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RESUMO

A exposicao pré-natal ao alcool (PAE) é considerada um fator de risco que pode levar
a alteracbes no desenvolvimento do sistema nervoso central, como mudancgas
estruturais e funcionais, incluindo epileptogénese. Este estudo teve como objetivo
investigar os efeitos da PAE sobre a excitabilidade cortical e os interneurdnios
inibitérios no neocoértex de camundongos, com foco nos subtipos Parvalbumina+,
Somatostatina+ e Peptideo vasoativo intestinal (VIP)+. Fémeas gravidas da linhagem
Suigo foram submetidas a administragédo oral de etanol (3,0 g/kg, 30% v/v) entre os
dias 14 e 19 de gestagdo. No 16° dia pos-natal (DPN16), os filhotes foram avaliados
quanto a suscetibilidade a convulsdes febris e induzidas por pentilenotetrazol (PTZ),
além da analise morfologica encefalica e imunofluorescéncia para identificagdo de
interneurénios. Os resultados demonstraram que a PAE n&o causou alteracbes
significativas na largura e comprimento do cortex cerebral. No entanto, observou-se
aumento da duracao da fase 6 da crise induzida por PTZ nos animais expostos ao
etanol, bem como maior laténcia para a crise febril. A imunomarcacgao evidenciou
aumento da densidade de interneurbnios Parvalbumina+ nas camadas
supragranulares do cortex, sem alteracbes significativas nas populagdes de
Somatostatina+ e VIP+. Esses achados indicam que a PAE mostra alteragbes na
distribuicdo de interneurdnios impactando a regulacdo da excitabilidade cortical e
possivelmente contribuindo para a maior suscetibilidade a epileptogénese observada

na sindrome do espectro alcodlico fetal.

Palavras-chave: exposicdo pré-natal ao alcool; interneurénios; epilepsia; cértex
cerebral; neurodesenvolvimento.



ABSTRACT

Prenatal alcohol exposure (PAE) is considered a risk factor that can lead to
alterations in the development of the central nervous system, such as structural and
functional changes, including epileptogenesis. This study aimed to investigate the
effects of PAE on cortical excitability and inhibitory interneurons in the neocortex of
mice, focusing on the Parvalbumin+, Somatostatin+, and Vasoactive Intestinal
Peptide (VIP)+ subtypes. Pregnant Swiss mice were subjected to oral administration
of ethanol (3.0 g/kg, 30% v/v) from gestational day 14 to 19. On postnatal day 16
(PND16), the offspring were evaluated for susceptibility to febrile and
pentylenetetrazol (PTZ)-induced seizures, as well as for brain morphology and
immunofluorescence analysis to identify interneurons. The results showed that PAE
did not cause significant changes in cortical thickness or length. However, an
increased duration of stage 6 of the PTZ-induced seizure was observed in ethanol-
exposed animals, as well as a longer latency to febrile seizures. Immunolabeling
revealed an increased density of Parvalbumin+ interneurons in the supragranular
layers of the cortex, with no significant changes in the Somatostatin+ and VIP+
populations. These findings suggest that PAE alters the distribution of interneurons,
impacting the regulation of cortical excitability and possibly contributing to the
increased susceptibility to epileptogenesis observed in fetal alcohol spectrum

disorder.

Keywords: prenatal alcohol exposure; interneurons; epilepsy; cerebral cortex;

neurodevelopment
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1.  INTRODUGAO

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) envolve uma série de
eventos altamente organizados, desde a formacdo do tubo neural, células
neuroepiteliais, processo de proliferagao, diferenciagcéo celular, migracao, maturagao
e sinaptogénese que levam a formagao de redes neuronais funcionais (Stiles et al.,
2010; Bystron, Blakemore & Rakic, 2008). A neurogénese é regulada por interagdes
entre sinais genéticos, epigenéticos e ambientais. Durante o desenvolvimento
embrionario em periodos criticos da formagao do sistema nervoso central, eventos
como infecgdes ou ingesta de alcool podem levar a alteragdes na estrutura e fungao
do sistema nervoso central (Rakic, 2007).

