metodologia: Os dados foram coletados através de uma revisao
sistematica da literatura dos artigos publicados nos Gltimos 15 anos e
seguiu as recomendagdes do guia “Principais Itens para Relatar Revisdes
sistematicas e Meta-analises” (PRISMA). A busca nas bases de dados
Pubmed e Science Direct foi realizada entre os dias 14 e 16 de Margo de
2017. Na busca foram utilizados o0s seguintes termos/descritores, em
lingua inglesa: prenatal alcohol exposure; prenatal ethanol exposure;
fetal alcohol exposure; fetal alcohol syndrome e fetal alcohol spectrum
disorders; combinados com o termo/descritor animal models através do
operador booleano “and”, no titulo e/ou resumo. Resultados: A busca
resultou em 1.246 artigos, e ap6s utilizar os critérios de inclusdo e
exclusdo definidos previamente, foram selecionados e incluidos 107
artigos. Dentre os modelos animais utilizando roedores foram
encontrados 75 trabalhos utilizando ratos, 24 utilizando camundongos e
8 utilizando cobaias. Dentre os periodos de administracdo, 7 trabalhos
realizaram a exposicao fetal ao alcool no 1° trimestre equivalente; 10 no



2° trimestre equivalente; 55 no 3° trimestre; 26 forneceram &lcool ao
longo dos dois primeiros trimestres (1°+2°) e 22 ao longo dos 3 trimestres
equivalentes de forma continua. Dentre as diferentes vias de
administragdo, 5 pesquisas utilizaram o modelo de “agua de beber”; 9
usaram “camaras de inalagdo de vapor”; 5 pesquisas usaram o meio de
criacdo artificial com implantacdo de cénula gastrica; 6 trabalhos
utilizaram o paradigma de “consumo voluntario”; 11 usaram “dieta
liquida™; 2 pesquisas mesclaram duas vias de administragdo no mesmo
estudo; 12 artigos utilizaram injecdo intraperitoneal e 5 usaram injecédo
subcutdnea; 43 estudos administraram alcool por “intubagio
intragastrica”; 8 usaram o método de “administracdo oral” e apenas um
usou o “paradigma das duas garrafas”. Dentre as 107 pesquisas analisadas
nesta revisao sistematica, 32 utilizaram algum tipo de tratamento ou
intervencdo contra os efeitos do alcool. Concluséo: Cada modelo animal
de PAE tem vantagens e desvantagens, o conhecimento de cada um destes
modelos e a definicdo dos objetivos do estudo proposto devem ser
previamente definidos para que o modelo mais adequado possa ser
selecionado.

Palavras-chave: Exposicéo fetal ao alcool. FASD.
Neurodesenvolvimento. Modelos animais. Revisdo sistematica.






ABSTRACT

Introduction: Prenatal exposure to alcohol (PAE) is recognized as the
most common avoidable cause of mental disability in the Western world,
and may lead to the development of the Fetal Alcohol Disorder Spectrum
(FASD), a comprehensive term that includes a range of adverse effects on
fetal development, including growth deficiencies, congenital
malformations, neuropsychiatric and mental disorders. The diagnosis of
FASD is still quite complicated to achieve, mothers often do not or do not
recall gestational habits, and usually, developmental disorders
characteristic of ECPs are only noticed later in life, Children are already
of school age. For this reason, the use of animal models to study FASD is
particularly important because it allows controlling multiple variables,
such as the pattern of exposure to alcohol; The time of exposure during
the period of brain development in which the administration of alcohol
occurs; The amount of alcohol to which the fetus is exposed; The stress
levels experienced by the mother during the exposure period, and the
calorie restriction that is usually accompanied by alcohol consumption.
Objectives: To verify which animal models are most commonly used in
FASD studies and to analyze the possible advantages and disadvantages
of each animal model for this type of research. Methodology: A
systematic review of English-language articles published in the last 15
years was conducted by following the recommendations of the guide
"Main Items for Reporting Systematic Reviews and Meta-analyzes"
(PRISMA\). A broad search of PubMed and Science direct was carried out
from March 14 to 16, 2017. The following terms/descriptors were used in
the search: prenatal alcohol exposure; Prenatal ethanol exposure; Fetal
alcohol exposure; Fetal alcohol syndrome and fetal alcohol spectrum
disorders; Combined with the term/descriptor animal models through the
boolean operator "and" in the title and/or summary. Results: The search
resulted in 1,246 articles, and after using previously defined inclusion and
exclusion criteria, 107 articles were selected. Among the animal models
using rodents were found 75 studies using rats, 24 using mice and 8 using
guinea pigs. Among the administration periods, 7 studies used fetal
exposure to alcohol in the 1st trimester; 10 in the 2nd trimester equivalent;
55 in the 3rd trimester; 26 provided alcohol during the first two trimesters
(1st + 2nd) and 22 during the 3 consecutive trimesters equivalent. Among
the different administration routes, 5 studies used the "drinking water"
model; 9 used "vapor inhalation™; 5 studies used the “artificial rearing
model”; 6 studies used the paradigm of "voluntary consumption"; 11 used
"liquid diet"; 2 studies used two routes of administration in the same



study; 12 articles used intraperitoneal injection and 5 used subcutaneous
injection; 43 studies administered alcohol for "intragastric intubation™; 8
used the "oral administration” method and only one study used the "two
bottle paradigm". Of the 107 studies found in this systematic review, 32
used some type of treatment or intervention to counteract alcohol effects.
Conclusion: Each animal model of PAE has advantages and
disadvantages and the knowledge of the pros and cons of each animal
model and the clear definition of the objectives of the proposed study
must be previously defined so that the most appropriate model is chosen.

Keywords: Fetal exposure to alcohol. FASD. Neurodevelopment.
Animal models. Systematic review.
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1 INTRODUCAO
1.1 0 CONSUMO DE ALCOOL DURANTE A GRAVIDEZ

A producdo e o consumo de bebidas alcodlicas, cujas moléculas
ativas sdo denominadas etanol (EtOH), estdo presentes na histdria da
humanidade hd milénios, podendo ser atribuidos a fins ritualisticos,
religiosos, festivos, dentre outros aspectos culturais em diferentes
populagdes (WHO, 2014). Calhoun e Warren (2007) apresentam em sua
revisdo, que a ingestdo de alcool por mulheres gestantes e os potenciais
defeitos congénitos resultantes deste comportamento sao relatados desde
a Roma Antiga, destacando que, embora a associagdo entre consumo de
alcool materno e malformagfes na prole tenham sido publicados pela
primeira vez em 1973 por Jones e Smith (JONES E SMITH, 1973), é
encontrado em uma antiga crenca greco romana que a intoxicacao
alcodlica no momento da procriacdo resulta no nascimento de uma
crianca danificada. Enfatizam ainda a seguinte frase de Aristoteles: “As
mulheres tolas, embriagadas e despreocupadas, produzem, na maioria das
vezes, filhos como elas, morosos e languidos”.

Por ser legalizado para consumo e comercializagdo, o alcool,
juntamente com a nicotina, sdo as drogas de abuso mais utilizadas no
mundo (DANI & HARRI, 2005). Segundo o Relatério Global sobre
Alcool e Satde, publicado em 2014 pela Organizagio Mundial da Sadde
(OMG), estima-se que no Brasil o consumo total de alcool por ano por
pessoa seja 8,7L, considerado superior a média mundial que fica em torno
de 6,2 L. Dentre os homens o consumo fica em torno de 13,6L por ano e
as mulheres bebem uma média de 4,2L anuais. O documento destaca
ainda que as mulheres podem ser mais vulneraveis a determinados niveis
e padrdes de consumo de bebidas alcodlicas por questdes hormonais,
fisiolégicas e metabdlicas bastante especificas ao sexo feminino
(MANCINELLI et al., 2006; WHO, 2014), sendo isto um grande
problema de salde publica, porque o uso de alcool entre o publico
feminino vem aumentando de forma constante e paralela ao
desenvolvimento econdmico e as mudangas dos papéis de género na
sociedade, podendo levar a graves consequéncias, tanto para a bebedora
quanto para filhos que foram expostos a bebida in utero (WHO, 2014).

A exposicgao pré-natal ao alcool (PAE, do inglés Prenatal Alcohol
Exposure) é reconhecida como a causa evitdvel mais comum de
deficiéncia mental no mundo ocidental, podendo levar a uma gama de
efeitos adversos no desenvolvimento do feto, incluindo deficiéncias no
crescimento (altura e peso), malformacBes congénitas, distdrbios



26

neuropsiquiatricos e perturbagdes mentais (como deficiéncias
neurocomportamentais e/ou de aprendizagem), suscetiveis de ter
implicacdes ao longo da vida (POPOVA et al, 2013). O periodo de
exposicdo, a dose consumida e a variabilidade genética podem refletir no
quanto o etanol influencia no desenvolvimento fetal (DORRIE et al,
2014). Estas caracteristicas levaram ao estabelecimento do termo
Espectro de Desordens do Alcoolismo Fetal (FASD, do inglés Fetal
Alcohol Spectrum Disorders) sendo adotado para qualquer alteracéo que
resulte de PAE (JONES et al, 1973).

O termo FASD engloba criancas que apresentam diferentes graus
de efeitos adversos resultantes do consumo de alcool durante a gestacao,
incluindo:

« Defeitos Congeénitos Relacionados com o Alcool (ARBD, do
inglés Alcohol-Related Birth Defects), que se caracteriza principalmente
por malformacdes primeiramente fisicas;

e Desordens Neuroldgicas Relacionadas com o Alcool (ARND, do
inglés  Alcohol-Related  Neurological Disorders), abrangendo
principalmente deficiéncias neurocomportamentais;

¢ Sindrome Alcoolica Fetal (SAF), considerada a mais grave
manifestacdo de PAE e ocorrendo mediante consumo crénico de altas
doses de alcool, tendo critérios diagnosticos especificos que incluem
retardo no crescimento, dismorfologias faciais caracteristicas (figura 1) e
alteracdes no SNC como anormalidades neuroldgicas, atraso no
desenvolvimento e deficiéncias intelectuais;

eSindrome Alcodlica Fetal parcial (pSAF), que inclui algumas,
mas ndo todas, as caracteristicas diagnésticas de SAF (JONES E SMITH,
1973; JONES et al, 1973; HELLEMANS et al, 2010).

Figura 1 — Caracteristicas faciais da Sindrome Alcodlica Fetal (SAF)

Osso nasal mais raso Prega epicantica

Pequenas anormalidades na orelha Fissura palpebral pequena
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Micrognatia Labio superior fino

Fonte: Murawski et al, 2015. Adaptado para o portugués.
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Muitos paises ndo tem uma recomendacao clara sobre a abstinéncia
de alcool durante a gestacdo, podendo tornar essa informagdo confusa
para as mulheres, as quais podem continuar “bebendo socialmente”
durante a gestacdo (BROLESE et al., 2014). Pesquisas mostram que de
10 a 20% das mulheres gravidas na América do Norte consomem alcool
no periodo de gravidez, 40% no Uruguai e mais de 50% em algumas
partes da Italia (BROLESE et al., 2014). Estima-se que o uso de qualquer
tipo de bebida alcodlica durante a gestacdo seja em torno de 12%
(FLOYD etal., 2009) e que a incidéncia de FASD atinja cerca de 5% dos
nascidos vivos por ano nos Estados Unidos (EUA) (MAY et al., 2009;
CDC, 2014), e que sua forma mais grave (SAF) afete 1% deste total
(CDC, 2014). No Brasil, estima-se que possam surgir entre 3.000 a 9.000
novos casos por ano de desordens relacionadas & exposicgao ao alcool ao
longo do desenvolvimento, com prevaléncia de SAF atingindo em torno
de 1:1000 nascidos vivos (GRINFELD et al., 1999), podendo estes dados
estarem bastante subestimados, devido as dificuldades diagndsticas e a
ndo informag&o, por parte das mées, do possivel consumo neste periodo
(GARCIA et al., 2007).

A exposicdo ao alcool durante o desenvolvimento tem
demonstrado causar multiplos efeitos dependentes da dose na estrutura e
fungdo do SNC (tanto em humanos quanto em modelos animais), sendo
gue a extensdo do dano é dependente do padrdo e da cronicidade da
exposicdo, bem como dos estagios do desenvolvimento em que ocorre
(RILEY & MCGEE, 2005). O momento de exposi¢do ao etanol pode ser
um fator determinante para a magnitude e gravidade dos sinais e sintomas
observados em FASD (BROCARDO et al., 2017). Durante o primeiro
trimestre da gestacdo humana, a exposicdo ao etanol pode modificar o
desenvolvimento normal do tubo e da crista neural, levando a
microcefalia (MILLER, 1996), malformagdes oculares (STROMLAND,
2004) e adismorfologia facial caracteristica de SAF (SULIK et al., 1981).
Durante o segundo trimestre, afeta a proliferacdo de precursores
neuronais e a formacao de células gliais radiais, levando a uma migracédo
neuronal anormal (ROBERTSON et al., 1993; ARONNE et al., 2011).
Por fim, durante o terceiro trimestre, a exposi¢do ao alcool pode aumentar
a morte celular, comprometer a sinaptogénese e levar a déficits
persistentes na plasticidade neuronal (MOULDER et al., 2002;
ISAYAMA et al., 2009).

Pesquisas indicam que um padrdo de consumo pesado, aqui
denominado como “porre” ou “bebedeira” (5 ou mais doses em um tnico
episodio), estd associado ao desenvolvimento de SAF (CLARREN &
SMITH, 1978; JONES & SMITH, 1973), enquanto outras mostram que
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mesmo um consumo considerado moderado (1 a 2 doses por dia) esta, em
alguns individuos, associado a déficits cognitivos e comportamentais,
frequentemente revelados apenas em condi¢cdes estressantes ou
desafiadoras (STREISSGUTH et al., 1999).

Ethen e colaboradores (2009) relataram que algumas mulheres
gravidas se abstém durante os dois primeiros trimestres da gravidez e
comegam a beber durante o terceiro trimestre, quando pode ser assumido
de forma errbnea que € seguro beber porque processos-chave de
desenvolvimento estdo completos. No entanto, os circuitos neuronais
sofrem significativa diferenciagdo e refinamento durante este periodo, o
gue pode torna-los particularmente suscetiveis aos efeitos do alcool
(BACULIS et al., 2015). Em pesquisas com animais, a exposi¢ao ao
alcool de maneira restrita a algum dos periodos equivalentes ao
desenvolvimento cerebral humano (1°, 2° ou 3° trimestre) mostrou ter
consequéncias em longo prazo no cérebro adulto por desregulacéo do seu
estado redox (BROCARDO et al, 2011). Mesmo um (nico episodio de
exposicdo ao alcool, na janela temporal relacionada ao terceiro trimestre
em humanos, com uma quantidade elevada de alcool (6 g/kg) leva a
importantes perdas de células de Purkinje no cerebelo (LEE et al., 2008);
e com uma quantidade de 4,4 g/kg, pode levar a importantes perdas
neuronais e microcefalia em organismos geneticamente suscetiveis, neste
caso camundongos nNOS-/- (geneticamente deficientes para 6xido nitrico
sintase) (LICONA et al., 2009). Juntos estes dados suportam a afirmagédo
de que ndo ha um periodo seguro de consumir &lcool durante a gestacdo
e que mulheres gravidas devem se abster deste tipo de substancia.

1.2 MODELOS ANIMAIS DE EXPOSICAO AO ALCOOL

Segundo as normativas do Conselho Nacional de Controle e
Experimentagdo Animal (CONCEA, 2016), modelos animais
possibilitam compreender mecanismos subjacentes a doencas, podendo
ser utilizados na investigacdo da fisiologia celular, estruturas teciduais e
organicas, bem como avaliar a integracdo de 6rgdos e sistemas com o
organismo em questdo ou outro com estrutura similar. O mesmo
documento destaca ainda que estudos com necessidades de utilizar
animais no periodo de reprodugdo/gestacdo visando determinar o
potencial teratogénico de determinada substancia, resultando em
anomalias congénitas, sempre que possivel devem optar por protocolos
de uma geragdo com extensdo de observagfes, no intuito de diminuir o
nimero de animais incluidos nos estudos (aplicando o principio da
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Reducdo, incluido nos principios dos 3Rs, do inglés replacement,
reduction, refinement).

Diferente de pesquisas que observam transtornos com sintomas e
condigdes patologicas bem definidas, FASD pode ser influenciado por
muitos fatores como condi¢des socioeconémicas, padrdo e periodo de
consumo do alcool, dieta materna, fatores genéticos, dentre outros
(ETHEN et al., 2009; BROCARDO et al., 2011; PATTEN et al., 2014).
Neste sentido o uso de modelos animais é particularmente importante
porque possibilita controlar uma gama de mdltiplas variaveis, tais como
0 padrdo de exposicdo ao alcool (cronico, agudo ou compulsivo); o tempo
de exposicdo durante o periodo de desenvolvimento cerebral em que
ocorre a administracdo do alcool; a quantidade de alcool a que o feto esta
exposto; os niveis de estresse sofridos pela mae durante o periodo de
exposicao e a restricao caldrica que vem normalmente acompanhada com
0 consumo de alcool (BROCARDO et al., 2011).

1.2.1 Como modelar FASD em roedores

O grupo dos roedores compreendem 0s animais mais comumente
utilizados nas pesquisas com FASD, pois sdo ideais para explorar
guestdes de ciéncia basica relacionadas a biologia molecular, plasticidade
sinaptica, comportamento e cognicdo (GIL-MOHAPEL et al., 2010). Os
roedores utilizados neste tipo de estudo costumam ser rato (Rattus
norvegicus), camundongo (Mus musculus) e cobaia (Cavia porcellus) —
popularmente conhecido como “porquinho-da-india”. No entanto, o
periodo gestacional destes animais é bem menor do que uma gravidez
humana, sendo que em ratos e camundongos varia entre 18 e 23 dias, €
em cobaias alcanca 68 dias. Desta forma é relevante conhecer e considerar
gue uma quantidade importante do desenvolvimento cerebral destes
organismos ocorre seguindo o nascimento (de particular interesse para
pesquisas com ratos e camundongos). O desenvolvimento do cérebro
nestes organismos pode ser divido em fragdes equivalentes aos 3
trimestres da gestacdo humana. Em ratos e camundongos o periodo que
corresponde ao 1° trimestre equivalente ocorre do dia gestacional (DG) 1
ao 10; o 2° trimestre equivalente compreende o DG 11 a0 20 e 0 3°
trimestre ocorre em periodo subsequente ao nascimento, do dia pds-natal
(PND) 1 ao 10, e é nesse periodo que ocorre 0 pico de crescimento do
cérebro. J& nas cobaias, os 3 trimestres equivalentes ocorrem todos no
periodo gestacional, tornando o seu desenvolvimento cerebral mais
equiparavel com o desenvolvimento nos seres humanos (PATTEN et al.,
2014).
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Uma gama de fatores pode ser considerada para escolher um
modelo de pesquisa em FASD utilizando roedores. E de suma
importancia conhecer e definir qual espécie e linhagem se enquadra
melhor para responder a pergunta de pesquisa, e também estar ciente das
condicdes de viabilidade ofertadas pelo laboratério/instituicdo em que
serd realizada a mesma (CONCEA, 2016). A partir disso, é preciso
organizar um bom delineamento do protocolo experimental,
considerando a rota de administracdo (cAmara de inalacdo de vapor,
consumo voluntario, diluicdo do alcool em uma dieta liquida ou na &gua
de beber, intubacdo intragastrica, injecdo intraperitoneal ou subcutéanea,
método de criacdo artificial com insercdo cirdrgica de uma cénula
gastrica); o tempo de exposicdo ao alcool (1 dia, 2 dias, 10 dias, etc); o
periodo do desenvolvimento cerebral (1°, 2° ou 3° trimestre equivalente);
0s niveis de concentracdo de alcool sanguineo (CAS); as doses de alcool
utilizadas; e a maneira como foram organizados 0s grupos de animais
controles (GIL-MOHAPEL et al., 2010). A adequacéo de cada método €
baseada no momento, dose e padrdo de exposicdo ao alcool a ser
modelado (BOSCHEN et al., 2015). Como foco de analise para a presente
revisdo sistematica, foram adotadas as rotas de administragéo, delineando
dentro de cada rota utilizada o tempo e periodo da exposi¢éo ao &lcool, 0s
niveis de CAS, estruturas e comportamentos analisados, bem como,
tratamentos ou intervengfes nos casos em que se aplica essa observagéo.