A exposic¢ao ao alcool provoca aumento da incidéncia de diferentes agravos a
saude da mulher, e a ingestao do alcool durante a gestagéo, pode impactar de forma
severa o0 processo de neurodesenvolvimento, resultando em maior risco de
mortalidade e embriotoxicidade e teratogenicidade fetal . Sabe-se que o etanol € uma
droga amplamente utilizada em todo o mundo, e que parte alarmante das mulheres
fazem o uso do alcool durante o periodo gestacional. Além disso, o etanol tem a
capacidade de atravessar livremente a barreira hematoplacentaria e se distribuir por
todos os tecidos fetais (Guerri et al., 2009). Entretanto, o efeito da metabolizagao do
alcool, no feto,gera um prejuizo a ambos, levando a alteragbes mais severas e
permanentes (Riley, Infante & Warren, 2011). O etanol € um teratégeno potente em
humanos, sendo o consumo de alcool durante a gestagcao considerado um problema
de saude publica. (krulewitch, 2005; Fabbri et al., 2007).

A exposigao ao alcool no periodo gestacional esta associada a desordem do
espectro alcodlico fetal (do inglés, fetal alcohol spectrum disorder - FASD), que é uma
condicdo que afeta criancas cujas maes consumiram alcool durante a gestacgao.
Clinicamente a FASD pode ocasionar algumas alteragbes, como restricao de
crescimento, dismorfologias faciais, disturbios no SNC, disturbios cognitivos e
comportamentais. A exposigdo alcodlica pode acarretar em: 1) diferentes
malformag¢des no desenvolvimento cortical (MDC), a depender da exposicdo em
distintos periodos criticos da corticogénese; 2) induzir um atraso na fungao
neuroldgica; e 3) acarretar no desenvolvimento de epilepsia, através das alteragdes

no desenvolvimento dos circuitos neurais, apresentando até 20 vezes a probabilidade
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de desenvolver convulsdes apos o nascimento ( Bell et al., 2010)

Diversos estudos de neuroimagem e neuropatologia demonstram que FASD
esta associada a malformagdes estruturais, incluindo reducédo do volume encefalico,
hipoplasia do corpo caloso e displasias corticais, que sao indicativas de falhas no
processo de migracdo neuronal (Sowell et al., 2008; Lebel et al., 2011). Essas
alteragdes séo indicativas de falhas no processo de migragdo neuronal, mudanca na
proliferagdo de células progenitoras, apoptose, diferenciagdo celular, formagao de
sinapses (Guerri et al., 2009; Miller, 2016).

A migracdo dos neurbnios ocorre por dois modos: radial e tangencial. A
migracao radial € tipica dos neurdnios glutamatérgicos excitatorios do cértex. Durante
o processo de desenvolvimento do sistema nervoso central, os neurénios gerados nas
zonas germinativas corticais, como a zona ventricular (ZV) e a zona subventricular
(ZSV), migram em direcao as suas devidas posi¢coes nas diferentes camadas corticais.
Esse processo € importante para o correto posicionamento dos neurdnios
glutamatérgicos na organizacdo do cortex cerebral e a formac&o dos circuitos
neuronais (Marin, 2013; Silva, Peyre & Nguyen, 2019). Esses neurdnios se deslocam
perpendicularmente a superficie, guiados por prolongamentos da glia radial, até
formarem a arquitetura em camadas do neocértex (Rakic, 2007; Silva et al., 2019). Ja
a migracao tangencial, é realizada por interneurdnios inibitérios gabaérgicos, que
originam em regides subpaliais, como a eminéncia ganglionar medial (EGM),
eminéncia ganglionar lateral (EGL) e eminéncia ganglionar caudal (EGC), e migram
paralelamente as superficies do encéfalo até atingir o cortex e outras regides (Marin,
2013; Lim et al., 2018).

Em suma, os efeitos do alcool no desenvolvimento SNC perturbam a
organogénese cerebral, de forma dependente do periodo gestacional e a duragao do
consumo de alcool durante a gestagcao (Sadrian et al, 2013). Conhecer os efeitos da
PAE durante os diferentes periodos da gestacdo é de grande interesse cientifico e
clinico para se compreender, evitar e tratar os diferentes problemas neurolégicos a
serem enfrentados em nossa comunidade, onde esta exposicdo ainda é altamente

prevalente.
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1.1 Desenvolvimento cortical

Desenvolvimento cortical € um processo altamente complexo, dinamico e
orquestrado, tendo grande importancia para a formagao do sistema nervoso central,
levando a fungdes cognitivas, motoras e comportamentais, entre outras. Sua agao
envolve processos que incluem a proliferagao de células progenitoras na ZV, migragéo
neuronal, tanto radial quanto tangencial, diferenciagcao celular, sinaptogénese e
formacao de camadas corticais (Silbereis et al., 2016; Marin, 2016).