1.2.2 Rotas de administracéo
1.2.2.1 Agua de beber

Neste modelo, o grupo de fémeas gestantes tratadas com alcool
recebe ad libitum e como Unico fluido disponivel para beber, uma solucéo
de &lcool misturada & dgua. Normalmente € disponibilizada &gua sem
alcool por um curto periodo diario (em média 2 horas) para evitar
desidratacdo. Como alimento os animais recebem racdo padrdo de
biotério (EVRARD et al., 2003; BARBIER et al., 2009).

1.2.2.2 Camara de inala¢éo de vapor

Com este método de exposigdo as fémeas gestantes e/ou filhotes
neonatos, sdo colocados dentro de uma camara com alcool em forma de
vapor. Normalmente os animais ficam nesta condi¢do por vérias horas
didrias (GRANATO et al., 2003; HEATON et al., 2003 a e b).
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1.2.2.3 Consumo Voluntario

As fémeas gravidas sdo primeiramente condicionadas a consumir
uma solucdo palatavel de agua com sacarina, na qual o alcool vai sendo
adicionado de forma progressiva ao longo de alguns dias, até alcancar o
volume pretendido por cada experimento. Esta solucédo fica disponivel,
normalmente, por 4 horas diarias e os animais consomem por livre e
espontanea vontade. Racdo e agua padrdo ficam disponiveis ad libitum
(HAMILTON et al., 2010; RICE et al., 2012).

Uma variacdo neste modelo pode ocorrer, denominada paradigma
de duas garrafas, onde os individuos possuem dois dispositivos com
liquido disponivel ad libitum, sendo um apenas com agua e outro com
alcool diluido (BROLESE et al., 2014).

1.2.2.4 Criagdo Atrtificial

Esta via é utilizada apenas em filhotes no periodo neonatal inicial,
equivalente ao 3° trimestre. Primeiramente os animais sdo anestesiados e
uma canula gastrica é implantada cirurgicamente no estdbmago, por onde
serd administrada, algumas vezes por dia, uma solugdo semelhante ao
leite materno e, em uma ou duas destas vezes, a solucdo conterd etanol
diluido. Os filhotes sdo separados de sua mae e de sua ninhada e séo
alojados em um aparato semelhante a um copo, o qual se mantém
aquecido e contém material de ninho, num esforco em mimetizar ao
maximo o ambiente da gaiola e a interacdo com a mae (ALLEN et al.,
2009; PATTEN et al., 2014).

1.2.2.5 Dieta Liquida

Por esta rota, as fémeas gestantes recebem como Unico alimento
disponivel e inserido de forma gradual ao longo de alguns dias, uma dieta
liguida contendo alcool e formulada para promover uma nutricdo
adequada. Normalmente é fornecido ao longo de toda a gestacéo e, em
muitos casos, também ao longo da lactagdo. O grupo tratado com alcool
tem acesso livre a agua (PATTEN et al., 2014; BODNAR et al., 2016).
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1.2.2.6 Intubacéo Intragéstrica

Por este método o alcool em solucéao é depositado diretamente no
estdbmago, utilizando uma seringa com uma canula de gavagem feita em
aco, ou um tubo plastico, que € inserida através do eséfago até a entrada
do estdmago. Esta via pode ser utilizada tanto em fémeas gestantes,
guanto em filhotes (BROCARDO et al., 2011; PATTEN et al., 2014).

1.2.2.7 Administracdo Oral

Este modelo é comumente utilizado por equipes que trabalham
com cobaias. Uma solucéo de agua com éalcool diluido é depositada na
cavidade bucal, seguida por degluticdo. Ficam disponiveis racdo e &gua
padrdo ad libitum (GREEN et al., 2005; DOBSON et al., 2012).

1.2.2.8 Injecdo Intraperitoneal ou Subcutanea

A administracdo de alcool por meio de injecéo intraperitoneal (i.p.)
ou injecdo subcutanea (s.c.) é frequentemente utilizada quando se quer
observar resultados na exposicdo aguda ao etanol (ex: efeito de uma dose
Unica em um periodo bem especifico) (FIROZAN et al., 2014; DIAZ et
al., 2016; HAMILTON et al., 2016).

1.3 CONCENTRACAO DE ALCOOL NO SANGUE (CAS)

Nos Estados Unidos e no Canada, individuos com nivel de CAS de
80 mg/dl sdo considerados legalmente intoxicados; ja no Brasil a lei é
ainda mais restrita, considerando como intoxicacdo niveis de alcool
sanguineo a partir de 60 mg/dl (BRASIL, 2012; PATTEN et al., 2014).

De maneira geral, em estudos que relacionam consumo de alcool
durante o desenvolvimento e consequéncias na prole, os niveis de CAS
menores do que 100 mg/dl sdo considerados baixos; niveis entre 100 e
200 mg/dl séo classificados como moderados e niveis acima de 200 mg/d|
sdo considerados elevados. Neste sentido, pesquisadores que visam
alcancar niveis de CAS de baixo a moderado utilizam rotas de
administracdo como dieta liquida, consumo voluntario, cdmara de
inalacdo de vapor, dentre outros. J& estudos que visam alcangar CAS
elevadas utilizam rotas de administracdo como intubac&o intragastrica ou
injecdes (PATTEN et al., 2014).

Ao modelar estudos de FASD em animais é muito importante
considerar os niveis de alcool sanguineos alcancados conforme a dose e
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padrdo de consumo. Isso porque existem diferencas metabolicas entre as
espécies e, na maioria das vezes, a mesma dose de alcool resultard em
maior ou menor CAS conforme o organismo e o padrdo de consumo. Por
exemplo, em pesquisas com ratos, a administracdo de alcool com dose de
4.5 g/kg/dia fornecida dentro do intervalo de tempo de 4 horas levou a
CAS de 365 mg/dl; a mesma dose de alcool fornecida em um intervalo de
tempo maior (8 horas) resultou em CAS de 195 mg/dl; ja uma dose maior
(6,6 g/kg/dia) mas distribuida ao longo de 24 horas levou a CAS menor,
chegando a 45 mg/dl. Portanto, medidas de CAS podem ser mais
confidveis para relatar uma intoxicacdo, do que apenas saber a dose
absoluta de etanol administrado (ex: g/kg) (MAIER et al., 2001; PATTEN
etal., 2014).

2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Mesmo existindo um namero significativo de estudos sobre 0s
riscos do consumo de alcool durante a gestacéo, sabe-se que uma parcela
significativa das mulheres férteis e sexualmente ativas ndo se protege
contra a concepcao, resultando em gestacGes indesejadas/inesperadas
com estimativa de que pelo menos 2% destas mulheres expdem seus fetos
ao alcool sem estar ciente de sua gravidez (GRINFELD, 2009). Muitas
vezes estas mdes ndo admitem ou ndo lembram dos habitos durante a
gestacdo, o diagnostico de FASD ainda é bastante complicado de ser
realizado e, muitas vezes, o0s transtornos do desenvolvimento
caracteristicos de PAE s6 sdo percebidos mais tarde na vida, normalmente
guando as criancas ja estdo em idade escolar (MAY et al., 2009). Neste
sentido se torna complicado estudar FASD em humanos.

Portanto, é de suma importancia conhecer mecanismos de estudos
sobre este transtorno utilizando modelos animais, possibilitando assim, a
busca por estratégias que visem mitigar ou reduzir as diferentes
comorbidades envolvidas com FASD ao longo da vida do sujeito afetado,
no intuito de melhorar sua qualidade de vida e convivéncia social.

Para tanto, conhecer os diferentes modelos, considerando suas
vantagens, desvantagens e a melhor maneira de aplicabilidade de cada
rota de administracdo sdo essenciais para responder a pergunta especifica
de cada pesquisa. Desta forma, justifica-se esta revisdo sistematica como
uma ferramenta de anélise na escolha e decisdo de qual modelo melhor se
aplica em determinado estudo sobre a exposicdo ao alcool durante o
periodo de desenvolvimento fetal.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento, por meio de Revisdo Sistematica da
Literatura, de todos os modelos animais utilizando roedores, no periodo
gue compreende os Ultimos 15 anos, em pesquisas que relacionam FASD
com 0 SNC a nivel morfoldgico, bioquimico e/ou comportamental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar quais sdo os modelos animais mais comumente
utilizados nos estudos com FASD;

2. Analisar as possiveis vantagens e desvantagens frente
cada modelo animal para este tipo de pesquisa;

3. Concluir através da analise realizada qual (is) o melhor
(es) modelos animais utilizando roedores para estudar
FASD.
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4 METODOLOGIA

Este estudo se trata de uma revisdo sistematica da literatura, a qual
se caracteriza pela formulacdo de uma pergunta clara, que utiliza métodos
sistematicos e explicitos para identificar, selecionar e avaliar criticamente
pesquisas relevantes, coletando e analisando dados dos estudos incluidos
na revisdo (MOHER et al., 2009).

Esta revisdo sistematica seguiu as recomendacfes propostas pelo
guia denominado “Principais Itens para Relatar Revisdes sistematicas e
Meta-analises” (PRISMA, do inglés Preferred Reporting Items for
Systematic reviews and Meta-Analyses), descrito em detalhes por Moher
e colaboradores (2009).

4.1 ESTRATEGIA DE BUSCA

A pesquisa foi realizada nas bases de dados Pubmed e Science
Direct. Na busca foram utilizados os seguintes termos/descritores, em
lingua inglesa: prenatal alcohol exposure; prenatal ethanol exposure;
fetal alcohol exposure; fetal alcohol syndrome e fetal alcohol spectrum
disorders; combinados com o termo/descritor animal models através do
operador booleano “and”, no titulo e/ou resumo.

4.2 CRITERIOS PARA ELEGIBILIDADE

Para tal, foram considerados os seguintes critérios de incluséo:

a) Periodo de publicacdo — trabalhos publicados nos ltimos 15
anos, ou seja, entre 2002 e 2017;

b) Eleger materiais apenas em lingua inglesa;

c) Tipo de estudo — selecionar apenas estudos primarios;

d) Tipo de populagdo — roedores;

e) Tipo de resultados - filtrar apenas os artigos que mensuraram a
CAS;

f) Tipo de estruturas analisadas: selecionar somente estudos que
avaliaram a relagdo de PAE com o SNC a nivel morfolégico, bioquimico
e/ou comportamental.

Estudos que utilizaram outros animais (ndo roedores), que nao
avaliaram os niveis sanguineos de &lcool, estudos apenas genéticos ou
epigenéticos, pesquisas que utilizaram somente analises in vitro,
trabalhos que focaram em estruturas que nao fazem parte do SNC, escritos
em idioma diferente do inglés, com data anterior ao ano de 2002, artigos
de meta-andlise, revisdo sistematica, revisdo de literatura, trabalhos de



36

conclusdo de curso, dissertacdes, teses e resumos de anais, ndo foram
incluidos.

4.3 SELECAO DOS ESTUDOS E EXTRACAO DOS DADOS

A selecdo dos artigos apds a busca nas bases de dados se deu em
trés etapas:

12 etapa — leitura dos titulos;

2% etapa — leitura dos resumos e metodologias dos artigos
selecionados na primeira etapa;

3% etapa — andlise dos artigos na integra, com extracdo dos dados
de interesse, dos artigos selecionados na segunda etapa.

Apos a selecdo e inclusdo dos estudos, foram extraidos e analisados
0s seguintes aspectos:

a) Autores e ano de publicacéo;

b) Espécie e/ou linhagem de roedor utilizada;

c) Tempo de exposicdo ao alcool relacionando ao periodo de
desenvolvimento da prole;

d) Dose de &lcool utilizada;

e) Via de administragdo do alcool;

) Niveis de CAS;

g) Estruturas e/ou comportamentos analisados na prole;

h) Tipo de tratamento testado (nos estudos que avaliaram este
quesito);

i) Principais achados de cada pesquisa.

A busca nas bases de dados foi realizada entre os dias 14 e 16 de
Marco de 2017.
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5 RESULTADOS
5.1 BUSCA NA LITERATURA

A busca nas bases de dados resultou na identificacdo de 3.019
artigos. Excluindo-se 1773 publicacdes repetidas, restaram 1.246 para
leitura. Deste total, 615 foram excluidos por titulo e 255 foram excluidos
por resumo e metodologia, restando 376 para uma analise mais detalhada.
Na sequéncia, 269 artigos foram excluidos apds a andlise detalhada por
ndo se enquadrarem nos critérios de inclusdo e 107 artigos foram
finalmente incluidos nesta revisao sistematica, como mostra a figura 2.

Figura 2 - Fluxograma dos estudos incluidos na reviséo sistemética

Avrtigos coletados pela pesquisa nas bases de dados:
Pubmed (n=1.501), Science Direct (n=1.518)
n total=3.019

Avrtigos apos identificacdo e Artigos excluidos:

remogao dos repetidos Por titulos (n=615); _
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atenderem todos 0s

critérios de inclusdo:
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Identificagéo

Artigos selecionados para
avaliacdo detalhada (n=376)

Estudos incluidos para analise
quantitativa e qualitativa:
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[ Incluséo ] [Eleuibilidade] Selecdo

Fonte: Produgdo da propria autora
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5.2 TIPO DE POPULAGCAO

Com relacdo ao tipo de populagédo analisada, foram selecionados
artigos que trabalharam apenas com roedores, dentre os quais foi possivel
diferenciar em 3 espécies: Rato (Rattus norvegicus), Camundondo (Mus
musculus) e Cobaia (Cavia porcellus). Dos estudos analisados, 75
trabalharam com ratos (70%), 24 com camundongos (22%) e 8 com
cobaias (8%) (Figura 3).

Figura 3 — Distribui¢do por espécies e quantidades dos roedores utilizados nas
pesquisas

= Rato = Camundongo = Cobaia

Fonte: Produgdo da propria autora

Dentre estes diferentes grupos de roedores, ainda é possivel
diferencié-los conforme a linhagem ou variedade existente em uma
mesma espécie, bem como, algumas alteracdes genéticas dependendo do
tipo de estudo. Nesta busca foram compreendidas 3 linhagens de ratos, 3
de camundongos (incluindo um grupo caracterizado nesta revisdo como
geneticamente modificado sem definir qual foi a mudanca), e apenas uma
linhagem de cobaia. Conforme apresentado na figura 4, dentre os ratos
encontramos 37 estudos com a linhagem Sprague Dawley (49%), 32 com
a linhagem Long Evans (43%) e 6 com a linhagem Wistar (8%).
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Figura 4 — Linhagens de ratos utilizados nas pesquisas

= Sprague Dawley = Long Evans = Wistar

Fonte: Produgdo da propria autora

Dentre os camundongos, foram rastreados 15 da linhagem
C57BL/6 (62%), 6 geneticamente modificados (25%) e 3 da linhagem
Swiss (13%) (Figura 5). As cobaias ndo apresentaram variacao, sendo que
todos os 8 trabalhos usaram a linhagem Durkin Hartley.

Figura 5 — Linhagens de camundongos utilizados nas pesquisas

= C57BL/6 = Geneticamente modificado = Swiss

Fonte: Producéo da prdpria autora
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5.3 PERIODOS DE ADMINISTRACAO DO ALCOOL

O periodo em que ocorre a exposi¢do fetal ao alcool é um
importante fator nos resultados que serdo observados na prole ao longo
do seu desenvolvimento posterior. Nos modelos animais analisados foram
visualizados, de maneira mais ampla, 5 distintos periodos de exposicao
podendo ocorrer apenas no periodo equivalente ao primeiro trimestre da
gestacdo humana; apenas no segundo trimestre equivalente; apenas no
terceiro trimestre equivalente; nos dois primeiros trimestres juntos ou nos
trés trimestres inteiros, o que corresponde a toda a gestacdo.

Com énfase para este resultado, destaca-se que muitos autores
utilizaram mais de um periodo de exposicao ao alcool, portanto os valores
apresentados correspondem as quantidades de vezes em que estes foram
utilizados. Dentre os periodos de administracdo resgatados da anélise dos
dados, 7 trabalhos realizaram a exposicédo fetal ao alcool no 1° trimestre
equivalente; 10 no 2° trimestre equivalente; 55 administraram alcool no
periodo correspondente ao 3° trimestre em humanos; 26 forneceram
alcool ao longo dos dois primeiros trimestres (1°+2°) e 22 estudos
trataram os animais com alcool ao longo dos 3 trimestres equivalentes de
forma continua (Figura 6).

E importante destacar que os tempos de exposicao dentro de cada
periodo podem variar conforme a pergunta especifica de cada projeto.
Neste sentido, muitos autores descrevem a exposi¢do ao &lcool em um
momento bem especifico dentro de uma janela temporal correspondente
a algum dos trimestres equivalentes, por exemplo: Firozan e
colaboradores (2014) administraram alcool em ratos apenas no PND 4
(compreendido no 3° trimestre equivalente), visando observar este
periodo especifico do desenvolvimento com foco nas células do cerebelo.
Os demais pesquisadores que trabalharam com tempos pontuais serdo
comentados em maiores detalhes ao longo do texto, nos subtdpicos
direcionadas para cada rota de administracéo.
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Figura 6 — Distribuicdo dos estudos de acordo com o periodo de exposi¢éo ao
alcool utilizado
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Fonte: Produgdo da propria autora
5.4 ROTAS DE ADMINISTRAC;AO DO ALCOOL

Dentre as diferentes vias de administracdo, 5 pesquisas utilizaram
alcool em solu¢do na “agua de beber” como unico fluido disponivel; 9
colocaram 0s animais em “camaras de inalagdo de vapor” com alcool
diluido; 5 pesquisas usaram o meio de criacao artificial com implantac&o
de canula gastrica para alimentacédo dos filhotes; 6 trabalhos ofereceram
a solucdo de 4gua com alcool, por quatro horas diarias, em uma garrafa
paralela a 4gua normal ficando a critério do animal beber o liquido ou
ndo, denominado de “consumo voluntario”; 11 usaram “dieta liquida”
com alcool diluido em solugéo nutricional, substituindo a racdo padrao; 2
pesquisas mesclaram duas vias de administracdo no mesmo estudo (dieta
liquida para fémeas gestantes e intubacéo intragastrica para filhotes ou
intubacdo intragastrica para as fémeas gestantes e criacao artificial com
os filhotes); 12 artigos utilizaram injecdo intraperitoneal e 5 usaram
injecdo subcuténea; 43 estudos administraram alcool por “intubagdo
intragastrica”; 8 forneceram o alcool através do uso de uma seringa
diretamente na cavidade oral, seguida de degluticdo, método denominado
“administragdo oral” e apenas um estudo relatou usar o “paradigma das
duas garrafas” onde disponibilizou uma garrafa com dgua normal e outra
com solugéo de &lcool ao longo de todo periodo de exposicao.
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Na figura 7, podem ser observados os 11 diferentes tipos de

modelos utilizados para administragdo de 4alcool ao longo do
desenvolvimento da prole, bem como a distribuicdo de cada modelo
dentre os dados extraidos dos 107 artigos incluidos nos estudos.

Figura 7 — Tipos e quantidades dos modelos animais de exposi¢do ao alcool
durante o desenvolvimento
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Fonte: Produgdo da propria autora

Na sequéncia, sera explorada a compilacéo dos dados extraidos das

pesquisas, limitando-se a cada modelo de rota de administracdo. Estes
resultados estdo sumarizados em forma de tabelas para facilitar a
visualizagdo dos achados.
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5.4.1 Agua de Beber

Apenas cinco estudos foram incluidos nas pesquisas que utilizaram
como modelo de exposigdo ao alcool a rota de administragio “Agua de
Beber”.

Os niveis de CAS ficaram entre 19 e 162 mg/dl. Essa diferenca se
explica, em parte, porque 0s cinco grupos de pesquisadores usaram
porcentagens bastante diferentes de EtOH em sua diluicdo (Abbott et al.,
2007 - 25%; Barbier et al., 2009 - 10%; Evrard et al., 2003 - 6,6%; Fiore
et al., 2009 e Marche et al., 2011 - 11%).

Dois destes trabalhos utilizaram ratos e forneceram alcool ao longo
dos 3 trimestres equivalentes e um testou PAE em camundongos,
ofertando alcool apenas nos dois primeiros trimestres.

A regido cerebral com maior nimero de analises foi 0 hipocampo
(3), seguido do cortex cerebral (2), corpo caloso (1) e nucleo geniculado
lateral (1). Sendo que dois estudos fizeram ensaios bioquimicos e um
realizou medidas anatémicas. Os resultados mostram que a exposicao ao
alcool durante o desenvolvimento pode aumentar a espessura cortical,
reduzir o tamanho do corpo caloso, diminuir o ndmero dos
transportadores de dopamina (BARBIER et al., 2009; ABBOTT et al.,
2017), dentre outros.

Apenas dois trabalhos analisaram respostas comportamentais,
observando aumento no comportamento tipo-ansioso; déficits na funcéo
motora e sensibilizacdo aumentada ao consumo de &lcool e outras drogas
ao longo da vida dos animais expostos ao 4&lcool durante o
desenvolvimento.

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 1.
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Tabela 1- Modelos de administragdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando EtOH diluido na 4gua de beber — Continua

Referéncia

Abbott
etal., 2017

Barbier
et al., 2009

Evrard
et al., 2003

Modelo

Camundongo
Swiss CD-1
(25% EtOH)

Ratos Long
Evans (10%
EtOH)

Ratos Wistar
(6,6% EtOH)

Periodo de
Exposicéo
ao Alcool

DG 1-20

Todos os 3
trimestres
equivalentes

Todos os 3
trimestres
equivalentes

Periodo da
Analise

PND
0; 20; 50

2 e 3 meses
de idade

PND 21

Niveis de
CAS
(mg/dl)

104,4

Gestacéo:

1248

Lactacéo:

161,6

19,0

Estruturas
Analisadas

Corpo
Caloso;
Cortex;
dLGN ;
Hipocampo

Estriado;
Hipocampo

Cértex
Frontal;
Estriado;
Hipocampo

Principais Achados

1 espessura de todas as regides corticais
(exceto V1) em PND 20; |dLGN

| regido CA3 do hipocampo ao
nascimento; 1 regido CA3 do hipocampo
ap6s o desmame; | Corpo Caloso (PND
0-20)

| DAT (estriado)
| NMDAR (hipocampo)

1 TPH-IR no DRN e no MRN; 1 SHT-IR
no MRN; 1 5-HTT-IR e Nf-200-IR dos
astrocitos nas 3 areas do prosencéfalo;

| GFAP-IR dos astrécitos no Hipp. e
FCx; 1 expressdo de Nf-200 no Hipp e
Strt; 1 ROD de nNOS-IR em Strt e FCx

Avaliacdo Comportamental

1 ansiedade;
1 déficits na fungao motora

1 consumo de etanol na vida
adulta; | sensibilidade ao efeito
sedativo do EtOH; | respostas
locomotoras aos
psicoestimulantes; 1  resposta
locomotora a0  EtOH; 1
sensibilizacdo a cocaina em
ambos 0s sexos; 1 sensibilizagdo
a metanfetamina em fémeas

Nao se aplica

Legenda: CA, Cornus Ammonis; DAT, transportador de dopamina; DG, dia gestacional; dLGN, nucleo geniculado lateral dorsal; DRN, nicleo da rafe normal; EtOH, etanol;
FCx, cortex frontal; GFAP-IR, imunorreatividade contra a proteina &cida fibrilar glial; Hipp, hipocampo; Nf-200-IR, imunoreatividade contra os neurofilamentos 200-kDa;
NMDAR, receptor de N-metil-D-aspartato; MRN, nlcleo da rafe médio; nNOS, sintese de dxido nitrico; PND, dia pés-natal; ROD, densidade ptica relativa; Strt, estriado;
TPH-IR, imunorreatividade contra triptofano hidroxilase; 5SHT-IR, imunorreatividade contra serotonina; 5SHTT-IRR, imunorreatividade contra as fibras de transportador de

serotina.

Fonte — Produgdo da propria autora
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Tabela 1 — Modelos de administragao de alcool durante o desenvolvimento utilizando EtOH diluido na dgua de beber - Conclusédo

Referéncia

Fioreetal.,
2009

Marche et
al., 2011

Modelo

Camundon
gos CD-1
(11%
EtOH ou
11% vinho
tinto)

Ratos
Wistar
(11%
EtOH)

Periodo de
Exposicdo ao
Alcool

Todos os 3
trimestres
equivalentes e
durante toda a
lactacéo

Todos os 3
trimestres
equivalentes
(durante toda
a lactacédo)

Periodo Niveis de

Estruturas
da CAS .
Andlise | (mgidy  Analisadas
Mées:
PND 133,43 Cerebelo;
7;22; Cortex;
30; 90 Filhotes: Hipocampo
11,93
3;5; 10 28-142 x .
Néo se aplica
semanas

Principais Achados

G EtOH vs G RW: | NGF ¢ BDNF
no hipocampo no PND 7; | NGF No
cortex; | BDNF no cerebelo; |
crescimento neurftico induzido por
NGF em células PC-12; G EtOH vs
GC:

| células positivas ChAT no septo e
nucleo basal Meynert

Nao se aplica

Avaliacdo Comportamental

| laténcia e 1 o n° de tentativas para
os critérios de aprendizagem nos
PNDs 20 e 90 comparando com
GC;
1 SAP no teste do labirinto em T
elevado comparando com GS

1 perturbagdo pds-desmame da
atividade locomotora; | atividade na
3 e 10° semana poés-natal; 1
atividade na 5% semana pds-natal
com deficiéncias comportamentais
sugerindo déficit de atencdo

Legenda: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; ChAT, colina-acetiltransferase; EtOH, etanol; GC, grupo controle; G EtOH, grupo etanol; G RW, grupo vinho

tinto; GS, grupo sucrose; NGF, fator de crescimento do nervo; PND, dia pds-natal; Respect., respectivamente; SAP, postura esticada.

Fonte — Produgdo da propria autora
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5.4.2 Camara de Inalacéo de Vapor

Nove estudos utilizaram esta via de administracdo, sendo que
apenas um grupo de pesquisa usou camundongos como 0s animais
testados (NIRGUDKAR et al., 2016), o restante dos grupos trabalhou
com ratos.

Os niveis de CAS também foram bastante variaveis, ficando entre
80 e 400 mg/dl.

Apenas Nirgudkar e colaboradores administraram o alcool no
periodo pré-natal (DG 12-19, segundo trimestre equivalente) somada a
uma parte do periodo pos-natal (PND 2-9, terceiro trimestre equivalente).
Os outros pesquisadores utilizaram a janela temporal equivalente ao
terceiro trimestre, variando nos dias de aplicacdo. Baculis e colaboradores
(2015) e Welch e colaboradores (2016) propuserem a exposi¢do ao alcool
por 3 dias consecutivos (PND 3-5); Granato & Pelt (2003) forneceram
por 5 dias (PND 2-6); Heaton e equipe (2002, 2003 a e b) juntamente com
Siler-Marsiglio e equipe (2005) focaram em uma Unica exposicdo com
variabilidade nos dias em que ocorreu a exposi¢do ao alcool (PND 3; 4;
7; 14 e 21) e, por fim, Joshi e equipe (2006) exploraram a exposi¢do ao
alcool em um Unico dia do periodo pos-natal (PND 7).

Nestes trabalhos foram analisadas as seguintes estruturas:
cerebelo, cortex, estriado e amigdala; dos quais 8 trabalhos fizeram
ensaios bioquimicos e dois destes realizaram contagem de células,
resultando, dentre outros aspectos, em perdas neuronais no cerebelo,
reducdo no comprimento e ramificacdo dendritica na regido cortical,
aumento na transmissdo glutamatérgica na amigdala, aumento de
proteinas pro-apoptose em diferentes estruturas e micro hemorragias em
varias regides cerebrais (GRANATO & PELT, 2003; BACULIS et al., 2015;
NIRGUDKAR et al., 2016; WELCH et al., 2016).

Apenas duas destas pesquisas avaliaram o comportamento, sendo
gue uma observou aumento na ansiedade e outra encontrou déficits na
fung@o motora em animais expostos ao alcool durante o desenvolvimento
(BACULIS et al., 2015; WELCH et al., 2016).

Os pardmetros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 2.
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Periodo de . -
A Exposicdo Periodo Niveis Estruturas Principais Achados Avaliacao
Referéncia Modelo A da de CAS .
ao Alcool - Analisadas Comportamental
Analise (mg/dl)
Ratos
Sprague-
o Complexo
Baculis Dawley 5 PND . . 1 comportamento
etal.. 2015 (7.8 gldl de PND 3-5 36-50 80 Basol:?teral da 1 transmisséo glutamatérgica tipo-ansioso
Amigdala
EtOH
dissolvido)
Cértex | comprimento dendritico;
) o | n° de segmentos terminais por arvore
Granato & ?é:g;vgussgja; PND 2-6 PND 90 2499 (r;(::rrnoizg?: dendritica; Nao se aplica
Pelt, 2003 . cgmada 213) | taxa de ramifica¢do da linha de base dos
neuritos excedentes
Ratos 3h de exposicdo: | neuritos;
Joshi Sprague- PND 7 183 | ativagdo de Racl; . .
etal., 2006 Dawley @Ghoush)y NP7 384 Ceele 5h de exposicao: 1 apoptose; e aiies
(EtOH 95%) | Racl; T RhoA

Legenda: EtOH, etanol; PND, dia pds-natal; Racl e RhoA, proteinas G da familia Rho (reguladores de formag&o de neuritos)

Fonte — Producéo da propria autora
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Tabela 2 — Modelos de administragdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando camara de inalagdo de vapor — Concluséo

Referéncia

Heaton
etal., 2002;
2003 (a) (b)

Siler-
Marsiglio
etal., 2005

Welch
etal., 2016

Nirgudkar
etal., 2016

Modelo

Ratos
Long-Evans
(EtOH 95%)

Ratos Sprague
Dawley
(8 g/dl ou 3 g/di
de EtOH dissolvido)

Camundongos
VGAT-Venus -/- (3a
8 g/dl de EtOH
dissolvido, com
aumento gradativo)

Periodo
de Periodo Niveis
Exposicéo da de CAS
ao Alcool | Andlise = (mg/dl)
D OO
34,7, oA 274-288
14; 21 T8 1
’ 5; 21
PND
4-8; 9;
PND35 1648 ‘pr
71
Fémeas:
100
DG 12-19 mg/dI
PND 2-9 AN Filhotes:
330
mg/dl

Estruturas
Analisadas

Cerebelo;
Cortex;
Estriado

Cérebro

Cerebelo

Principais Achados

Cerebelo: 1 Bax e Bcl-2 associado a mitocondria no
PND 4; 1 Bax-p21 citosélico no PND 4, no tempo Oh;
1 Bel-xL associado a mitocondria no PND 7; 1 Bax-
p18 citosdlico no PND 4 e 7, no tempo 0h; 1 B¢l-2 no
PND 4, no tempo Oh; | Bel-2 no PND 7, no tempo Oh;
| Bel-xL no PND 4 e 7, no tempo Oh; 1 Bel-xL no PND
4, no tempo 2h 1 ROS no PND 14; Cértex: 1 BDNF,
Bcl-2, Bel-xL, SOD e CAT no PND 7; | NTF no PND
7; 1 NGF e NT-4, Bcl-2, Bel-xI, pAkt, SOD e CAT no
PND 21; | Bel-xs e Bax no PND 21; Estriado: 1 SOD
e pJNK no PND 3; | CAT, NT-4 e pAkt no PND 3; |
NGF no PND 3 e 14; 1 peroxidos no PND 4; 1 NTF no
PND 4; t BDNF no PND 14; 1 Bax no PND 14; 1 NT-
3 no PND 15; | Bel-2 e pAKT no PND 15

1 micro hemorragias no cortex, hipotalamo,
mesencéfalo, tubérculo olfatério e estriado; 1 perda
neuronal; 1 reatividade astrogliocita; 1 ativagdo
microglial

| n° de neurdnios nas camadas de células moleculares
e granulares do I6bulo Il no vermis cerebelar; | n® de
células de Purkinje nos I6bulos II, IV-V e IX; | volume
dos l6bulos Il, IV-V, VI-VII, IX e X

Legenda: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CAT, catalase (antioxidante endégeno); DG, dia gestacional; EtOH, etanol; pJNK, JNK fosforilado; PND, dia pds-
natal; INK, quinase c-jun N-terminal; JNK, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-xs, Bax, Akt (proteinas relacionadas & apoptose); NGF, fator de crescimento do nervo; NTF, fator neurotréfico;
NT-3, neurotrofina-3; NT-4, neurotrofina-4; pAkt, Akt fosforilada; ROS, espécies reativas de oxigénio; SOD, superdxido dismutase; VGAT-Venus-/-, camundongo transgénico
expressando a proteina fluorescente Venus nos neurénios.

Avaliagdo
Comportamental

Nao se aplica

1 déficits na
funcéo motora
durante a
adolescéncia e
fase de adulto
jovem

Naéo se aplica

Fonte — Producéo da propria autora
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5.4.3 Consumo Voluntério

Todos os trabalhos relatados aqui disponibilizaram a solucéo
alcoolica as fémeas gestantes ao longo de todo o periodo gestacional (1°
e 2° trimestres equivalentes) e disponibilizaram racdo e agua padrdo
durante todo o periodo experimental. Sendo assim, o consumo da solucéo
alcoolica se deu de forma espontanea por parte dos animais e ndo houve
um controle especifico de dose para cada individuo. Brolese e
colaboradores (2014) utilizaram o paradigma das duas garrafas e
disponibilizaram a garrafa contendo solucéo de alcool ao longo de todo o
dia, o restante dos pesquisadores forneceram a solugdo alcoodlica por
algumas horas diarias.

Um total de sete estudos utilizou esta via de administragao, sendo
gue dois grupos de pesquisa usaram camundongos cOmo 0S animais
testados, dos quais, Kajimoto e colaboradores (2013) usaram
camundongos bitransgénicos nestin-CreE-ERT2/YFP que expressam
uma proteina fluorescente amarela (YFP) no locus Rosa 26 e uma Cre
recombinase induzida por Tamoxifeno (Cre-ERT2) sob controle
transcricional do promotor de nestina, visando identificar maturagdo de
progenitores hipocampais sob um aspecto de mapeamento genético. Os
demais trabalhos utilizaram ratos como modelos animais.

Como esperado, os niveis de CAS variaram bastante neste modelo
(60 e 180 mg/dl), uma vez que cada animal consumiu voluntariamente ao
alcool.

Nos trabalhos relatados foram analisados cdrtex cerebral,
hipocampo e estriado com observacdes anatdmicas e contagem de células.
Os resultados mostram redu¢do no comprimento dendritico e densidade
de espinhos no cortex frontal de animais expostos ao alcool; houve
também reducdo na neurogénese hipocampal e no comprimento e
densidade dendritica no estriado; bem como reducdo na expressdo do
receptor de N-metil-D-aspartato tipo 1 (NMDAR1) e proteina acida
fibrilante glial (GFAP) hipocampais (HAMILTON et al., 2010; RICE et
al., 2012; KAJIMOTO et al., 2013; BROLESE et al., 2014).

Apenas dois estudos nédo fizeram testes comportamentais (RICE et
al., 2012; KAJIMOTO et al., 2013) e, dentre os que fizeram, foi
observado aumento na ansiedade, nas brigas entre machos, no
comportamento de autolimpeza nas fémeas, bem como, reducfes na
meméria espacial e no medo contextual condicionado (HAMILTON et
al., 2010; SAVAGE et al., 2010; BRADY et al., 2012; BROLESE et al.,
2014; RODRIGUEZ et al., 2016).
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Os pardmetros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 3.
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Tabela 3 - Modelos de administracdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando consumo voluntario com acesso limitado

Referéncia

Brady et al.,
2012

Hamilton
etal., 2010
Savage et al.,
2010

Kajimoto
etal., 2013

Riceetal.,
2012

Rodriguez
etal., 2016

Brolese et
al., 2014

Modelo

Camundongos
C57BL/6J
(7,17 g/kg)

Ratos Long
Evans
(2,82 g/kg)

Camundongos
bi-transgénico
Nestin-
CreERT2/YFP
(EtOH 10%)

Ratos Long
Evans
(2,72 g/kg)

Ratos Long
Evans
(2,1 g/kg)
Ratos Wistar
(EtOH 10%)
Paradigma das
duas garrafas

Periodo de
Exposicéo ao
Alcool

Toda a
gestacédo

Toda a
gestacédo

Todaa
gestacédo

Toda a
gestacédo

Todaa
gestacdo

DG 1-PND
22

Periodo
da
Analise

PND
90-150

PND
90-120

PND 130

PND 110

PND 130

PND 120

PND 30

Niveis
de
CAS
(mg/dl)

68,5

84

88

84

60

178

Estruturas
Analisadas

Nao se aplica

Cortex frontal

Hipocampo

Estriado

Nao se aplica

Hipocampo

Principais Achados

Néo se aplica

| linhas basais do comprimento
dendritico densidade dos espinhos na
AID em ratos alojados sempre na mesma
gaiola; 7 comprimento dendritico basal
no Cg3 em machos

| neurogénese;
| neurdnios pos-mitéticos

| comprimento e ramificagdo dendritica
na concha do ndcleo acumbens

Néo se aplica

1 NMDAR-NRI;
| GFAP

Avaliagdo Comportamental

| congelamento para estimulo
condicionado; | fungdo do GD;
| aprendizagem espacial e de
associacéo

| congelamento para estimulo
condicionado; |  memoria
espacial; T aumentou brigas em
machos expostos a novos
companheiros de gaiola

Naéo se aplica

Néo se aplica

1 comportamento de luta nos
machos; 17 comportamento de
autolimpeza em fémeas

1 ansiedade

Legenda: AID, regido insular agranular; Cg3, regido pré-limbica; DG, dia gestacional; EtOH, etanol; PND, dia pés-natal; GD, giro denteado; GFAP, proteina &cida fibrilante
glial; NMDAR-NR1, receptor NMDA subtipo 1.