O SNC é formado a partir da ectoderme neural, que sofre invaginagdes e assim
forma o tubo neural. Este processo ocorre durante a quarta semana de
desenvolvimento, sendo o ponto de partida para a formacéo das diferentes regiées do
encéfalo e da medula espinhal (Rakic, 2007). Na regiao do telencéfalo (Figura 1), as
células progenitoras estao organizadas inicialmente na ZV , adjacente ao canal neural.
A partir da ZV surge também a ZSV, que serve como nicho para a proliferacdo de
células troncos. (Lui, Hansen & Kriegstein, 2011).

Os neurénios excitatérios, sdo secretores de glutamato e sao originados na ZV.
ApOs sua geragao, eles migram radialmente e sua movimentagao ocorre das camadas
mais internas para as camadas mais superficiais do neocértex (Rakic, 2007). Este
processo segue um padrdo “de dentro para fora”, no qual os neurdnios gerados
primeiro ocupam as camadas mais profundas (camadas V e VI) e os neurbnios

gerados posteriormente formam as camadas mais externas (Il e 1) (Silva et al., 2019).
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Figura 1: Desenvolvimento do cértex cerebral. inicia-se na zona ventricular (VZ), composta por
progenitores neuronais e gliais. Os primeiros neurdnios gerados migram e formam a pré-placa (PP).
Seus ax0nios, juntamente com axdnios provenientes do tdlamo, estabelecem sinapses na zona
intermediéria (IZ). Neurbnios gerados subsequentemente, que irdo compor as camadas corticais Il a
VI, formam a placa cortical (CP), a qual divide a pré-placa em duas estruturas: a zona marginal (M2),
que futuramente dara origem a camada | do cértex, e a subplaca (SP), uma estrutura transitéria
essencial para a organizagéo inicial dos circuitos neurais (Fonte: Cem bilhdes de neurbénios- conceitos
fundamentais de neurociéncias).

A migragdo adequada é essencial para a formagéo da laminagéo cortical,
sendo assim, altera¢des que ocorram durante esse processo, podem gerar diferentes
alteracdes a nivel celular, bem como, estrutural. E desequilibrios nesta formacéao
geram desordens, como o quadro de lisencefalia, que é caracterizada pela auséncia
de giros e sulcos, e formagao das camadas de fora para dentro, por exemplo (Guerri
et al., 2009).

Ja a migragao tangencial (Figura 2) tem sua importancia no posicionamento
dos interneurénios inibitérios GABAérigicos (Marin, 2013). Estes interneurénios nao
sdo produzidos na mesma regido dos neurdnios excitatérios, mas sim na regiao
conhecida como eminéncia ganglionar (medial, lateral e caudal). Sua migragao ocorre
lateralmente, paralelos a superficie cortical, até atingirem o neocértex (Lim et al.,
2018).
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Figura 2: Migragao Tangencial. As células neuroepiteliais originadas nas eminéncias ganglionares
(GE), migram tangenciamente a pia-mater. Ao atingirem a placa cortical (CP), adentram a mesma de
forma que exibem mudangas na direcao da migragdo apds o contato com as células da glia radial
(células em vermelho), até alcangarem seu destino final (Fonte: Yokata et al.,2007).

Além disso, 0s neurbnios se organizam nas seis camadas corticais do

neocortex (Figura 3), cada uma desempenhando fungdes especificas, que associadas

levam ao correto funcionamento cortical (Bystron, Blakemore & Rakic, 2008).

6 camadas corticais:

Camada molecular: E a mais superficial, sendo composta majoritariamente por
axonios, dendritos apicais dos neurbnios piramidais das camadas inferiores e
interneurdnios locais (Luhmann et al., 2018).

Camada molecular externa composta por neurbnios granulares e
interneurdnios, sendo responsaveis por projetar dendritos apicais para lamina
molecular e axénios se estendendo para camadas mais profundas (Luhmann
et al., 2018).

Camada piramidal externa: abriga neurénios piramidais de tamanho médio,
cujo axdnios se projetam, via corpo caloso, para outras regides do cortex
(Molnar et al., 2019; DeFelipe et al., 2002)

Camada granular interna: Constituida por neurénios granulares ou estrelados,
€ uma regiao especialmente desenvolvida em area sensorial primaria, como o
cortex somatossensorial e cortex visual, onde recebe a maior para as
aferéncias talamicas. Esta camada é bem densa e pode ser subdividida em

porcoes internas ou externas na maioria das areas. (Rakic, 2009; DeFelipe et
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al., 2002).