Fonte: Produgdo da propria autora
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5.4.4 Criacdo Artificial

Foram encontrados cinco trabalhos, todos com ratos, utilizando
este método de administracdo do alcool com niveis de CAS variando entre
126 e 340 mg/dl.

Neste caso, por ser um método que introduz cirurgicamente uma
canula géstrica para alimentar e fornecer alcool aos filhotes recém-
nascidos, obrigatoriamente todos os estudos trabalharam no periodo
equivalente ao terceiro trimestre. Os tempos de exposicdo ao alcool
variaram entre 0s grupos de pesquisa, sendo que trés deles administraram
do PND 4 a0 9 (KLINTSOVA et al., 2002; SLAWECKI et al., 2004;
ALLEN et al., 2009); ja Girard e colegas (2002) usaram o periodo do
PND 6 ao 9 e Lee e colaboradores (2008) aplicaram apenas no PND 5
com foco nas células de Purkinje no cerebelo.

Trés das referidas pesquisas analisaram cerebelo, cortex cerebral e
hipocampo (KLINTSOVA et al., 2002; SLAWECKI et al., 2004; LEE et
al., 2008), com medidas volumétricas, quantitativas e eletrofisioldgicas.
Os resultados mostram reducédo na quantidade de células de Purkinje no
Ldbulo Paramediano do Cerebelo (PML) e no volume de PML, também
aumento na frequéncia nas bandas 16/32 Hz e redugdo na amplitude N1
corticais (KLINTSOVA etal., 2002; SLAWECKI et al., 2004; LEE et al.,
2008).

Quatro estudos fizeram avaliagbes comportamentais que
demonstraram, dentre outras coisas, desregulacdo fética do ritmo
circadiano, sendo que animais expostos ao alcool durante o
desenvolvimento necessitaram de 4 a 5 dias a menos para reentrar em um
ritmo circadiano de atividades; redugdo na aprendizagem espacial;
dificuldades no teste de habilidades motoras complexas e aumento na
hiperatividade (KLINTSOVA et al., 2002; GIRARD et al., 2002;
SLAWECKI et al., 2004; ALLEN et al., 2009).

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 4.
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Tabela 4 - Modelo de administracdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando criagdo artificial (inser¢do de tubo gastrico)

Referéncia

Allen
et al., 2009

Girard
etal., 2002

Klintsova
et al., 2002

Lee
etal., 2008

Slawecki
et al., 2004

Modelo

Ratos
Sprague-
Dawley
(3.0,4.50u
6.0
g/kg/dia)

Ratos

Long-

Evans
(6,5 g/kg)

Ratos Long
Evans
(4,5 g/kg)

Ratos
Sprague
Dawley

(2,5;4,50u
6,0 g/kg)

Ratos
Sprague
Dawley

(6,0
g/kg/dia)

Periodo
de
Exposicéo
ao Alcool

PND 4-9

PND 6-9

PND 4-9

PND 5

PND 4-9

Periodo
da
Analise

2 meses
de idade

4e9
meses
de idade

6 meses
de idade

PND 5-6

PND
114-126

Niveis de

CAS

(mg/dl)

126
214,1
257,6

328.56

225

157
279
340

246

Estruturas
Analisadas

Né&o se
aplica

Né&o se
aplica

Cerebelo

Cerebelo

Cortex;
Hipocampo

Legenda: EtOH, etanol; PML, l6bulo paramediano do cerebelo; PND, dia p6s-natal.

Principais Achados

Nao se aplica

Néo se aplica

| volume do PML;
| n° de células de Purkinje no
PML

| quantidade de células de
Purkinje no PND 6; | peso do
cerebelo do grupo 6,0 g/kg

1 frequéncia nas bandas 16-32 Hz
cortical frontal e cortical parietal;
| amplitude N1 cortical parietal

Avalia¢do Comportamental

Foi analisada a atividade diaria na roda de
corrida em relagdo a mudanca do ciclo
claro/escuro.

A exposicdo ao etanol altera a regulacdo
fotica do ritmo circadiano. Ratos EtOH
necessitaram 4-5 dias a menos para reentrar
em um ritmo circadiano de atividades.

1 erros para encontrar pistas horizontais no
labirinto aquatico;

| aprendizagem espacial para localizar a
plataforma. Ao final do treinamento o
grupo  EtOH  atingiu  desempenho
comparavel aos controles

| aquisigdo de treinamento no teste de

habilidades motoras complexas

Néo se aplica

1 hiperatividade

Fonte — Produgdo da propria autora
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5.4.5 Dieta Liquida

Um total de onze pesquisas utilizando este método de
administracdo do alcool foi registrado, dos quais, apenas dois utilizaram
este modelo em camundongos (ZHOU et al., 2008; SARI, 2009). Os
niveis de CAS ficaram entre 55 e 232 mg/dI.

Todos os pesquisadores propuseram a exposi¢do ao alcool apenas
no periodo gestacional, sendo que o Unico que seguiu durante o periodo
de amamentacédo foi Pons-Vazquez e colegas (2011). A maioria seguiu
continuamente por todos os dois primeiros trimestres equivalentes;
Sobrian e colaboradores (2005) administraram apenas no segundo
trimestre equivalente (DG 10-20) e somente 0s dois grupos que utilizaram
camundongos trataram em tempos pontuais do DG 7 ao 13 ou do DG 7
ao 15 (ZHOU et al., 2008; SARI, Y., 2009).

Um grande nimero de estruturas cerebrais foi analisado neste
modelo, sdo as seguintes: amigdala, cérebro como um todo, cOrtex
cerebral, eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), glanglio basal,
hipocampo, hipotalamo, nervo Optico, ndcleos da rafe e tubo neural
(REDILA et al., 2006; ZHOU et al., 2008; SLIWOWSKA et al., 2008;
SARI, Y., 2009; LAN etal., 2009; UBAN et al., 2010; PONS-VAZQUEZ
etal., 2011; TITTERNESS & CHRISTIE, 2012; BORDNAR et al., 2016;
RAINEKI et al.,, 2016). Dentre os achados biogquimicos, hormonais,
fisiolégicos, anatdmicos e estruturais, destaca-se o aumento de citocinas
pré-inflamatérias no hipocampo e reducdo das mesmas no hipotalamo;
reducdo no nimero de novos neurdnios e novas células gliais no giro
denteado (GD) do hipocampo; reducdo da maturidade sexual e da
atividade HPA; aumento de corticosterona (CORT) e de
adenocorticotrofina (ACTH).

Relacionado aos pardmetros comportamentais, apenas dois
trabalhos desenvolveram este tipo de analise e encontraram aumento da
atividade locomotora no teste de campo aberto em fémeas adolescentes;
aumento no comportamento tipo-ansioso em fémeas adultas e aumento na
responsividade para agonistas e antagonistas do receptor D1 de dopamina
(SOBRIAN et al., 2005; RAINEKI et al., 2016).

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 5.



Tabela 5 - Modelos de administragdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando dieta liquida - Continua

Referéncia

Bordnar
etal. 2016
Lanetal.,

2009

Raineki

etal., 2016
Sliwowska et
al., 2008
Uban
etal., 2010

Redila
et al., 2006
Titterness &
Christie,
2012

Periodo
de
Modelo | Exposi¢édo
ao Alcool
Ratos
Sprague DG 1-20
Dawley
(36% DG 1-21
EtOH)
Ratos
Sprague
Dawley
(35- DG 1-22
35,5%
EtOH)

Periodo
da
Analise

PND
1;8;22

PND
11-31

Fémeas:
29-30
42

Machos:
35-36
48

PND
90 e 120

PND
30-35

PND
47e77

Niveis de
CAS
(mg/dl)

104-150

87-183

Estruturas
Analisadas

Amigdala;
Cortex pré-
frontal medial
Eixo HPA;
Eixo HPG;
Hipocampo;
Hipotalamo

Hipocampo

Principais Achados

PND 8: | niveis CBG e CRP no eixo
HPA; 1 citocinas pro-inflamatérias TNF-
a, IL-13 e IFN-y no cdrtex pré-frontal e
hipocampo; | citocinas pro-inflamatdrias
TNF-0, IL-13 e IFN-y no hipotalamo;
PND 31: | n° de novos neurdnios no GD;
| n° de novas células gliais no GD; PND
35-36: | maturidade sexual; | atividade
HPA e HPG; 1 estradiol basal; 1GnRH; 1
LH ap6s estresse; 1 CORT e estresse
basal; 1 ACTH; 1t CORT basal no ciclo
proestro; | CORT basal no ciclo estro; |
MR hipocampal nos ciclos estro e
proestro; T GR hipocampal no ciclo
proestro; 1 SHT1A no ciclo diestro; |
CRHR1 em fémeas adolescentes na
amigdala basolateral; 7 CRHRI1 na
amigdala em machos adolescentes apos
CMS; | CRHRI no cértex cingulado e
area pré-limbica em machos adultos

PND 30-35: | LTP no GD em machos; 1
LTP no GD em fémeas; | LTP no GD em
fémeas EtOH também expostas ao
estresse  pré-natal; PND 77: |
proliferagdo celular no GD adulto; |
neurogénese no GD adulto

Avaliagdo Comportamental

PND 29-30 e 42
1 tempo no centro do campo aberto;
1 atividade em fémeas adolescentes;
1 ansiedade em fémeas adultas

N4o se aplica

Legenda: ACTH, adrenocorticotrofina; CBG, globulinas de ligacdo aos corticosteroides; CMS, estresse médio cronico; CORT, corticosterona; CRHR1, receptor de hormonio
librador de corticotrofina tipo 1; CRP, proteina C-reativa; EtOH, etanol; DG, dia gestacional; GD, giro denteado; GnRH, hormoénio liberador de gonadotrofinas; GR,
glicocorticoides; HPA, hipotalamo-pituitaria-adrenal; HPG, hipotalamica-pituitaria-gonadal; LH, horménio luteinizante; LTP, potenciacdo a longo prazo; MR,
mineralocorticoides; PND, dia p6s-natal; SHT1A, serotonina tipo 1.

Fonte — Producéo da propria autora
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Referéncia Modelo
Pons- Ratos Wistar
Véazquez et (35% EtOH)
al., 2011
Sobrian Ratos Wistar
0,
etal., 2005 (35% EtOH)
Sari, Y., 2009 Camundongos
Zhou C57BL/6
etal., 2008 (25% EtOH)

Periodo de
Exposicéo ao
Alcool

Ao longo de
toda gestacéo e
amamentagao

DG 10-20

DG 7-13

DG 7-15

Periodo
da
Analise

PND
7,14e21

PND
21-23

DG 13

DG 15

Niveis de
CAS
(mg/dl)

105-232

139,5

55-140

Estruturas
Analisadas

Nervo 6ptico

Naéo se aplica

Cérebro;
Cortex
cingulado;
Ganglio basal;
Ndcleos da
rafe;
Tubo neural

Principais Achados

| mielinizagao;
| axonios opticos cruzados;
| MPB e NF

Néo se aplica

DG 13: | peso do cérebro; 1
apoptose no primérdio do cortex
cingulado e na eminéncia do ganglio
basal; 1 caspas 3 no cérebro; 1
citocromo c¢ citosélico; | citocromo
¢ mitocondrial; DG 15: 1 aberturas
anormais ao longo da linha média no
canal ventral do tronco encefalico;

1 fechamento tardio do canal ventral
do tronco encefalico

Legenda: DG, dia gestacional; EtOH, etanol; MPB, proteina béasica de mielina; NF, proteina do neurofilamento, PND, dia pés-natal.

Avaliagao
Comportamental

N4o se aplica

1 responsividade para
agonistas e antagonistas
do receptor D1 de
dopaming;

1 farejamento;

1 movimento oral;
| erguidas; | auto-
limpeza; | entradas no
quadrado; | circulos

Nao se aplica

Fonte — Producéo da propria autora
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5.4.6 Intubacdo Intragéstrica

Este foi o modelo com maior nimero de estudos encontrados na
busca realizada, num total de quarenta e trés manuscritos. Os niveis de
CAS variaram de 51 a 570, sendo que os grupos que utilizaram doses
consideradas mais elevadas (entre 4 e 6 g/kg) alcangaram CAS entre 300
e 500 mg/dl.

Apenas oito estudos usaram camundongos como escolha de
modelo animal (CHAPPELL et al., 2007; MARGRET et al.; 2005; XIE
et al., 2010; ZHOU et al., 2010; CUI et al., 2010; DREW et al., 2015;
SCHAMBRA et al., 2015; WANG et al., 2015), sendo que Wang e
colaboradores (2015) utilizou um modelo de camundongos nocaute para
esfingomielina sintase 2 (SMS2-/-). Os demais pesquisadores optaram
por trabalhar com ratos.

O periodo e tempo de exposicdo ao alcool neste modelo foi
extremamente variado, tendo protocolos com cada um dos periodos
equivalentes completo, a soma de dois periodos (1° e 2° ou 2° e 39),
exposicdo continua ao longo dos trés trimestres além de uma variedade
de tempos pontuais especificos com destaque para o PND 4 ao 9.

Assim como houve grande variabilidade nos tempos de exposicao,
também um grande ndmero de estruturas cerebrais foi analisado neste
modelo: amigdala; area tegmental ventral; cérebro como um todo;
cerebelo; cértex frontal, pré-frontal, somatossensorial, motor e visual;
corpo caloso; hipocampo; hipotdlamo; nervo hipoglosso; nucleo
acumbens; nlcleos da rafe; prosencéfalo; septo medial e regido septal.
Dentre os principais achados bioguimicos, fisiol6gicos, quantitativos,
anatbmicos e estruturais destaca-se a redugdo de células piramidais e da
complexidade dendritica no hipocampo; reducdo no numero e
comprimento dos ramos dendriticos apicais e basilares dos neurénios de
proje¢do do corpo caloso (CCpn); aumento no nimero de células no
cortex visual; reducdo do volume e peso cerebral; reducdo no nimero de
motoneurdnios; aumento de citocinas pro-inflamatérias no cerebelo e
hipocampo (QIANG et al., 2002; TRAN & KELLY, 2003; MARINO et
al., 2004; LIVY et al., 2008; HAMILTON et al., 2011 e 2012;
STETTNER et al., 2013; LEIGLAND et al., 2013; BOSCHEN et al.,
2016).

Com relagdo as alteracfes comportamentais ocasionadas pela
exposicdo ao alcool durante o desenvolvimento, destacam-se alteracdes
no condicionamento do medo contextual; diminui¢do da aprendizagem
espacial; aumento do comportamento tipo-depressivo e tipo-ansioso;
déficits no equilibrio (MARINO et al., 2004; LEWIS et al., 2007; RYAN
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et al., 2008; McGOUGH et al., 2009; MURAWSKI & STANTON, 2010;
ZHOU et al., 2010; HAMILTON et al., 2011; BROCARDO et al, 2012;
MURAWSKI etal., 2012; DOKOVNA etal., 2013; SCHREIBER et al.,
2013; PERKINS et al., 2015).

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 6.
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Referéncia

Boschen
etal., 2015;
2016
Dokovna
etal., 2013
Hamilton
etal., 2011;
2012; 2015
Helfer
et al., 2009
Marino et al.,
2004
Schreiber
etal., 2013

Lawrence
et al., 2008;
2012
Lugo Jr
et al., 2003;
2006
Tran & Kelly,
2003

Periodo
Modelo de_ .
Exposicéo
ao Alcool
Ratos
Long PND 4-9
Evans
(5.25 PND 7-9
g/kg/dia)
DG
Ratos 1-10
Long 11-22
Evans 1-22
(3e45
g/kg) DG 1-22
+
PND 2-10

Periodo
da
Anélise

PND 90

PND
112-174

Niveis
de CAS
(mg/dl)

Estruturas
Analisadas

Cortex frontal;
Cortex pré-
frontal,
Hipocampo

321-458

Amigdala;
Area tegmental
ventral;
Cortex pré-
frontal;
Cortex
somatosenssorial;
Hipocampo;
Hipotalamo;
Nucleo
Acumbens

283-395

Principais Achados

PND 10: 1 BDNF; 1 TrkB comparando com
SI; 1 corticosterona; | células microgliais nas
sub-regides CA1 e GD do hipocampo; |
territério de células microgliais em CALl e
GD; 1 citocinas pro-inflamatérias (IL-1B,
TNF-a, CD11b e CCL4) nos animais EtOH e
SI; 1 CCL4 e 1 citocina anti-inflamatéria
TGF- B no grupo EtOH PND 22-29: | células
piramidais hipocampais; 1 dano proteina
hipocampal; PND 42: | complexidade da
arborizacdo e comprimento dendritico dos
neurdnios piramidais da camada mPFC 1I/111;
| pontos finais e densidade de espinhos nos
ramos de 2% e 4% ordem dos neurbnios
piramidais da camada mPFC 11/111

PND 37-39: 1 met-encefalina no hipotalamo;
| met-encefalina no ndcleo central da
amigdala; 1 met-encefalina no NAC das
fémeas; PND 90: | atividade neuronal e
imunoreatividade ~ c-Fos  no  cortex
somatosenssorial; 7 imunoreatividade c-fos e
1 intersecgdes nas ramificagdes dendriticas no
NAC em fémeas; | densidade dos espinhos
dendriticos nos neurénios da camada 11/111 do
mPFC; 1 tamanho do soma no mPFC

PND 112-114: | nimero de células piramidais
CAL1 hipocampais nos grupos DG 1-22 e PND
2-10; 1 numero de células CAl, CA3 e
neurdnios no GD hipocampais nos machos em
todos os grupos

Avaliagdo Comportamental

PND 22-29: | navegagdo
espacial no labirinto aquéatico
de Morris
PND 30-33: 1 o
comportamento de
congelamento no CPFE;

1 déficit na aprendizagem
PND 80: | contexto e
condicionamento de tragos no
CPFE
PND 112: EtOH interrompe
o condicionamento de medo
contextual

PND 37-39: Teste de
motivacéo social:

1 inalagdo anogenital,
perseguicéo, salto e corridas,
recuperagao;
| fixag@o e mordida
PND 90: 1 frequéncia de
pinos no jogo social; 1
dificuldade no processamento
de sinais somatosenssoriais

Legenda: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CA1 ou 3, Cornus Ammonis sub-tipo 1 ou 3; CPFE, efeito de facilitacdo por pré-exposicéo de contexto; DG, dia
gestacional; EtOH, etanol; GD, giro denteado; mPFC, cértex pré-frontal mediano; NAC, nicleo acumbens; PND, dia pés-natal; Sl, intubacéo simulada; TrkB, receptor de
quinase B relacionado a tropomiosina.

Fonte — Produgdo da propria autora
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Tabela 6 - Modelos de administracdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando intubacdo intragastrica — Continua

Referéncia

Leigland
etal., 2013

Lindquist
etal., 2013
(@) e (b)
Perkins
etal., 2015
Murawski &
Stanton, 2010
Murawski
etal., 2012

Livy et al., 2008
Qiang et al.,
2002

Stettner
etal., 2013

serotonina.