V. Camada piramidal interna: Contém neurénios piramidais, de tamanhos médios
e grandes. Esses neurbnios possuem axbénios longos que se projetam para
estruturas subcorticais, como o tronco encefalico, medula espinhal e nucleos
da base, sendo a via de saida de respostas motoras fungdes autonémicas
(Molnar et al., 2019; Luhmann et al., 2018).

VI. Camada multiforme: Composta por uma diversidade de tipos neuronais,
incluindo neurdnios fusiformes e piramidais. Essa camada desempenha um
papel fundamental na modulacdo de informacdes taldmicas e regula os

circuitos locais (Molnar et al., 2019).

Figura 3: Distribuicdo dos neurdnios nas camadas do cértex cerebral. llustracdo esquematica das
seis camadas horizontais caracteristicas do cortex cerebral. O lado esquerdo demonstra perfis de
células individuais, como seria visto através da coloracao de Golgi. O lado direito demonstra populag¢des
de perfis de corpos celulares como seriam vistos em uma coloracéo de Nissl. | = camada molecular; Il
= camada granular externa; lll = camada piramidal externa; IV = camada granular interna; V = camada
piramidal interna; e VI = camada multiforme. (Fonte: Modificado de Ranson, SW e Clark SL 1959
Anatomy of the Nervous System, 102 ed. Filadélfia, WB Saunders Co.)
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Com isso, o desenvolvimento cortical € um processo dindmico, dependente de
eventos altamente coordenados, como neurogénese, migracao neuronal, radial e
tangencial, formacao laminar e plasticidade sinaptica. A interagdo desses processos
€ fundamental para a construgdo de um encéfalo funcional, capaz de sustentar as
complexas fungdes cognitivas e comportamentais humanas.

Portanto, a exposicao pré-natal a teratégenos, como o alcool, sao capazes de
provocar alteragdes significativas no desenvolvimento, impactando diretamente a
arquitetura cortical e os circuitos neuronais. As evidéncias cientificas apontam para a
necessidade de reforgcar agdes de prevencgao, orientacdo e conscientizagcdo sobre os

riscos do consumo de etanol durante a gestagao.

2. DESENVOLVIMENTO DOS NEURONIOS EXCITATORIOS DO NEOCORTEX

O desenvolvimento dos neurbnios excitatérios desempenha um papel
importante na ativagdo de sinais elétricos e na regulagdo das fungdes cognitivas,
motoras e sensoriais. Este sistema envolve processos altamente especializados,
como proliferacdo de células progenitoras, diferenciacdo, migragdo neuronal,
estabelecimento de conexdes sinapticas e maturagao funcional.

Neurdnios glutamatérgicos (Figura 4) sdo componentes essenciais no sistema
excitatorio, e utilizam o glutamato como o principal neurotransmissor. Além disso, eles
atuam promovendo a despolarizagcdo das membranas pds-sinapticas, permitindo a
propagacao do sinal elétrico no SNC, uma vez que a liberagao de neurotransmissores
ocorre em resposta a despolarizacao . Atua através de receptores metabotrépicos ou
ionotropicos, sendo os subtipos AMPA e Canal ativados apenas por glutamato, NMDA
sendo um canal ibnico dependente de despolarizagdo e ligantes, entre eles o
glutamato. (Huganir & Nicoll, 2013).

Durante o desenvolvimento, ha um periodo de aumento da atividade sinaptica,
formando novas conexdes de forma excessiva. Posteriormente, ocorre um processo
de “poda sinaptica”, no qual as sinapses menos utilizadas sao eliminadas, enquanto
as conexdes mais ativas sao estabilizadas e fortalecidas (Lebel & Beaulieu, 2011).

O processo de maturagcdo do sistema excitatério ndo se encerra apds a
formacao das sinapses. Durante os primeiros anos de vida, e se estendendo até a
adolescéncia, o sistema passa por intensos processos de plasticidade sinaptica e a

capacidade de fortalecer ou enfraquecer conexdes com base na experiéncia é crucial
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para o funcionamento do SNC, como nos processos de aprendizagem e memoria.

Figura 4: Neurdnio corado com Golgi-cox. (J) Imagem representativa de neurdnio piramidal da
camada V no cortex visual de camundongo (M) Reconstrugao da arborizagdo dendritica do neurdnio
em J . (Fonte: Adaptada de Heringer et al., 2022)

3. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO INIBITORIO

Os neurdnios inibitérios exercem papéis importantes na manutencdo da
balanca de equilibrio entre excitagdo e inibigdo. (Marin, 2012; Sohal & Rubenstein,
2019). Os interneurdnios GABAérgicos sao componentes predominantes no sistema
inibitério e tem a utlizagdo do acido gama-aminobutico (GABA) como
neurotransmissor que atua na modulagcdo da atividade neuronal, mantendo os
neurdnios no potencial de repouso ou hiperpolarizacdo, e assim controlando a
plasticidade sinaptica e refinamento da circuitaria dos neuronais durante o
desenvolvimento (Figura 5).

Os neurdnios inibitérios sdo originados da base da eminéncia ganglionar do
telencéfalo, estruturas transitérias do desenvolvimento embrionario, que incluem a
MGE, LGE e a eminéncia caudal CGE, cada uma dessas estruturas originando
subtipos especificos de interneurénios. A MGE, gera interneurénios expressando
paravalbumina (Do inglés paravalbumin- PV) e somatostatina (Do inglés somatostatin-

SST), que sédo fundamentais para a inibicdo rapida e o controle da excitabilidade
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cortical. Ja o CGE é responsavel por gerar interneurdnios que expressam peptideo
intestinal vasoativo (Do inglés vasoactive intestinal peptide- VIP) e calretinina (Do
inglés calretinin- CR), associados a fungdo moduladora e a regulacéo da atividade
excitatoria no encéfalo, incluindo o cértex e o hipocampo (Marin, 2012; Lim et al.,
2018; Wonders & Anderson, 2006).

Diferente dos neurdnios excitatérios, em que sua migragao acontece de modo
radialmente desde a ZV até as camadas corticais, os interneurdnios inibitorios
realizam uma migracdo predominantemente tangencial, se deslocando das
eminéncias ganglionares, sendo orientado por uma série de sinais moleculares que
atuam como guias atrativos e repulsivos, garantindo que os interneurdnios cheguem
corretamente ao destino. Para isso, moléculas como semaforinas, neuregulina,
efrinas, e quimiocinas como CXCL12 e seus receptores CXCR4 desempenham papéis
fundamentais no direcionamento dessa migracao (Marin, 2012; Lim et al., 2018).

Além disso, sabe-se que os vasos sanguineos possuem um importante papel
no SNC, sendo necessario para regulacdo homeostatica cerebral em
desenvolvimento, bem como para a neurogénese e migracao celular (Parnavelas et
al.,, 2018). Diferentes estudos, demonstraram que a migragdo tangencial dos
interneurdnios esta intimamente associada as células endoteliais (Vasudevan et al.,
2013; Shi et al., 2016) Dados recentes evidenciam que a migracao de neurdnios
GABAérgicos € regulada por neurdnios excitatérios, além disso, relatou-se que o
NMDA endotelial contribui para a migracado de interneurdnios associados aos vasos
(Marin et al.,2017), uma vez que a exposicao de pré-natal a moléculas antagonistas
de NMDA como o alcool, resultam em autofagia de células endoteliais, levando a
apoptose em grande escala de interneurénios GABA em rota de migracao tangencial
(Berki et al.,2015).

Apo6s completarem a migragcdo tangencial, esses neurdnios realizam uma
migracao radial local para se posicionarem nas camadas apropriadas do cortex, onde
passam a expressar marcadores moleculares especificos que definirdo suas
caracteristicas funcionais e estruturais. Essa diferenciacdo dos interneurénios
GABAérgicos ¢é altamente dependente da expressao coordenada de genes que
codificam fatores de transcricdo como Nkx2.1, que esta diretamente relacionada a
especificacdo de identidade celular , Lhx6 que é fundamental para a migracao,

diferenciacao e especificacdo dos interneurénios GABAérgicos originados na MGE;
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DIx1/2 que é importante para o desenvolvimento dos interneurénios GABAérgicos e
outros tipos neuronais inibitorios; e por ultimo, o Arx que é altamente expresso em
progenitores neurais do telencéfalo ventral, especialmente nas eminéncias
ganglionares (MGE, LGE e CGE), e desempenha papel essencial na migragcéo
tangencial e na diferenciagdo dos interneurénios GABAérgicos. Com isso, esses
interneurdénios regulam tanto a identidade celular quanto os destinos migratérios e
sinapticos dos neurdnios (Lodato & Arlotta, 2015; Wonders & Anderson, 2006; Marin,
2012).