Modelo

Ratos

Long

Evans
(4,5 g/kg)

Ratos
Long
Evans
(3;4;5
e525
g/kg)

Ratos
Sprague
Dawley
(1,2-1,5;
2,25;4 e
6 g/kg)

Ratos
Sprague
Dawley

(2,6 g/kg)

Periodo
de
Exposicao
ao Alcool

DG 1-20

PND 2-10

PND 4-9

DG 1-20

DG 11-20

PND 4-9

Periodo
da
Andlise

PND
0; 3; 6;
11;19;

60

PND
31-32
32-33

PND 70

PND
0;3;6¢e
10;29;
36; 43;
50

PND
18-19

Niveis
CS:S ifgﬁ;;gzz Principais Achados
(mg/dl)
| volume cerebral;
170 Cérebro | volume, espessura e area de
superficie isocorticais
PND 31-33 (3 g/kg): | efluxo de
acetilcolina;
1 ChAT no septo medial nos
200-435 Hipocampo; animais que aprenderam CPFE
Septo
medial PND 31-33 (5,25 g/kg): | células
CAL1 c-Fos+ hipocampais;
| c-Fos+ hipocampais ap6s pré-
exposicao
1 peso do cérebro nas doses 4 e 6
g/kg; PND 0-10: | nGmero e
comprimento dos ramos dendriticos
Cérebro; apicais e basilares no CCpn nas
Corpo doses 4 e 6 g/kg; PND 0-29: 1 n° de
83-570 caloso; células no cortex visual na dose 6
Cortex g/kg; 1 eliminagdo de células supra
visual granulares conforme aumenta a
idade; PND 36: 1 n° de CCpn e
células no cortex visual com dose de
4 g/kg
| nimero de motoneurdnios no
341 Nervo XlIn-v; 1 atividade dos
hipoglosso = motoneurdnios al-R+ no Xlin-v; 1

receptores excitatorios 5-HT,a

Avalia¢do Comportamental

Néo se aplica

PND 31-33 (5,25 g/kg)

1 medo de pré-exposicéo de contexto;
1 congelamento condicionado; PND
70: | aprendizagem de resposta
condicionada na dose 5 g/kg;

| atividade de unidade excitatoria no
nlcleo interposto cerebelar e regido
CA1 do hipocampo nas doses 3 e 5
g/kg; | amplitude do pico de resposta
condicionada no EBC nas doses 3 e 5
g/kg; 1 laténcia de inicio na dose 5 g/kg

Néo se aplica

Néo se aplica

Legenda: CA1, cornus ammonis sub-tipo 1; ChAT, colina acetil-transferase; CCpn, neuronios de projecéo do corpo caloso; CPFE, efeito de facilitagdo por pré-
exposicdo de contexto; DG, dia gestacional; EBC, condicionamento do piscar dos olhos; EtOH, etanol; PND, dia p6s-natal; XIIn, ndcleo hipoglossal; 5-HT,

Fonte — Producéo da propria autora
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Tabela 6 —Modelos de administracdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando intubagdo intragastrica — Continua

Periodo de
Referéncia Modelo Exposicao
ao Alcool
Wijayawardhane )
etal., 2007; 2008 SRS;OZQ DG 3-20
Brocardo et al, prag
2012 Dawley DG 1-22
Gil-Mohapel « ek4'3 +
etal., 2011 g/kg) PND 4-10
Ratos
O'Leary-Moore Spragl;ue DG 8-20
Dawley ou
etal., 2006 5005 O
g/kg)
Hsiaoet al.,
2003; 2004 Ratos
McGough Sprague- PND
etal., 2009 Dawley  4-5;6-7;8-
Ryan et al., 2008 (5:25 glkg) 9;4-9
Volgin, D.V., 2008
Ratos
i Sprague PND 1-8
Lewis et al., 2007 Dawley PND 8.15
(6 g/kg)
Ratos
Sprague-
etgraggls Dawley DG 10-15
! (1ou3
g/kg)

reativas ao acido tiobarbitarico.

Periodo
da
Analise

PND
35;60e
90

PND
28-63

PND
5-8
12-15
18-21
29-30
30-32
32-35
45-52

PND 31

PND 25

Niveis

de

CAS
(mg/dl)

185-
228

210-
320

343-
360

220-
258

51
90

Estruturas

Analisadas

Hipocampo

N4o se aplica

Hipotalamo;
Regido septal

Nao se aplica

Hipotalamo

Principais Achados

PND 35: | aberturas de AMPARs;

| neurotransmissdo hipocampal mediada por
AMPARS; t n° de novos neur6nios imaturos no
GD; PND: 60: 1 CORT; | GSH; 1 GR; 1 GPx; |
GST na sub-regido CA do hipocampo; T TBARS;
1 grupos carbonilos

Nao se aplica

Regido Septal: 1 correntes AMPA e de cainato no
MS/DB no PND 4-9; + AMPARS no MS/DB,
expostos no PND 4-9; | fungdo GABAAR expostos
no PND 4-9 e 8-9; PND 29-30: 1 subunidades o4,
3, B3 e y2 do receptor GABAa na regido
perifornical do hipotalamo posterior; 1 subunidade
5 do receptor GABAa na érea pré-Optica
ventrolateral do hipotalamo anterior

Nao se aplica

1 mRNA e densidade neuronal MHC;
1 niveis basais de mRNA e densidade de células
CCR2; Extensiva colocalizacdo de CCR2 e MHC

Avaliagdo Comportamental

1 atividade de corrida nas fémeas;
1 atividade de corrida no grupo
EtOH; 1 imobilidade no teste do
nado forcado; 1 comportamento
tipo-depressivo; T comportamento
tipo-ansioso

| performance de aprendizagem
reversa no labirinto T, no PND 28
do grupo exposto no PND 4-9; 1
n° de erros nos machos

PND 29-30: | atividade motora
espontanea; PND  45-52: 1
atividade motora; 1 deficiéncias na
coordenacéo motora; !
aprendizagem espacial; | memoria
espacial

1 déficit em tarefa de equilibrio
mediada por cerebelo

1 consumo de alcool

Legenda: AMPA, 4cido a-amino-3-hydroxi-5-methil-4-isoxazolepropionico; AMPARS, receptores AMPA; CA, cornus ammonis CCR2, receptor da quimiocina CCL2; DG, dia
gestacional; CORT, corticosterona; EtOH, etanol; GABA, cido gama-aminobutirico; GD, giro denteado; Gpx, glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GSH, glutationa; GST,
glutationa-S-transferase; MHC, hormdnio de concentragdo de melanina; mRNA, RNA mensageiro; MS/DB, septo medial/banda diagonal; PND, dia pés-natal, TBARS, substancias

Fonte — Produgdo da propria autora
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Referéncia

Chappell et
al., 2007
Margret

et al.; 2005

Xie
etal., 2010
Zhou
etal., 2010

Cuietal.,,
2010

Drew et al.,
2015

Schambra
etal., 2015

Wang et al.,
2015

n&o expostas.

Modelo

Ratos
Sprague-
Dawley
(6 g/kg)

Camundongos
C57BL/6J
(2 ou 4 g/kg)

Camundongos
C57BL/6J

(4 glkg)

Camundongos
C57BL/6J
(2,40u29

a/kg)

Camundongos
SMS2-/-
(2 ou 4 g/kg)

Periodo
de
Exposicao
ao Alcool

DG 1-20

DG 7-20

DG 5
até o parto

PND 4-9

DG 7ou

DG 5
até o parto

Periodo
da
Analise

PND 28
PND 42

PND
80-85

PND
0;7;,14
e30

PND 10

PND
3-16

PND
0;7;14

Niveis
de CAS
(mg/dl)

260-349

300-500

401

104-177

150-300
300-500

Estruturas
Analisadas

Cérebro;
Cortex motor;
Cortex
somatossensorial;
Prosencéfalo

Cortex Visual

Cortex;
Cerebelo;
Hipocampo

Néo se aplica

Hipocampo

Principais Achados

PND 28 Cértex motor: | area da representagdo
anterior; | porcentagem de sobreposic¢do entre a
representacéo anterior e os cértices sensorial e
motor PND 42: | peso do cérebro; | peso do
prosencéfalo; | pesos corticais nos grupos
EtOH e XF; PND 42 Cértex somatosenssorial:
| tamanho total do campo Barril; | a média total
dos tamanhos do PMBSF nos grupos EtOH e
XF;| tamanhos individuais do PMBSF e regido
septal entre barris nos grupos EtOH e XF; |
Barris anteriores comparando com posteriores;
PND 80-85 Amigdala: | GABA; 1 hiper-
excitabilidade neuronal
| n° de espinhos dendriticos; 1 comprimento
médio dos espinhos dendriticos; | n° de
vesiculas sinapticas; | fenda sinaptica; |
densidade p6s-sinaptica

1 citonas pro-inflamatérias IL-1p ¢ TNF-a;
1 quimiocina CCL2 no cerebelo e hipocampo;
1 ativag@o microglial

Nao se aplica

| SS nos animais SMS2-/- ¢ WT; | SS em
maior quantidade nos animais SMS2-/-; 1
apoptose das células musgosas na dose 4 g/kg;
1 apoptose das células musgosas em maior
quantidade nos animais SMS2-/-;
1 caspase 3e 8

Avaliagéo

Comportamental

PND 80-85:

1 comportamento

tipo-ansioso

Nao se aplica

Né&o se aplica

| neurocomportamental
com dose 2,4 g/kg;

1 atraso no

desenvolvimento fisico;
1 atraso sensoriomotor

Nao se aplica

Legenda: CCL2, quimiocina; DG, dia gestacional; EtOH, etanol; GABA, &cido gama-aminobutirico; PMBSF, subcampo Barril posteromedial; PND, dia pds-natal, SMS2-/-
, camundongo nocaute para esfingomielina sintase 2; SS, esfingomielina; WT, tipo selvagem; XF, filhotes de méaes expostas ao EtOH que foram colocados na ninhada de maes

Fonte — Producéo da propria autora
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5.4.7 Administracéo Oral

Um total de oito pesquisas utilizando este método de administracao
do alcool foi registrado, sendo que todos trabalharam com cobaias. Os
niveis de CAS ficaram na casa dos 180 mg/dl, apenas dois trabalhos
registraram valores diferentes (BYRNES et al., 2004; NASH et al., 2007),
com 245 e 183 mg/dl respectivamente.

A maioria dos trabalhos executou a exposi¢do ao alcool ao longo
de toda a gestacdo de maneira continua e, no caso das cobaias, esse
periodo abrange todos os 3 trimestres equivalentes. A Unica excecéo foi
Byrnes e colaboradores (2004), que exp6s do DG 43 aos 62, o que
corresponde ao terceiro trimestre da gestacdo humana.

O foco de analise estrutural destes estudos foi 0 hipocampo e, em
alguns, medidas do cérebro como um todo. Como resultados foi possivel
observar uma reducdo no peso do cérebro e do hipocampo; reducdo na
liberacdo de glutamato no hipocampo; aumento na apoptose de células
hipocampais; aumento na quantidade de citocromo c citosélico, entre
outros (BUTTERS et al., 2003; BYRNES et al., 2004; GREEN et al.,
2005; NASH et al., 2007).

Relacionado aos pardmetros comportamentais, as pesquisas
encontraram aumento de hiperatividade e impulsividade; e reducdo da
aprendizagem e memdria espacial em animais expostos ao alcool durante
o desenvolvimento (IQBAL et al., 2004; NASH et al., 2007; DOBSON et
al., 2012).

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 7.
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Referéncia

Butters
etal., 2003

Byrnes
et al., 2004

Dobson
etal., 2012

Modelo

Cobaias
Dunkin-Hartley
(4 g/kg)

Cobaias
Dunkin-Hartley
(3 g/kg)

Cobaias
Dunkin-Hartley

(4 glkg)

Periodo de
Exposicéo ao
Alcool

DG 2-68

DG 43-62

5 dias por
semana
durante toda a
gestacédo

Periodo
da
Analise

PND
45-50;
60

PND 10;
21-44
48-52

150-200

Niveis de
CAS
(mg/dl)

280

245

281

Estruturas Principais Achados
Analisadas

| peso do hipocampo
noPND 1e5;

| o teor de cGMP
no PND 1;

1 o teor de cGMP
no PND 5;

| a liberagdo de glutamato

no PND 5

Hipocampo

Néo houve efeito na
plasticidade sinaptica
(regido CA1 do hipocampo)
com dose usada

Hipocampo

Cérebro inteiro | peso do cérebro

Legenda: CA, Cornus Ammonis; DG, dia gestacional; PND, dia p6s-natal; cGMP, monofosfato ciclico de guanosina.

Avaliagdo Comportamental

Naéo se aplica

Nenhuma alteracéo na
aprendizagem e memoria
espacial com a dose utilizada

1 hiperatividade
1 impulsividade
| aprendizagem

| memoéria espacial

Fonte — Produgdo da propria autora
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Referéncia

Green
et al., 2005

Hewitt
etal., 2011

Igbal et al.,
2004

McAdam
etal., 2008

Nash et al.,
2007

Modelo

Cobaias
Dunkin-Hartley
(4 g/kg)

Cobaias
Dunkin-Hartley
(4 g/kg)

Cobaias
Dunkin-Hartley
(4 g/kg)

Periodo de .
S Periodo
Exposicéo ao
Alcool da
Analise
DG 65
DG 2-64 (feto)
PND 0
5 dias por
semana DG 65
durante toda a (feto)
gestacéo
PND
10;
DG 2-67 45;
55;
60

Niveis de
CAS
(mg/dl)

281

280

280
183

Estruturas
Analisadas

Hipocampo

Cérebro inteiro
Hipocampo

Cérebro inteiro;
Hipocampo

Principais Achados

1 apoptose sem diminuicéo

aparente de células piramidais

CAL;
1 contetdo citosolico de
citocromo C e altera sua
localizacéo intracelular;
1 porcentagem de células
caspase-3 ativada e PARP
clivado

| peso de cérebro;
| peso do hipocampo;
| relag@o entre o cérebro e o
peso corporal

| crescimento hipocampal;
| peso do hipocampo;
| peso do cérebro;

1 expressdo do receptor
GABAA em adultos jovens;
1 a expressdo da subunidade

B2/3 do receptor GABAA
1 o efeito alostérico do
esteroide neuroativo
alopregnanolona na ligagao
[3H] de flunitrazepam ao
receptor GABAA

Avaliagdo Comportamental

Nao se aplica

N4o se aplica

1 atividade locomotora
espontanea;
| aprendizagem espacial;
1 natagdo em circulos

Legenda: CA, cornus ammonis; DG, dia gestacional; PND, dia pés-natal; PARP, poli (ADP ribose) polimerase; GABAA, acido y-aminobutirico tipo A.

Fonte — Produgdo da propria autora
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5.4.8 Injecdo Intraperitoneal

Um total de doze pesquisas utilizando este método de
administragdo de alcool foi registrado, dos quais, quatro utilizaram este
modelo em ratos (DAVID & SUBRAMANIAM, 2009; FILGUEIRAS et
al., 2010; FIROZAN et al., 2014; DIAZ et al., 2016) e os demais estudos
foram feitos em camundongos. Os niveis de CAS ficaram entre 98 e 600
mg/dl, e apenas trés trabalhos registraram valores inferiores a 200 mg/dl
(DAVID & SUBRAMANIAM, 2009; LICONA et al, 2009;
FILGUEIRAS et al., 2009), com 98,3; 122 e 1745 mg/dl
respectivamente.

Dentre estas pesquisas, quatro trataram no periodo gestacional,
sendo que David & Subramaniam (2009) iniciaram a administracdo de
alcool no DG 5 e continuaram aplicando em dias alternados, ao longo de
toda a gestacdo (1° e 2° trimestres equivalentes); ja Diaz e colaboradores
(2016) administraram o alcool de forma aguda apenas no DG 12 e, duas
pesquisas (PARNELL et al., 2009; SANDRIAN et al., 2014) também
forneceram alcool de forma aguda apenas no DG 8. As pesquisas restantes
utilizaram a janela temporal correspondente ao terceiro trimestre em
humanos para administrar o &lcool.

Oito estruturas do SNC foram analisadas: cérebro como um todo;
cerebelo; cortex como um todo; cértex frontal; piriforme e visual;
hipocampo e medula espinhal. Dentre os achados bioquimicos,
fisiolégicos, anatdbmicos e estruturais, destaca-se a reducao nos niveis de
monofosfato ciclico de adenosina no hipocampo (NUNES et al., 2011);
reducdo da expresséo do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
e da quantidade e tamanho das células de Purkinje no cerebelo
(FIROZAN et al., 2014); reducédo na plasticidade de dominancia ocular
no cértex visual (LANTZ et al., 2012); reducéo na quantidade e tamanho
de motoneur6nios na medula espinhal (DAVID & SUBRAMANIAM,
2009) e reducdo no volume total do cérebro (PARNELL et al., 2009;
O'LEARY-MOORE et al., 2010).

Relacionado aos pardmetros comportamentais, dentre 0s
comportamentos avaliados foram observados déficits sociais em machos;
aumento de comportamento tipo-ansioso com idade entre 25 e 28 dias;
redugdo do comportamento tipo-ansioso com idade mais avancada (PND
42-77); redugdo na aprendizagem e memoria; aumento na atividade
locomotora e reducéo no comportamento de autolimpeza (FILGUEIRAS
et al., 2009; FILGUEIRAS et al., 2010; NUNES et al., 2011; FIROZAN
et al., 2014; Sandrian et al., 2014;DIAZ et al., 2016).
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Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 8.
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Referéncia

David &
Subramaniam,
2009

Diaz et al., 2016

Filgueiras
etal., 2010
Filgueiras

etal., 2009

Nunes et al., 2011

Firozan et al., 2014

Lantz et al., 2012

Periodo de
Exposicao ao

Modelo Alcool

Ratos Sprague-
Dawley
(EtOH 20%)

Toda gestagao

Ratos Sprague-
Dawley
(3,75 g/kg)

DG 12

Ratos Long
Evans

(5 g/kg)

PND 4-10

Camundongos
Swiss
(5 g/kg)

PND 2-8

Ratos Wistar -
Machos

(6 g/kg)

PND 4

Camundongos
C57BL/6

(5 g/kg)

PND
5,79

Periodo da

Anélise

PND
7;14; 21;
28

PND
28; 42;
77, 80

PND 25-28

PND
30;
75-81

PND
4;21-23

PND 31

d';“éeA'SS Estruturas
(mg/dl) Analisadas
Medula
e Espinhal
394,7 Néo se aplica
239 N&o se aplica
174,5- Cortex Frontal;
321 Hipocampo
204 Cerebelo
411 Cértex visual

Principais Achados

| quantidade e tamanho
de motoneurénios

Nao se aplica

Nao se aplica

| cAMP no hipocampo
no PND 30

| quantidade e tamanho
das células de Purkinje;
| BDNF

| plasticidade de
dominancia ocular

Avaliacdo Comportamental

Naéo se aplica

1 déficit social em machos;
| preferéncia social em machos;
| preferéncia social em fémeas no PND 42 e
77,
| ansiedade em ambos os sexos

| aprendizagem e memoria;
1 ansiedade

1 atividade locomotora no PND 30;
1 comportamento rotacional
no PND 75-81

| n° de erguidas e auto-limpeza;
| alaténcia geral e permanéncia no rotarod

Naéo se aplica

Legenda: BDNF, fator neurotrdfico derivado do encéfalo; cAMP, monofosfato ciclico de adenosina; DG, dia gestacional; PND, dia pés-natal.

Fonte — Producéo da propria autora
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Modelo PEG;HZS? gg Periodo da N'\éissde Estruturas Principais Achados Avaliacao
posIg Analise Analisadas Comportamental
ao Alcool (mg/dl)
Camundongos Nesta linhagem transgénica, o
Lietal, 2015 N-PKR-/- TS PND 7 2L Cerebelo  E1OH induz menos perda neuronal Nio se aplica
(2,2 ou 4.4 glkg) 4-9 350 cerebelar comparando com
g ) selvagem
Licona et al Camundongos PND 4 Cérebro; com aSE:JTi:JSn? '\\;\?TSB/& PND 4
2009 nNOS-/- 4-9 PND 10 122-346 Cortex; P com dose 4,4 g/kg: Nao se aplica
(2.2 0u4,4 g/kg) Hipocampo 1 microcefalia; 1 perda neuronal
O'Leary- Camundongos 1 volume total do cérebro
Moore C57BL/6) PND10 = PND 16-17 424 Cérebro | volume do cortex; . P
etal. 2010 (2.9 gkg) 1 volume do diencéfalo; Né&o se aplica
’ ’ 1 volume do 3° ventriculo
Camundongos | volume do cérebro;
Parnell etal., C57BL/6 DG 8 DG 17 381 Cérebro L bulbo olfatério; | hipocampo; Néo se aplica
2009 (5.6 g/kg) | cerebelo; 1 regido septal;
,0 g/kg 1 hipéfise
| quantidade de neur6énios PV+ no
PCX no DG 8 e PND 7
Camundongos Cortex | quantidade de neur6nios PV+ no
Sandrian C57BL/6BY DG 8 14-15 600 AT hipocampo no PND 7; | meméria espacial no
etal., 2014 (5,6 g/kg e 2,2 PND 7 semanas 500 I-F:i p— ’0 1 LFP evocado por odor no PCX PND 7
a/kg) P P adulto; | inibi¢do do feedback

local no PCX; | quantidade de
células no giro denteado
Legenda: DG, dia gestacional; EtOH, etanol; LFP, campo potencial local; nNOS-/-, camundongos geneticamente deficientes para 6xido nitrico sintase neuronal
(nNOS); N-PKR-/-, camundongos C57BL/6J com uma delegéo direcionada dos exdes 2 e 3 no dominio de ligacdo ao dSRNA/RAX do terminal N; PCX, cortex
piriforme; PND, dia pds-natal; WT, tipo selvagem.

Fonte: Producéo da propria autora
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5.4.9 Injecao Subcutinea

Utilizando este método de administragdo de alcool foram
encontradas cinco pesquisas (WOZNIAK et al., 2004; YOUNG &
OLNEY, 2005; KUMRAL et al., 2005; SANDRIAN et al., 2012;
HAMILTON et al., 2016), sendo que todos utilizaram camundongos da
linhagem C57BL/6 como modelo animal. Os niveis de CAS variaram de
41 a 510 mg/dl e essa diferenca se deu principalmente porque Young &
Olney (2005) administraram diferentes doses de alcool (0,32; 0,63; 0,94;
1,25 ou 2,25 g/kg) a fim de observar uma curva de alteracdes dependentes
de dose, e registram CAS entre 41 e 252 mg/dl. A maioria dos trabalhos
ficou entre 300 e 500 mg/dl e apenas Kumral e colaborados (2005)
encontraram niveis de CAS de 160 mg/dl, provavelmente porque
mediram este parametro no grupo de controle do tratamento
farmacoldgico que estava sendo tratado paralelamente com salina.

As estruturas analisadas foram: cerebelo; cérebro total; cortex pré-
frontal e retrosplenial; hipocampo e ndcleo talamico anterior (ATN).
Dentre os achados bioquimicos, fisiol6gicos, anatdmicos e estruturais, foi
encontrada neurodegeneracdo em todas as regides cerebrais; reducdo no
volume do cdrtex retrosplenial; reducdo de 60% no volume do ATN;
aumento da apoptose neural com CAS maior ou igual a 50 mg/dl; reducéo
da plasticidade sinptica; aumento nos niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) e reducdo da atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPx) (WOZNIAK et al., 2004; YOUNG &
OLNEY, 2005; KUMRAL et al., 2005; SANDRIAN et al., 2012;
HAMILTON et al., 2016).

Relacionado aos parametros comportamentais, dentre 0s
comportamentos avaliados foram observados déficits na funcéo olfatoria
hipocampal; reducdo de aprendizagem e memoéria e aumento de
hiperatividade (WOZNIAK et al., 2004; SANDRIAN et al., 2012;
HAMILTON et al., 2016).

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados
encontram-se sumarizados na tabela 9.



Tabela 9 - Modelos de administragdo de alcool durante o desenvolvimento utilizando injegdo subcutanea

tiobarbiturica.

Periodo de
Referéncia Modelo Exposicdo ao Periododa = Niveis de Estruturas Principais Achados Avaliagao
Alcool Anélise CAS Analisadas Comportamental
(mg/dl)

Hamilton 1 déficits na fungdo

etal., 2016 1 neurodegeneragdo e em olfatéria-hipocampal;
PND 8 todas as regides; 1 deficiéncias na memoria
Kumral 1 niveis TBARS; espacial a longo prazo;
etal., 2005 PND 7 PND ATN; | atividade Gpx; | aprendizagem e memoria
Camundongos 7.8 160 Cerebelo; | plasticidade sinaptica no PND 30;

Sandrian C57BL/6J PND 14: 30: 90 510 Cortex pré-frontal; hipocampal; 1 hiperatividade;

etal., 2012 (5 g/kg) 5,7;9 e Cértex Retrosplenial; 1 60% do volume total do | memoria de trabalho no
PND Hipocampo ATN no PND PND 90;

Wozniak 7580 14; 30 e 90; EtOH administrado por 3

etal., 2004 | volume do cortex dias impacta a aquisi¢o na
retrosplenial no PND 30 tarefa de esquiva passiva

Young & Camundongos 419

Olney, 2005 C57BL/6 57'1 N |
(0,32; 0,63; ! . apoptose neural com « .
0,94 1,25 o PND 7 PND 8 1&3232,72 Cérebro CAS > ou = 50 mg/dI Nao se aplica
2,25 g/kg) 251.2

Legenda: ATN, nlcleo talamico anterior; CAS, concentracao de alcool no sangue; EtOH, etanol; Gpx, glutationa peroxidase; PND, dia pés-natal; TBARS, substancia &cida

Fonte — Producéo da propria autora
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5.4.10 Pesquisas que utilizaram duas rotas de administragéo

Apenas duas pesquisas foram encontradas utilizando duas
diferentes rotas de administracdo de alcool em um mesmo grupo
experimental (LIVY et al., 2003; BROCARDO et al., 2017) sendo que
ambas trabalharam com ratos como modelo animal. Os niveis de CAS
registrados por Livy e colaboradores (2003) ficou entre 268 e 359 mg/dl;
ja Brocardo e colaboradores (2017) registraram CAS entre 91 e 94 mg/dl
nas fémeas gestantes e uma média de 255 mg/dl nos filhotes.

Com relacgdo as rotas de administracdo de alcool utilizadas, Livy e
colaboradores (2003) utilizaram intubacdo intragastrica nas fémeas
gestantes e criacdo artificial com os filhotes recém-nascidos, com
distintos tempos de administracdo, fornecendo alcool do DG 1 ao 20 (1°
e 2° trimestres equivalentes); DG 11 ao 20 (todo o 2° trimestre
equivalente); DG 16 ao 20 (parte final do 2° trimestre equivalente); DG 1
ao 20 + PND 4 ao 9 (todos os 3 trimestres equivalentes) e PND 4 a0 9 (3°
trimestre equivalente). Por outro lado, Brocardo e colegas (2017)
administram alcool por meio de dieta liquida as fémeas gestantes e por
meio de intubacdo intragastrica (gavagem) aos filhotes recém-nascidos,
também variando nos tempos de administracdo, sendo que um grupo
consumiu alcool do DG 1 ao 10 (1° trimestre equivalente); um segundo
grupo recebeu alcool do DG 11 ao 21 (2° trimestre equivalente) e um
terceiro grupo foi tratado entre 0 PND 4 ao 9 (3° trimestre equivalente).

As estruturas analisadas foram o cortex pré-frontal e o hipocampo.
Dentre os principais achados bioquimicos foi encontrada redugdo nos
niveis de glutationa (GSH) no cortex pre-frontal, no Cornus Ammonis
(CA) e no GD (duas sub-regides hipocampais); aumento de TBARS no
CA e GD hipocampais e reducédo de carbonilacdo de proteinas no CA
hipocampal (BROCARDO et al., 2017). Dentre os achados anatdmicos e
histoldgicos foram encontradas reducdes do volume, densidade e nimero
de células na sub-regido CA1 hipocampal; reducdo do volume da sub-
regido CA3 hipocampal e reducéo da densidade e nimero de células nas
sub-regiGes CA3 e GD hipocampais (LIVY et al., 2003).

N&o foram realizadas andlises comportamentais.

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados,
encontram-se sumarizados na tabela 10.
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tiobarbitdrico.

Periodo de
Modelo L x
Referéncia Via de Exposicdo ao
o N Alcool
administracéo
Ratos Sprague
Dawley
(35,5% EtOH; 4 )
Brocardo a/kg) D8I
DG 11-21
etal., 2017 PND 4-10
Dieta Liquida
Intubacéo
Intragéstrica
Ratos Sprague DG
Dawley 1-20;
Livy (6; 5,1 e 5 g/kg) 11-205
etal., 2003 16-20;
" Intubacéo DG 1-20 +
Intragéstrica PND 4-9
Criagdo Artificial PND 4-9

Periodo
da
Analise

PND 60

PND 10

Niveis de
CAS
(mg/dl)

Maes:
91-94

Filhotes:
255

268-359

Estruturas
Analisadas

Cortex pré-
frontal;
Hipocampo

Hipocampo

Principais Achados

| GSH nas sub-regides CA e
GD hipocampais e no cértex
pré-frontal;

1 TBARS nas sub-regides CA e
GD hipocampais;
| carbonilagdo de proteinas no
CA hipocampal;

Nao se aplica

| volume CAl, densidade e n°
de células piramidais nos
grupos tratados no PND 4-9;
| volume CA3 em todas as
idades;
| densidade e n° de células na
regido CA3 e no DG nos
grupos tratados no PND 4-9;

Nao se aplica

Legenda: CA, Cornus Ammonis; DG, dia gestacional; EtOH, etanol; GD, giro denteado; GSH, glutationa; PND, dia p6s-natal; TBARS, substancias reativas ao acido

Avaliagdo Comportamental

Fonte — Producéo da propria autora
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5.4.11 Pesquisas que utilizaram algum tratamento/intervengéo

Dentre as 107 pesquisas encontradas na presente revisdo
sistematica, 32 fizeram algum tipo de tratamento ou intervencéo visando
mitigar ou reduzir os efeitos prejudiciais que ocorrem ao longo da vida de
individuos expostos ao &lcool durante o periodo de desenvolvimento.
Dentre estes estudos, apenas 3 trabalharam com cobaias (NASH et al.,
2007; McADAM et al., 2008; HEWITT et al., 2011) e 9 estudos usaram
camundongos como escolha de modelo animal (KUMRAL et al., 2005;
ZHOU etal., 2008; SARI, Y., 2009; NUNES et al., 2011; SANDRIAN et
al., 2012; LANTZ et al., 2012; KAJIMOTO et al., 2013; DREW et al.,
2015; HAMILTON et al., 2016). Os demais pesquisadores optaram por
trabalhar com ratos.

A aplicacéo de um protocolo de exercicio voluntario na roda de
corrida foi a forma mais recorrente de intervencéo, abrangendo 5 estudos
(REDILA et al., 2006; HELFER et al., 2009; BROCARDO et al, 2012;
HAMILTON et al., 2015 e 2016), e dentre os principais beneficios
alcancados através do exercicio fisico voluntario estdo a reducdo do
comportamento tipo-depressivo; aumento nos niveis de GSH hipocampal;
aumento da proliferacdo celular e neurogénese hipocampal; aumento do
comprimento dendritico e da densidade dos espinhos dendriticos em
células piramidais do cortex pré-frontal medial (mPFC). Klintsova e
colaboradores (2002) usaram um protocolo de treinamento em
habilidades motoras complexas por 20 dias (PND 180-200) e perceberam
aumento da camada molecular do I6bulo paramediano (PML) cerebelar e
aumento na quantidade de fibras paralelas por células de Purkinje no
cerebelo.

Dois estudos aplicaram protocolos combinados de exercicio fisico
voluntario (EFV) somado ao enriquecimento ambiental (EA)
(HAMILTON et al., 2012; SCHREIBER et al., 2013), dos quais apenas
Hamilton e colaboradores (2012) observaram efeitos benéficos nos
animais expostos ao alcool durante o desenvolvimento e que tiveram
acesso ao protocolo EFV e EA. Dentre estes beneficios estdo o aumento
no ntmero de neurdnios recém gerados no GD hipocampal apds EFV e
sobrevivéncia destes neurdnios recém gerados nos grupos expostos ao
EFV somado ao EA. Outros dois estudos utilizaram protocolos de
alteracBes ambientais e ndo encontraram resultados nos animais expostos
ao alcool durante o desenvolvimento (KAJIMOTO et al., 2013;
RODRIGUEZ et al., 2016).

Dentre os 21 trabalhos que utilizaram como meio de
tratamento/intervencdo algum tipo droga ou substancia quimica,



75

destacam-se Dokovna e equipe (2013), com administracdo de
fisostigmina (0.01 mg/kg i.p.), um inibidor de acetilcolinesterase, ao
longo de 3 fases de treinamento e testes de facilitagdo por pré-exposicéo
de contexto (CPFE), com resultados mostrando diminuicdo do
comportamento de congelamento no CPFE e aumento na aprendizagem
nos grupos expostos ao alcool durante o desenvolvimento e que foram
tratados com fisostigmina. Filgueiras e colaboradores (2010) fizeram
administracdo de vinpocetina (20 mg/kg i.p.), um inibidor de
fosfodiesterase tipo 1, ao longo de todo o periodo de avaliagGes
comportamentais, o que resultou em melhora na aprendizagem. Nunes e
equipe (2011) também trataram os animais com vinpocetina (10 ou 20
mg/kg i.p.) s6 que de forma aguda, no PND 30, 4 horas antes dos testes
comportamentais e encontraram aumento na atividade locomotora e
aumento nos niveis de monofosfato ciclico de adenosina nos animais
expostos ao alcool durante o desenvolvimento e que foram tratados com
vinpocetina na dose de 20 mg/kg.

Ressaltam-se ainda Firozan e equipe (2014), os quais
administraram 17p-estradiol (300, 600 ou 900 pg/kg s.c.) no PND 4, 30
minutos antes da injecdo i.p. de alcool de forma aguda, encontrando
significativos resultados no cerebelo com destaque para aumento na
guantidade de células de Purkinje; aumento na expressdo de BDNF e
reducdo nas deficiéncias motoras provocadas pela exposi¢do ao alcool
durante o desenvolvimento. Kumral e colegas (2005) fizeram
administragdo eritropoietina (EPO) (1000 U/kg i.p.), uma citocina
hematopoiética, de forma concomitante a administracdo aguda do alcool
no PND 7 e, dentre 0s seus principais achados estdo a redugéo da apoptose
e dos niveis de TBARS e aumento dos niveis de GPx no cerebelo, cortex
pré-frontal e hipocampo. Marino e equipe (2004) forneceram nos PNDs
7,8 € 9, por intubacdo intragastrica juntamente com a administracdo do
alcool, vitamina E (2 g/kg), um antioxidante; e observaram reducao nos
niveis de carbonilacdo proteica hipocampal e aumento no nimero de
células piramidais da regido CA1 hipocampal. Ainda, McGough e
colaboradores (2009) observaram melhoras na coordenacdo motora de
animais expostos ao &lcool durante o desenvolvimento e que foram
tratados com fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) (10 pg
intranasal) do PND 10 ao 13.

Os parametros utilizados em cada pesquisa e 0s principais achados,
encontram-se sumarizados na tabela 11.
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Referéncia

Brocardo
etal, 2012

Dokovna
etal., 2013

Drew
etal., 2015

Filgueiras
etal., 2010

Firozan
etal., 2014

Hamilton
etal., 2012;
2015
Helfer
et al., 2009
Schreiber
etal., 2013

Modelo
Via de
administragéo
Ratos
Sprague Dawley
(4e4,3g/ky)i.g.

Ratos Long Evans
(5.25 g/kg/dia) i.g.

Camundongos
C57BL/6J

(4 g/kg) i.g.

Ratos Long Evans
(5 g/kg) i.p.

Ratos Wistar
(6 g/kg) i.p.

Ratos Long Evans
(5.25 g/kg/dia) i.g.

Periodo de

Exposicéo
ao Alcool
DG 1-22
+
PND 4-10

PND 7-9

PND 4-9

PND 4-10

PND 4

PND 4-9

Periodo
da
Analise

PND 60

PND
30-33

PND 10

PND
25-28

PN
4;
21-23

PND 42
PND
30; 41;
50; 58;
66 e 80

Niveis
de CAS
(mg/dl)
195-228

436-457

401

239

204

300-400

Estruturas
Analisadas

Hipocampo

Néo se
aplica

Cortex;
Cerebelo;
Hipocampo

Né&o se
aplica

Cerebelo

Cortex;
Hipocampo

Tipo de
Intervencdo/Tratamento

Exercicio voluntario na roda de
corrida
PND 48-60
Fisostigmina- inibidor de
acetilcolinesterase
(0.01 mg/kg i.p.)

Pioglitazona - agonista PPAR-y
(12.5 mg/kg/ 6 dias - i.g..)

Vinpocetina - inibidor da
fosfodiesterase tipo 1
(20 mg/kg i.p)

17B-estradiol
(300, 600 ou 900 pg/kg —s.c.)

Exercicio voluntario na roda de
corrida;
Ambiente enriquecido
PND 30-42
PND 30 ou 42 (24h)
PND 42-72

Principais Efeitos

1 tempo de corrida;
| comportamento tipo-depressivo
nos machos; 1 GSH
| o comportamento de
congelamento no CPFE;
| déficit na aprendizagem
| aumento induzido por etanol
das citocinas e quimiocinas em
todos os tecidos; | ativagdo
microglial

taprendizagem e memoria

1 quantidade células de Purkinje;
1 BDNF; | deficiéncias motoras

1 o nimero de neurdnios recém-
gerados sobreviventes no GD;

1 proliferagdo celular no GD;

1 comprimento dendritico total
dos neurbnios piramidais da
camada mPFC IVIII; 1 pontos
finais e densidade de espinhos nos
ramos de 2% e 4* ordem dos
neurdnios piramidais da camada
mPFC 11/111

Legenda: BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; CPFE, efeito de facilitagdo de pré-exposicédo de contexto; DG, dia gestacional; GD, giro denteado; GSH,
glutationa; i.g., intubacéo intragastrica; i.p., inje¢do intraperitoneal; mPFC, cortex pré-frontal medial; PND, dia pés-natal; PPAR, receptor ativado por proliferador de
peroxissomo; s.c., subcutaneo.