Durante o desenvolvimento pds-natal, os interneurdnios continuam realizando
o processo de maturagcao morfolégica e funcional, como o crescimento e a ramificagéo
dos dendritos. Este processo de maturacao inibitéria, esta intimamente relacionada as
chamadas janelas criticas da plasticidade, e neste periodo o encéfalo € receptivo a
estimulos externos e modula a organizacdo funcional dos circuitos neuronais
(Takesian & Hensch, 2013).

Mudanga em qualquer etapa do desenvolvimento dos interneurénios
GABérgicos, seja na diferenciagao celular, na migragao ou na formacao das sinapses,
podem resultar em desequilibrios no balango entre excitagao-inibicao (E/l), que € um
mecanismo central na fisiopatologia de diversos transtornos neurais. (Sohal &
Rubenstein, 2019; Marin, 2016).
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Figura 5: Representacdo esquematica da sintese, liberagcdao e recaptagcdo do acido gama-
aminobutirico (GABA), principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central. A partir
da glutamina, ocorre a conversdo em glutamato, que, por meio da acdo das enzimas GAD65/67 (acido
glutdmico descarboxilase), € convertido em GABA. Uma vez liberado na fenda sinaptica, o GABA atua
nos receptores poés-sinapticos GABAA_AA (ionotropicos) e GABAB_BB (metabotrépicos), promovendo
efeitos inibitérios. Posteriormente, o neurotransmissor é recaptado pelos transportadores GAT para a
terminacdo pré-sinaptica, contribuindo para o controle da neurotransmissdo e manutengdo da
homeostase sinaptica (Fonte: Adaptada de Andreia Torres, 2020)

4. TIPOS DOS NEURONIOS INIBITORIOS

Os interneurbnios GABAérgicos, que sdo componentes importantes no
funcionamento do encéfalo, sendo importantes na regulagdo da excitabilidade
neuronal e no equilibrio entre a circuitaria do sistema excitatério e inibitério. Apesar
de representar apenas cerca de 20% a 30% dos neurbnios corticais, esses
interneurdnios possuem uma vasta heterogeneidade morfolégica, molecular e
funcional, que permite o controle da atividade sinaptica e a modulagdo dos ritmos
neuronais (Marin, 2012; Lim et al., 2018).

Os neurdnios inibitérios apresentam marcadores moleculares especificos, em
que cada um atua de modo individual nos disparos elétricos e na morfologia dos seus
axoénios e dendritos. Trés grandes subtipos principais sdo amplamente reconhecidos
no cortex encefalico, os interneurdnios que expressam a PV, os que expressam a
somatostatina SST e os que expressam VIP (Tremblay, Lee & Rudy, 2016).

Os interneurdnios que expressam a PV+ sao caracterizadas por uma resposta
de disparo rapido préximo ao corpo celular da célula-alvo, e nos segmentos proximais
dos dendritos dos neurénios piramidais. Este tipo de interneurénio tem papel central
no controle da circuitaria do cértex cerebral (Hu, Gan & Jonas, 2014). Ja os
interneurdnios que expressam a SST+,possuem baixo limiar de ativacdo e atuam
predominantemente na inibicdo dos dendritos distais dos neurbnios excitatorios,
modulando a interagao sinaptica das informag¢des que chegam ao cértex, desta forma
(Urban-Ciecko & Barth, 2016). Por sua vez, os interneurdnios que expressam VIP+,
apresentam uma funcao inibitéria indireta, conectando a outros interneurdnios e
gerando um processo de “desinibigdo” dos neurdnios piramidais. Desta forma, os
interneurdnios VIP s&o particularmente importantes no processo de regulagcéo da
excitabilidade (Piacetini et al., 2021)

Além dos trés grupos citados acima, existem outros subtipos de interneurénios
identificados pela expressdo de marcadores como a calretinina (CR), neuropeptideo
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Y (NPY), reellin e outros que contribuem para uma diversidade funcional ainda maior.
Esta diversidade dos neurdnios inibitorios € resultado de fatores de transcricdo como
NKx2.1, Lhx" e D1x1/2, além de serem moldados pela atividade elétrica e pela a
experiéncia sensorial pds-natal (Lodato & Arlotta, 2015; Marin, 2016).