Fonte — Produgdo da propria autora
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Referéncia

Hamilton
etal., 2016

Hewitt
etal., 2011

Kajimoto
etal., 2013

Klintsova
etal., 2002

Kumral
et al., 2005

Lantz
etal., 2012

Lewis
et al., 2007

Modelo
Via de
administracéo

Camundongos
C57BL/6J
(5 g/kg) s.c.

Cobaia
Dunkin-Hartley
(4 g/kg) A.O.
Camundongos bi-
transgénico Nestin-
CreERT2/YFP
(EtOH 10%) C.V.

Ratos Long Evans
(4,5 g/kg) C.A.

Camundongos
C57BL/6J
(5 g/kg) s.c.

Camundongos
C57BL/6

(5 g/kg) i.p.
Ratos

Sprague Dawley
(6 g/kg) i.g.

Periodo de
Exposicéo
ao Alcool

Toda
gestacdo

Toda
gestacdo

PND 4-9

PND 7

PND
5;7;9

PND
1-8; 8-15

Periodo Niveis
da de CAS
Anélise | (mg/dl)
PND
75-80 300-500
DG 65
(feto) 280
PND
110 e
180
dias 225
Etanol
160
PND 8 Etanol
+ EPO
325
PND 31 411
PND 31  220-258

Estruturas
Analisadas

Hipocampo

Cérebro
inteiro;
Hipocampo

Hipocampo

Cerebelo

Cerebelo;
Cortex pré-
frontal;
Hipocampo

Cortex
visual

Néo se
aplica

Tipo de Intervencao/Tratamento

Exercicio voluntario na roda de
corrida
PND 35-80/81

Acido félico (2 mg/kg/dia) 5 dias por
semana, ao longo de toda a gestacéao

Ambiente enriquecido
PND 45-115

Treinamento em habilidades motoras
complexas
PND 180-200

Eritropoietina (1000 U/kg i.p.)
Citocina hematopoiética

Vinpocetina (20 mg/kg) - inibidor da
PDE1; Rolipram (1,25 mg/kg) -
inibidor da PDE4; Vardenafil
(3 mg/kg) - inibidor da PDE5

Agmatina (20 mg/kg) - modulador de
NMDAR

Principais Efeitos

1 neurogénese; T coordenagdo no
rotarod; 1 desempenho na tarefa de
esquiva passiva

O 4cido félico nesta dose ndo mitigou
os efeitos provocados pelo EtOH

A ambiente enriquecido néo altera a
neurogénese nos animais EtOH

1 camada molecular PML;
1 fibras paralelas por célula de
Purkinje

| apoptose no cerebelo, cortex pré-
frontal e hipocampo; | peroxidagao
lipidica;

1 niveis de antixoidantes
Vinpocetina administrada sozinha
restabeleceu ODP; Rolipram e
Vardenafil administrados
simultaneamente restauraram ODP

1 equilibrio

Legenda: A.O., administracéo oral; C.A., criacdo artificial; C.V., consumo voluntério; DG, dia gestacional; EPO, Eritropoietina; EtOH, etanol; i.g., intubacéo intragéstrica;
i.p., injecdo intraperitoneal; NMDAR, receptor de n-metil-d-aspartato; ODP, plasticidade da dominancia ocular; PDE, fosfodiesterase; PML, l6bulo paramediano; PND, dia
pos-natal; s.c., subcutaneo.

Fonte — Produgdo da propria autora
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Tabela 11 — Grupos que testaram tratamentos e/ou intervencdes - Continua

Modelo Periodo de Periodo Niveis Estruturas
Referéncia Via de Exposicdo da de CAS - Tipo de Intervencao/Tratamento Principais Efeitos
L . P L) Analisadas
administracéo ao Alcool Analise (mg/dl)
Ratos Wistar Todos 0s 3 e Fenofibrato - derivado do acido fibrico . e . .
et'\gﬁr;?)il (11% EtOH) trimestres sa‘e’rsi;nla?s 28-142 Néo se aplica (modifica lipidios em humanos através da Heticigds LTS dl glperam”dade’
" A.B. equivalentes ativagdo dos PPAR«) | et
. Ratos . .
Marino PND PND . - - | carbonilos proteicos;
etal., 2004 Long Evar}s 7:869 29.29 457 Hipocampo Vitamina E (2 g/kg) — antioxidante 1 células piramidais CA1
(5,25 g/kg) i.g.
McAdam Cobaia PND Fluoxetina (10 mg/kg i.p.) - inibidor
etal. 2008 Dunkin-Hartley DG 2-67 55.60 183 Néo se aplica seletivo da recaptagdo de serotonina. - Nao mitigou a resposta de natacdo em circulos
" (4 g/kg) A.O. PND 10-48
McGough Ratos
9 Sprague Dawley PND 4-9 PND 348 Néo se aplica IGF-I (10 pg intranasal) 1 coordenag@o motora
etal., 2009 X
(5,25 g/kg) i.g. 18-52
Cobaia O regime de vitaminas C + E protegeu o peso
Nash - g PND . Vitamina C (250 mg/kg) A.O. do hipocampo em relagdo ao peso do cérebro; |
etal., 2007 DL BB 28 43-47 2oy hilpccanpo Vitamina E (150 mg/kg) A.O. déficit induzido pelo etanol no componente de
(4 g/kg) A.O. ~ e ‘o
retencéo de tarefas do teste do labirinto aquético
Camundongos . . i .. .
Nunes Swiss PND 2-8 PND 30 1 Cortex Frontal; Vinpocetina (10 ou 20 mg/kg) Dose de 20 mg/lfg._T atividade locomotora;
etal., 2011 . Hipocampo 1 niveis de cAMP
(5 g/kg) i.p.
q Ratos PND . i - L
Perkins Long Evans PND 2-10 31-32 318 Hlpocamp_o, Galantamina (2 mg/kg) 1 resposta a acetilcolina para gglantamma,
etal., 2015 5 Septo medial | ChAT no septo medial
(3 g/kg) i.g. 32-33
Ratos
Redila Sprague Dawley PND . Exercicio voluntario na roda de corrida . " R
etal,, 2006 (35,5% EtOH) DG 1-22 47e77 188,6 Hipocampo PND 50-58 - PND 50-78 1 proliferacéo celular e neurogénese no GD
D.L.
Rouriguer Ml Toda PND g ATbienal aloja atosexpostoscomratos PR SRR S TR
etal., 2016 g gestacdo 120 p ndo expostos ao EtOH P

(2,1 g/kg) C.V. alocados com ratos EtOH

Legenda: A.B., 4gua de beber; A.O., administragdo oral; CA1, Cornus Ammoni sub-tipo 1; cAMP, monofosfato ciclico de adenosina; ChAT, colina acetiltransferase; C.V., consumo voluntério; DG,
dia gestacional; D.L., dieta liquida; EtOH, etanol; GD, giro denteado; i.g., intubacéo intragastrica; IGF-I, fator de crescimento semelhante & insulina; i.p., injecdo intraperitoneal; PND, dia p6s-natal;
PPAR, receptores ativados da proliferagdo de peroxissomos.

Fonte — Producéo da propria autora
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Referéncia

Sandrian
etal., 2012

Sari, Y., 2009

Savage
etal., 2010

Wijayaward-
hane et al.,
2007; 2008

Zhou
etal., 2010

Zhou
etal., 2008

Modelo
Via de
administracéo

Camundongo
C57BL/6J
(5 g/kg) s.c.

Camundongos
C57BL/6
(25% EtOH)
D.L.

Ratos Long
Evans

(2,82 g/kg) C.V.

Ratos Sprague
Dawley
(4 g/kg) i.g.
Ratos Sprague
Dawley
(6 g/kg) i.g.
Camundongos
C57BL/6
(25% EtOH)
D.L.

Periodo
de
Exposi¢ca
0ao
Alcool

PND 7

DG 7-13

Durante
toda
gestacao

DG 3-20

DG 7-20

DG 7-15

Periodo
da
Analise

PND 8

DG 13

PND
90-150

PND 35

PND
80-85

DG 15

Niveis de
CAS
(mg/dI)

500

55

84

185

140

Estruturas
Analisadas

Hipocampo

Cérebro;
Cortex
cingulado;
Ganglio
basal

N4o se
aplica

Hipocampo

Amigdala

Nucleos da
rafe;
Tubo
neural

Tipo de
Intervencao/Tratamento

Cloreto de Litio
(10 pl/g, 6 m Eg/kg i.p.)

Peptideo NAPVSIPQ (NAP)
(20 ou 30 pg/20 g i.p)

ABT-239 (1 mg/kg i.p.)

Aniracetam
(50 mg/kg i.g.)

Midazolan (MDZ)
(1pg em volume de 0,5 pl)

[SALLRSIPA, (SAL)]
[NAPVSIPQ, (NAP)]

Principais Efeitos

| neurodegeneragao; 1 plasticidade sinaptica
na regido CAl; T memoria espacial

1 peso cerebral; | apoptose no cortex e
ganglio basal; | caspase-3;
| citocromo c citosolico; 1 citocromo ¢
mitocondrial

1 memoria espacial

1 aberturas de AMPARS;
1 neurotransmissdo hipocampal mediada por
AMPARs

| ansiedade; 1 GABA; | hiper-
excitabilidade neuronal; | LTP

SAL impediu a disrafia e protegeu contra as
reducdes nos neurdnios 5-HT na rafe rostral
e caudal

Legenda: AMPA, 4cido a-amino-3-hydroxi-5-methil-4-isoxazolepropionico; AMPARS, receptores AMPA; C.V., consumo voluntério; DG, dia gestacional; D.L., dieta liquida;
EtOH, etanol; i.g., intubagdo intragastrica; GABA, acido gama-amino-butirico; i.p., injecéo intraperitoneal; LTP, potenciacdo a longo prazo; PND, dia pés-natal;

5-HT, serotonina.

Fonte — Producéo da propria autora
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5.5 VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS MODELOS ANIMAIS
UTILIZANDO ROEDORES

Apos analise dos diferentes modelos animais utilizados para
estudar os efeitos da exposicdo pré-natal ao alcool, e a fim de facilitar o
modelo mais adequado para cada tipo de protocolo experimental, foram
determinadas algumas vantagens e desvantagens dos modelos utilizando
os diferentes tipos de espécies de roedores encontradas na busca
sistematica da literatura existente sobre FASD. Estes dados estdo
compilados na forma de tabela e podem ser visualizados na Tabela 12.

Tabela 12 - Vantagens e desvantagens dos diferentes modelos animais utilizando
roedores para exposicdo de alcool durante o desenvolvimento

Roedor Vantagens Desvantagens

- Maior tamanho corporal, o que facilita
manipulagdo e coleta de amostras;
- Comportamento ddcil;

- Ninhadas com grande quantidade de - Periodo gestacional curto,
filhotes; fazendo com que a exposicéao
Rato - Tempo de vida relativamente curto; no periodo correspondente ao
- Maior facilidade na analise de terceiro trimestre ocorra ap6s
comportamentos mais sofisticados, 0 nascimento

incluindo testes de aprendizagem,
memoria e funcdes executivas;
- Baixos custos de manutencéo

- Maior facilidade de manipulagéo; - Periodo gestacional curto,
- Comportamento ddcil; fazendo com que a exposicéo
- Ninhadas com grande no periodo correspondente ao
c quantidade de filhotes; terceiro trimestre ocorra aps
amundongo h . ) I :
- Tempo de vida relativamente curto; 0 nascimento;
- Maior possibilidade de - Maior dificuldade de
manipulagdo genética; observagdes comportamentais
- Baixos custos de manutencéo comparando com ratos
- Ninhada reduzida;
o - Maior tempo de projeto;
Cobaia - (CImEar ETED G - Maiores custos do projeto;

- Todo periodo gestacional in utero - Maior dificuldade em testes

comportamentais

Fonte: Produgdo da propria autora
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5.6 VANTAGENS E DESVANTAGENS DAS DIFERENTES ROTAS
DE ADMINISTRACAO DE ALCOOL

A partir das diferentes rotas de administracdo de alcool durante o
desenvolvimento utilizadas para estudar os efeitos da exposicao pré-natal
ao alcool, e a fim de facilitar o modelo mais adequado para cada tipo de
protocolo experimental, foram determinadas algumas vantagens e
desvantagens sobre cada rota de administracdo encontrada na busca
sistematica da literatura existente sobre FASD. Estes dados estdo
compilados na forma de tabela e podem ser visualizados na Tabela 13.

Tabela 13 - Vantagens e desvantagens das diferentes rotas de administragdo de
alcool durante o desenvolvimento

Rota de

Administrag&o Vantagens Desvantagens

Agua de beber; - Dificil controlar a dose e o tempo de

Dieta Liquida; - Técnicas simples; s . .
Consumo - Menos trabalhoso; . EXPOSICA0 80 alcool,_
P ) . - Maior variabilidade nos niveis de CAS;
voluntario; - Menos manipulacéo; A
Paradigma das - Mimetizam a ingestdo em humanos < AUEGIEGE EEETES PR O pn2lBe
g 9 segundo trimestres equivalentes
duas garrafas
- Controle preciso da dose; - Procedimento invasivo;
. - Alcanca elevados niveis de CAS; - Aumenta estresse nos animais;
Intubacéo o . h S
intragastrica - Mimetiza consumo excessivo em - Aumenta mortalidade nos animais;
9 humanos; - Procedimento trabalhoso;
- Pode ser utilizada no terceiro - Necessita pessoal treinado para a
trimestre equivalente técnica
Criacao artificial - Controla quantidades de comida e - Bastante invasivo;
com insergéo de alcool fornecidas aos filhotes; - Altos custos;
canula géstrica - Niveis de CAS estaveis - Isola o filhote da ninhada e da méae

- Possibilita controle da dose;
-Niveis de CAS estéaveis;
Administracdo - Menos invasivo do que a
oral intubagdo intragastrica;
- Mimetiza a forma de
ingestdo em humanos
- Aumenta os niveis de CAS de
forma répida e confiavel;

- Constante manipulagdo dos animais;
- Procedimento trabalhoso;
- Restrito a0 modelo animal de cobaias

A - N&o ocasiona o estresse da - Ndo mimetiza a rota de administragdo
Camaras de - . .
inalagéo intubacéo; em humanos;
- Menos trabalhoso; - Irrita o trato respiratorio;
de vapor e ] .
- Pode ser exposto em maltiplos - Pode ocasionar estresse aos filhotes
animais a0 mesmo tempo; devido o tempo de separagdo da mée
Pode ser utilizado tanto em fémeas
gestantes quanto em filhotes
- Né&o se assemelha ao consumo de etanol
Iniecio - Altos niveis de CAS; em seres humanos;
. e - Limitado estresse por manipulagao; - Pode ter uma incidéncia de
intraperitoneal ou I e . ~ -
subcutanea - Mimetiza exposi¢do em periodos malformagdes mais elevadas quando
agudos comparado as mesmas doses com

intubagdo intragastrica

Fonte: Produgdo da prépria autora
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6 DISCUSSAO
6.1 MODELOS ANIMAIS UTILIZANDO ROEDORES

Existe uma variedade de caracteristicas associadas aos animais
utilizados em pesquisas laboratoriais, tais como: tamanho reduzido, ciclo
reprodutivo curto, prole numerosa, adaptacao a vida em cativeiro, dentre
outras (SANTOS, B.F., 2002, p. 24).

Neste sentido, os roedores podem ser destacados como 0s mais
utilizados em pesquisas experimentais, pois atendem as caracteristicas
anteriormente mencionadas somadas a outros fatores, dentre os quais:
docilidade, facil domesticacdo e manuseio, adaptacdo a ambientes
variados e sociabilidade (SANTOS, B.F., 2002, p. 24). Os roedores mais
utilizados como modelo animal sdo o rato (Rattus norvegicus), o
camundongo (Mus musculus), a cobaia (Cavia porcellus) e o hamster sirio
(Mesocricetus auratus) (RN33, 2016).

A presente revisdo sistematica encontrou a utilizacdo de 3 espécies
de roedores como modelo animal de pesquisas com exposicao ao alcool
durante o desenvolvimento, sendo que o rato estava presente em 70% das
pesquisas, 0 camundongo em 22% e a cobaia em 8%. Este resultado
corrobora com a afirmacdo de Gil-Mohapel e colaboradores (2010),
guando enfatizam que o grupo dos roedores compreendem 0s animais
mais comumente utilizados nas pesquisas com FASD, pois séo ideais para
explorar questdes de ciéncia basica relacionadas a biologia molecular,
plasticidade sinaptica, comportamento e cognicéo.

Dentre as espécies de animais encontradas nesta pesquisa,
podemos elencar alguns pontos favoraveis e desfavoraveis para cada
espécie animal (Tabela 12). Na definicdo de um protocolo experimental
para estudar os efeitos da exposicéo ao alcool durante o desenvolvimento
a escolha da espécie animal deve ser feita baseada no conhecimento das
vantagens e desvantagens de cada espécie.

6.1.1 O uso de ratos como modelo animal para investigar os efeitos da
exposi¢do ao alcool durante o desenvolvimento

Os ratos sdo os roedores mais comumente usados como modelos
de FASD. A primeira vantagem de usar esta espécie é seu tamanho
corporal grande quando comparado a camundongos, O que torna oS
procedimentos de manipulagdo e amostragem mais faceis. Modelos de
ratos também sdo frequentemente vantajosos sobre camundongos por
causa de comportamentos mais sofisticados, incluindo testes de
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aprendizagem, memoria e funcdes executivas, que podem ser mais
facilmente examinadas em ratos, enquanto camundongos tem um
repertério de comportamentos mais limitado. Estes animais tem uma vida
atil curta, um periodo gestacional que é andlogo ao primeiro e segundo
trimestres de gestacdo humana e, normalmente, sdo espécies que se
adaptam as condicGes de moradia e alimentacdo padrdes de laborat6rios
(PATTEN et al., 2014).

6.1.2 O uso de camundongos como modelo animal para investigar os
efeitos da exposicao ao alcool durante o desenvolvimento

Umas das grandes vantagens do uso de camundongos é a facilidade
de manipulagdo, comportamento docil, nascimento de grandes ninhadas
e tempo de vida relativamente curto (RN33, 2016). Outra vantagem € a
facilidade de manipulacdo genética se comparado aos outros roedores
(PATTEN et al., 2014). Vale destacar muitos estudos que tem como
objetivo estudar os componentes genéticos associados com FASD tem
utilizado camundongos como modelo (LICONA et al, 2009;
KAJIMOTO et al, 2013; LI et al, 2015; WANG et al., 2015;
NIRGUDKAR et al., 2016). Além disso, muitas caracteristicas comuns
de FASD que séo observadas em individuos humanos expostos ao alcool
durante o desenvolvimento também sdo observadas em camundongos,
incluindo alteragBes bioquimicas, malformacdo anatdmica, retardo no
crescimento e déficits cognitivos (CUI et al., 2010; BRADY et al., 2012;
ABBOTT et al., 2017).