A acao do GABA ocorre por meio de dois tipos de receptores, os ionotropicos,
que sao canais idbnicos mediados pela acao de inibigdo rapida, e os metabotrépicos,
que sdo acoplados a proteina G, promovendo inibigdo prolongada e moduladora da
excitabilidade neuronal (Olsen & Sieghart, 2008).Durante o neurodesenvolvimento, a
acao do GABA ¢ inicialmente despolarizante, devido a alta concentracao intracelular
de cloro nos neurdnios em desenvolvimento, e tem uma interagdo com a agao do co-
transportador NKCC1. Conforme, ocorre a maturacdo, ha uma interacdo do co-
transportador NKCC2, em que ha liberacao externa de ions cloro de células, tornando
a acao do GABA predominante hiperpolarizante. (Ben-Ari et al.,, 2007; Cellot &
Cherubini, 2014; Marin, 2012).

Alteracdo nos receptores GABAérgicos, como disfungbes, mutagdes nas
subunidades, alteragdes do gradiente de cloreto, podem ocasionar na falha da inibigéo
sinaptica, contribuindo para um quadro de hiperexcitabilidade cortical, bem como,
provocar crises convulsivas (Treiman, 2001; Schulz et al., 2012). O Pentilenotetrazol
(PTZ) é amplamente utilizado em pesquisas para induzir convulsdbes em modelos
animais. Seu mecanismo de acéo envolve o bloqueio ndo competitivo dos receptores
GABAA, inibindo a fungao inibitéria e favorecendo a despolarizagdo neuronal. A
administracdo de PTZ em roedores pode desencadear crises convulsivas
generalizadas, cuja intensidade e laténcia variam conforme a fase do desenvolvimento
e a dose utilizada (Szyndler et al., 2018). O modelo com PTZ é amplamente valorizado
na literatura por sua reprodutibilidade, baixo custo e viabilidade para estudos
comportamentais e neurofisiologicos (Schulz et al., 2012). Além disso, conforme
Heringer et al. (2022), a pesquisa voltada a investigagao do sistema nervoso central
fez uso do pentilenotetrazol (PTZ) como ferramenta para a avaliagdo comportamental.

Para quantificar a severidade dessas crises, utiliza-se a escala de Racine, que
€ desenvolvida para avaliar caracteristicas motoras em modelos animais. Entretanto,
Lattjohann, Fabene e van Luijtelaar (2009) propuseram uma escala de Racine
modificada, que compdem parametros comportamentais, tornando uma analise mais

sensivel e precisa a gerar crises convulsivas. Caracteristicas, como tremores e
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movimentos estereotipados, que muitas vezes precedem as crises motoras
generalizadas. (LUttjohann et al., 2009).

Escala de Racine adaptada, proposta para avaliar a mudancas das crises
convulsivas induzidas pelo PTZ, sédo oito fases crescentes de severidade, permitindo
a caracterizagao detalhada das manifestagbes comportamentais associadas a
atividade epiléptica. Fase 1, os animais apresentam uma parada comportamental
subita/ freezing, apds 5 segundo, se esse animal se mantém nesta condigéo, ele é
caracterizado nesta fase (Heringer et al. 2022); fase 2, ha espasmos orofaciais, como
mastigacao involuntaria e movimento no bigode; fase 3, que é caracterizada por
movimentos bruscos do pescogo ou arrancos cefalicos repetitivos; a fase 4 o animal
€ levado a convulsao clénica bilateral, em que o animal se mantem em posicéo
sentado, a fase 5, é a fase de crise clénicas unilaterais, evidenciando maior
envolvimento motor; a fase 6, € a convulsdo tbnica com preservacdo da postura
corporal; a fase 7, € a fase de convulsdo tdnica com perda postural, indicando
desorganizagdo motora intensa; e a fase 8 é a convulsao ténico-clénica generalizada,
caracterizada por perda completa do tonus e atividade motora descontrolada
(LUttjohann et al., 2009).

4.1 Interneurdnios que expressam somatostatina (SST)

Os interneurdnios positivos para SST representam um dos principais subtipos
de neurdnios inibitérios no cortex cerebral e em outras regides do sistema nervoso
central, esses neurbnios GABAégicos sao fundamentais na regulacdo da
excitabilidade neuronal, principalmente por meio da inibicao dendritica dos neurbénios
excitatérios, desempenhando um papel essencial na modulagdo da integragao
sinaptica e no controle dos circuitos neuronais (Urban-Ciecko; Barth, 2016).

Morfologicamente, os interneurbnios SST sao caracterizados por corpos
celulares localizados nas camadas profundas do cortex (principalmente nas camadas
V e VI) e por axbnios que se projetam verticalmente em dire¢cdo as camadas
superficiais, especialmente a camada |. Nessa regiao, eles formam sinapses inibitorias
nos dendritos distais dos neurdnios piramidais. Essa organizagcdo permite que os
interneurdnios que expressam a SST regulam a excitabilidade dendritica (Wang et al.,
2004; Tremblay; Lee; Rudy, 2016).