Uma desvantagem que pode ser destacada tanto para ratos como
para camundongos é que o periodo equivalente ao terceiro trimestre do
desenvolvimento humano ocorre ap6s o nascimento, nos 10 dias iniciais
do periodo pds-natal e, com intuito de mimetizar os efeitos da exposicéo
ao alcool que possam ocorrer no terceiro trimestre equivalente, muitos
estudos precisam administrar alcool durante o periodo pés natal inicial
(PND 1-10) (ALLEN et al., 2009; DOKOVNA et al., 2013; BACULIS et
al., 2015; DREW et al., 2015; BOSCHEN et al., 2016; BROCARDO et
al., 2017). No entanto, podem surgir questdes relacionadas a este método,
pois a exposicdo ao alcool ocorre fora do confinamento da barreira
placentéria e a cinética e o metabolismo podem ser fundamentalmente
diferentes quando comparados com o que acontece no Utero (PATTEN et
al., 2014).
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6.1.3 O uso de cobaias como modelo animal para investigar os efeitos
da exposicao ao alcool durante o desenvolvimento

As cobaias sdo espécies utilizadas em alguns laboratérios pois
oferecem a vantagem de mimetizarem uma verdadeira exposicao no Utero
porque o periodo equivalente ao terceiro trimestre de desenvolvimento do
cérebro em humanos ocorre em grande parte durante a gestacdo, sendo
gue o periodo gestacional nestes animais € em torno de 68 dias. O
resultado de alguns destes estudos tem indicado que a exposi¢éo ao alcool
durante o desenvolvimento pode causar déficits estruturais, funcionais e
cognitivos que mimetizam as condi¢cdes humanas (BUTTERS et al.,
2003; BYRNES et al., 2004; IQBAL et al., 2004; GREEN et al., 2005;
NASH et al., 2007; DOBSON et al., 2012). O inconveniente de usar estes
animais é que o tamanho da ninhada € muito menor do que ratos e
camundongos e o longo periodo de gestacdo pode aumentar o tempo e 0s
custos do projeto. Além disso, cobaias sdo mais dificeis de usar em testes
de comportamentos, pois sdo animais timidos e ndo sdo naturalmente
exploratdrios podendo nao realizar tdo bem como os ratos e camundongos
as varias tarefas comportamentais (PATTEN et al., 2014; RN33, 2016).

6.2 ROTAS DE ADMINISTRACAO DE ALCOOL DURANTE O
DESENVOLVIMENTO

Ao escolher um modelo animal de exposi¢do ao &lcool durante o
desenvolvimento, além de observar qual a espécie animal mais adequada,
também é preciso analisar qual rota de administracdo pode atender de
maneira mais criteriosa a pergunta da pesquisa. Um dos itens mais
importantes de serem pensados em um delineamento experimental de
FASD, por exemplo, é saber quais os niveis de CAS se pretende alcancar
em determinado periodo de tempo (PATTEN et al., 2014). Existem varios
modelos de administracdo de alcool ao longo do desenvolvimento,
utilizando diferentes rotas de administragdo. Na presente revisdo
sistematica foram encontrados 11 distintas maneiras de administrar alcool
e, dentre elas, 10 rotas de administracdo, sendo que 5 pesquisas utilizaram
dlcool em solugdo na “4gua de beber”; 9 colocaram os animais em
“camaras de inalagdo de vapor”; 5 pesquisas usaram o meio de criagéo
artificial com implantacdo de canula géstrica; 6 trabalhos utilizaram o
paradigma do “consumo voluntario”; 11 usaram “dieta liquida”; 2
pesquisas mesclaram duas vias de administracdo no mesmo estudo (dieta
liquida para fémeas gestantes e intubacdo intragéstrica para filhotes ou
intubacdo intragastrica para as fémeas gestantes e criacao artificial com



85

os filhotes); 12 artigos utilizaram injecdo intraperitoneal e 5 usaram
injecdo subcuténea; 43 estudos administraram éalcool por “intubagao
intragastrica”; 8 forneceram o alcool por “administracao oral” e apenas
um estudo relatou usar o “paradigma das duas garrafas” onde
disponibilizou uma garrafa com agua normal e outra com solucdo de
alcool ao longo de todo periodo de exposicao.

A fim de facilitar a escolha de um modelo de administracdo de
alcool durante o periodo desenvolvimental, o objetivo desta pesquisa,
além de elencar quais as rotas que estdo sendo mais utilizadas pelos
pesquisadores nos Gltimos anos, é também apresentar algumas vantagens
e desvantagens de cada modelo (Tabela 13).

6.2.1 Rota de administracdo de &lcool que mimetizam a forma de
consumo em humanos — por meio de ingestéo

a) Agua de beber

Neste modelo, o grupo de fémeas prenhas tratadas com alcool
recebe ad libitum e como Unico fluido disponivel para beber, uma solucéo
de &lcool misturada & dgua. Normalmente € disponibilizada &4gua sem
alcool por um curto periodo diario (em média 2 horas) para evitar
desidratacdo, 0 que, se ocorrer, pode ser uma grande desvantagem do
modelo. Como alimento os animais recebem ragcdo padrdo de biotério
(EVRARD et al., 2003; BARBIER et al., 2009). Os niveis de CAS podem
variar bastante neste modelo, mas a média encontrada nas pesquisas ficou
entre 100 e 140 mg/dl nas fémeas gestantes (FIORE et al., 2009;
MARCHE et al., 2011; ABBOTT et al., 2017).

b) Dieta Liquida

Por esta rota, as fémeas gestantes recebem como Unico alimento
disponivel e inserido de forma gradual ao longo de alguns dias, uma dieta
liquida contendo alcool e formulada para promover uma nutricdo
adequada. Normalmente é fornecido ao longo de toda a gestacéo e, em
muitos casos, também ao longo da lactacdo. O grupo tratado com EtOH
tem acesso livre a 4gua (PATTEN et al., 2014; BODNAR et al., 2016). A
média dos niveis de CAS encontrada varia de 100 a 185 mg/dl
(SLIWOWSKA et al., 2008; LAN et al., 2009; UBAN et al., 2010;
BORDNAR et al., 2016; RAINEKI; et al., 2016).
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¢) Consumo voluntério

Neste modelo, normalmente os animais séo adaptados ao consumo
de uma solucdo de alcool adocada com sacarose antes da gestacdo. O
alcool vai sendo adicionado de forma gradual ao longo de alguns dias, até
atingir o volume pretendido. A garrafa contendo solugcdo de alcool é
disponibilizada durante algumas horas por dia e 0s animais consomem
por livre vontade, racdo e agua padrdo ficam disponiveis ad libitum
(FINN etal., 2005; KAJIMOTO et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 2016).
Usando este paradigma a média de CAS alcancada fica em torno de 80
mg/dl (HAMILTON et al., 2010; SAVAGE et al., 2010; RICE et al.,
2012; KAJIMOTO et al., 2013).

d) Paradigma das duas garrafas

Este paradigma pode ser considerado uma variagdo do modelo de
consumo voluntario, onde os individuos possuem dois dispositivos com
liquido disponivel ad libitum, sendo um apenas com agua e outro com
alcool diluido. O Unico trabalho encontrado utilizando este modelo
alcangou uma média de CAS de 178 mg/dl (BROLESE et al., 2014).

Além do fato de mimetizarem de maneira mais adequada a
ingestdo de alcool em seres humanos estas técnicas tem como vantagem
a utilizacdo de técnicas simples para os procedimentos de exposicao o que
reduz o trabalho intensivo, por parte do pesquisador, quando comparado
a outros modelos. Ha também menos manipulagéo dos animais associados
a estes procedimentos (reduzindo o estresse), bem como, hd menos riscos
de fatalidades relacionadas aos animais (PATTEN et al., 2014).

Uma das principais desvantagens relacionadas a estes métodos € a
dificuldade sobre o controle da dosagem ou tempo de exposi¢éo ao alcool,
levando ao aumento da variabilidade nos niveis de CAS alcancada entre
0s animais de um mesmo grupo, como 0 consumo do alcool depende da
ingestdo individual de cada animal (EVRARD et al., 2003; ZHOU et al.,
2008; BARBIER et al., 2009; SARI, Y., 2009; BROLESE et al., 2014;
RODRIGUEZ et al., 2016). Outro fator a ser considerado é que, embora
as fémeas gravidas possam continuar expostas a esses modelos de
consumo de &lcool durante o periodo de aleitamento, é incerto o quanto
de etanol pode passar para o leite materno e a atual dose de etanol
consumida pelos filhotes ndo pode ser controlada. Fémeas consumindo
etanol durante o aleitamento podem também ser menos atentas com 0s
filhotes e podem ndo se empenhar num comportamento maternal
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apropriado, levando ao estresse social e nutricional. Portanto, estes
modelos sdo normalmente usados apenas para examinar a exposi¢ao ao
equivalente ao primeiro e segundo trimestres em ratos e camundongos.
Como maes humanas frequentemente ndo sabem que estdo gravidas e
podem beber inadvertidamente nestes periodos, estes modelos ainda tem
uma significante legitimidade para a condicdo humana (PATTEN et al.,
2014).

6.2.2 Rota de administracdo de alcool através de intubagéo
intragastrica (gavagem)

Por este método o alcool em solucédo é depositado diretamente no
estdbmago, utilizando uma seringa com uma canula de gavagem feita em
aco, ou um tubo pléstico, que ¢ inserida através do esdfago até a entrada
do estbmago. Esta via pode ser utilizada tanto em fémeas gestantes,
qguanto em filhotes (BROCARDO et al., 2011; PATTEN et al., 2014).
Este foi 0 modelo mais encontrado dentre as pesquisas analisadas nesta
revisdo sistematica e alcangou niveis de CAS bastante elevados chegando
a niveis de 300 a 500 mg/dl com a utilizacdo de doses mais elevadas entre
5e 6 g/kg (QIANG et al., 2002; HSIAO et al., 2003; 2004; RYAN et al.,
2008; VOLGIN, D.V., 2008; McGOUGH et al., 2009).

A maior vantagem deste método de administracéo é a possibilidade
de controle preciso da dose administrada e consequentemente o pico de
CAS alcangado, podendo mimetizar padr8es de consumo elevados como
episodios denominados de “bebedeira” em humanos. Uma vantagem
adicional é que o filhote neonato pode ser exposto ao alcool, permitindo
estudar os efeitos da exposicdo ao alcool durante o terceiro trimestre
equivalente, onde ocorre o pico de crescimento do cérebro (BROCARDO
etal., 2011; PATTEN et al., 2014).

Dentre as desvantagens deste modelo usando intubacéo
intragéstrica (gavagem) é o fato de ser um procedimento invasivo,
ocasionando aumento no estresse e maior mortalidade de animais. O
tempo necessario para realizacdo dos procedimentos didrios € bastante
elevado e os individuos que executam estes procedimentos precisam se
submeter a formacdo especifica para se tornarem competentes com
relacdo a técnica, evitando maiores danos aos animais (PATTEN et al.,
2014).
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6.2.3 Rota de administracdo de &lcool através de criacéo artificial
com implantacao de canula gastrica

Esta via € utilizada apenas em filhotes no periodo neonatal inicial,
equivalente ao 3° trimestre. Primeiramente os animais sdo anestesiados e
uma canula géstrica é implantada cirurgicamente no estdbmago, por onde
sera administrada, algumas vezes por dia, uma solucdo semelhante ao
leite materno e, em uma ou duas destas vezes, a solucéo contera etanol
diluido. Os filhotes sdo separados de sua mae e de sua ninhada e séo
alojados em um aparato semelhante a uma xicara, a qual se mantém
aquecida e contém material de ninho, num esforgo em mimetizar ao
maximo o ambiente da gaiola e a interacdo com a mae (ALLEN et al.,
2009; PATTEN et al., 2014). A média dos niveis de CAS alcancada nas
pesquisas analisadas ficou entre 200 e 350 mg/dl (GIRARD et al., 2002;
KLINTSOVA et al., 2002; SLAWECKI et al., 2004; LEE et al., 2008;
ALLEN et al., 2009).

As vantagens deste método é que pode ser usado para administrar
com seguranca quantidades de comida e alcool aos filhotes recém-
nascidos alcancando niveis de CAS mais estaveis. Mas é um
procedimento que contém muitas desvantagens, considerando que é
bastante invasivo, com altos custos e isola cada filhote, removendo muitos
dos fatores sociais que estdo presentes durante o desenvolvimento normal
do neonato, como interacdo com a ninhada e contato materno (GIL-
MOHAPEL et al., 2010; PATTEN et al., 2014).

6.2.4 Rota de administracéo de &lcool através de administragdo oral

Este modelo é comumente utilizado por equipes que trabalham
com cobaias. Uma solucdo de agua com EtOH diluido é depositada na
cavidade bucal, seguida por degluticdo. Ficam disponiveis racdo e &gua
padrdo ad libitum (GREEN et al., 2005; DOBSON et al., 2012). As
médias de CAS alcancadas nos trabalhos encontrados ficaram em torno
de 280 mg/dl (BUTTERS et al., 2003; GREEN et al., 2005; HEWITT et
al., 2011).

Dentre as vantagens observadas neste modelo estéo a possibilidade
de controlar a dosagem de &lcool fornecida, alcancando niveis de CAS
mais estaveis entre o grupo de animais; o fato de ndo ser um procedimento
tdo invasivo quanto a intubacdo intragastrica e também, como os modelos
citados na secdo 6.2.1, este modelo mimetiza a forma de ingestdo em
humanos.
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Quanto as desvantagens podemos citar a constante manipulacéo
dos animais; a necessidade de esforco diario por parte dos pesquisadores
para administrar a solucéo de alcool diariamente aos animais; e o fato de
ser um protocolo restrito ao modelo animal utilizando cobaias.

6.2.5 Rota de administracéo de alcool através de cAmaras de inalagéo
de vapor

Com este método de exposicdo as fémeas gestantes e/ou filhotes
neonatos, sdo colocados dentro de uma cdmara com EtOH em forma de
vapor. Normalmente os animais ficam nesta condi¢do por vérias horas
diarias (GRANATO et al., 2003; HEATON et al., 2003 a e b). Este
modelo chegou a niveis de CAS entre 250 e 400 mg/dl (GRANATO &
PELT, 2003; JOSHI et al., 2006; WELCH et al., 2016).

Este método pode levar a um rapido e confidvel aumento nos niveis
de CAS sem o estresse da intubacdo. Também é menos trabalhoso que
outros métodos, sendo que multiplos animais podem estar na cAmara ao
mesmo tempo (GIL-MOHAPEL et al., 2010; PATTEN et al., 2014).

Contudo, este método de administracdo ndo mimetiza a rota de
ingestdo dos seres humanos e, portanto, pode nao ser um modelo preciso
de FASD. Além disso, a irritacdo do trato respiratorio superior por etanol
vaporizado pode ser um fator importante a se considerar. Este método é
usado para expor o filhote de rato ou camundongo ao etanol durante o
equivalente ao terceiro trimestre, os filhotes podem ter de ser removidos
de suas maes por longos periodos de tempo 0 que pode resultar em
reduzida ingestdo de comida e estresse associado com separacgao, 0 que
pode ter efeitos ao longo da vida dos filhotes (GIL-MOHAPEL et al.,
2010; PATTEN et al., 2014).

6.2.6 Rota de administracdo de &lcool através de injecéo
intraperitoneal ou subcutanea

A administragdo de &lcool por meio de inje¢do intraperitoneal ou
injecdo subcuténea é frequentemente utilizada quando se quer observar
resultados na exposicao aguda ao alcool (ex: efeito de uma dose Gnica em
um periodo bem especifico) (FIROZAN et al., 2014; DIAZ et al., 2016;
HAMILTON et al., 2016).

Este modelo ocasiona um aumento rapido nos niveis de CAS com
limitado estresse induzido por manipulagdo. Contudo, ndo se assemelha
ao consumo de etanol em seres humanos e pode ndo ser uma réplica
precisa de muitos aspectos importantes da exposicdo ao alcool durante o
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desenvolvimento em humanos (PATTEN et al., 2014), por exemplo:
injecdes i.p. de alcool durante o equivalente ao primeiro trimestre em
camundongos resulta numa alta incidéncia de malformacdo quando
comparada com a mesma dose de etanol entregue via intubagdo
intragastrica (WEBSTER et al., 1983).
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7 CONCLUSAO

Considera-se que ndo existe um Gnico modelo animal de exposigéo
ao alcool durante o desenvolvimento que possa se sobressair aos outros.
E importante o pesquisador formular sua pergunta experimental de forma
clara, o que possibilita delinear um bom protocolo experimental e
escolher o modelo animal, bem como a rota de administracdo do alcool,
gue seja mais adequado a sua pesquisa.

Trabalhos cujo principal objetivo é avaliar as alteracdes
comportamentais devem optar pela utilizacdo de ratos, pois estes animais
possibilitam analises mais sofisticadas em testes de aprendizagem,
meméria e fungBes executivas. Pesquisas cujos objetivos sdo avaliar
influéncias genéticas relacionadas com FASD devem optar pela utilizagdo
de camundongos, pois estes animais sdo mais faceis e confidveis para
manipulacdo genética. Por outro lado, estudos que pretendem avaliar a
exposicdo ao alcool durante o desenvolvimento ao longo dos trés
trimestres equivalentes de forma mais similar a humanos devem optar
pelo modelo animal usando cobaias, pois neste caso é possivel
administrar alcool ao longo dos trés trimestres equivalentes com a prole
in utero.

Estudos que visem mimetizar de forma mais fidedigha a maneira
como ocorre a ingestdo de alcool em seres humanos, alcancando niveis
de CAS de baixos a moderados e com menos estresse por manipulagdo
dos animais, devem optar por modelos que administrem o alcool através
da agua de beber, consumo voluntario, dieta liquida ou paradigma das
duas garrafas. Importante salientar que estes modelos também sdo
frequentemente utilizados para simular a ingestdo de doses diarias de
alcool ao longo de muitos dias, como ocorre em individuos alcoolistas,
por exemplo.

Por outro lado, trabalhos com foco em periodos especificos e
pontuais do neurodesenvolvimento, podem optar por modelos que
alcancem niveis de CAS mais elevados, como injecdes intraperitoneal e
subcutanea ou intubagdo intragastrica; os quais possibilitam o controle da
dose pretendida e podem ser administrados em um Unico dia ou atraves
de alguns dias, simulando individuos que bebem de forma pontual ou
mesmo uma Unica ocasido de consumo excessivo (bebedeira) em um dia
especifico da gestacdo, onde muitas vezes a mulher ainda ndo sabe que
esta gravida.

Além disso, muitas mulheres consomem bebidas alcodlicas no
periodo final da gestacdo, muitas vezes porque acreditam que o
desenvolvimento fetal ja encerrou e ndo existe mais a necessidade de



92

evitar bebidas alcodlicas; ou mesmo pela cultura popular de que beber
“cerveja escura” pode auxiliar na produgdo de leite pelo organismo. Neste
sentido, pesquisas que buscam simular este padrdo de exposi¢cdo podem
optar pela utilizacéo da rota de administracéo do alcool através da cdmara
de inalagdo de vapor; criacdo artificial; injecOes intraperitoneal e
subcutanea ou intubagdo intragastrica; sabendo que estes modelos podem
ser aplicados em filhotes de ratos e camundongos recém-nascidos
(terceiro trimestre equivalente) em dias pontuais ou em uma sequéncia de
dias, podendo alcangar niveis de CAS estaveis e bastante elevados.

Por fim, destaca-se a importancia de o pesquisador conhecer 0s
diferentes modelos animais possiveis de serem utilizados em estudos com
FASD, considerando suas vantagens e desvantagens; vinculando as
condicBes de trabalho do laboratdrio, bem como, as possibilidades e
impasses existentes na instituicdo onde sera realizada a pesquisa.
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