28



Além disso, os interneurdnios que expressam a SST sao cruciais para o
controle da plasticidade sinaptica, participando da filtragem de informacdes e da
modulacdo dos sinais excitatorios. Apresentam papel principal na regulagdo dos
dendritos distais e modulagdo da excitabilidade e do ganho sinaptico dos neurénios
piramidais (Urban-Ciecko; Barth, 2016; Karnani et al., 2016). A SST tem efeito
neuromodulador, muitas vezes atuando como co-transmissor junto com o GABA,
exercendo uma modulagdo mais lenta e prolongada da atividade sinaptica (Harris;
Shepherd, 2015).

Sua origem primaria ocorre na MGE que é uma estrutura pertencente ao
telencéfalo ventral embrionario. A especificacdo desse subtipo celular é controlada
pela expressao de fatores de transcricdo como NKx2.1, que tem o papel de direcionar
a identidade dos progenitores da MGE, e Lhx6, fundamental para a migracéo,
diferenciacado e sobrevivéncia desses interneurénios (Marin, 2012; Lodato; Arlotta,
2015). Apos sua geracao, esses neurbnios migram tangencialmente até o cortex
dorsal, onde completam sua maturacdo com uma fase radial, posicionando-se nas

camadas corticais apropriadas.

4.2 Interneurdnios que expressam parvalbumina (PV)

Um dos principais subtipos dos neurénios inibitérios, a parvalbumina, é
encontrada de forma abundante no cértex cerebral, hipocampo e em outras regides
associadas a cogni¢ao, percepc¢ao e regulagao de comportamentos. Esses neurénios
sao caracterizados por uma eletrofisiologia com alta frequéncia de disparo e rapida
cinética sinaptica, e desempenham um papel essencial no controle da sincronizacao
neuronal e na manutencao do equilibrio entre excitagéo e inibigdo (Sohal et al., 2009;
Hu; Ganjoo; Somogyi, 2014).

Morfologicamente, os interneurénios que expressam a PV fazem sinapses
préximo ao corpo celular e nos segmentos proximais dos dendritos de neurdnios
piramidais. Deste modo, esses neurdnios exercem um controle extremamente preciso
sobre a geracdo de potenciais de acgao, influenciando diretamente o disparo dos
neurdnios excitatorios e coordenando a atividade de populagdes neuronais inteiras
(Hu; Ganjoo; Somogyi, 2014; Tremblay; Lee; Rudy, 2016).

Funcionalmente, esses interneurdnios estdo associados a fungdes cognitivas

superiores, como atencdo, memoria de trabalho, processamento sensorial e

29



percepcao consciente. Devido sua capacidade de disparo rapido e alta precisao
temporal, os interneurénios PV+ atuam como “reldgios locais”, sincronizando grupos
de neurdnios piramidais e permitindo a formagéao de redes neuronais coerentes (Sohal
et al., 2009).

E no ponto de vista molecular, a parvalbumina € uma proteina com capacidade
de ligar ao calcio, desempenhando um papel crucial na regulagao da excitabilidade e
na recuperacao dos niveis basais de calcio intracelular apds eventos de disparo. Esta
caracteristica de manter um disparo de alta frequéncia de maneira constante, com
rapida recuperagao entre os potenciais de acao, sem entrar em fadiga sinaptica é algo
que estes interneurénios podem proporcionar (Hu et al., 2014).

Os interneurénios da PV também sao originados na base da MGE. A
especificacao deste subtipo € fortemente dependente dos fatores de transcricdo
NK2.1 e, posteriormente, Lhx6, que regulam tanto a migragéo tangencial para o cértex
como a diferenciacao final desses neurénios. Apds a migragao, esses interneurdnios
se posicionam predominantemente nas camadas Il a VI do cértex, onde formam redes
locais altamente organizadas. (Marin, 2012; Lodato; Arlotta, 2015).

Outro dado importante é que esses interneurénios sao altamente sensiveis a
fatores ambientais, como estresse, inflamacéao, hipoxia ou exposicdo a substancias
neurotoxicas, incluindo o alcool (Marin, 2016).

Portanto, os interneurénios que expressam a parvalbumina desempenham um
papel central na organizagao e na estabilidade funcional dos circuitos corticais. Sua
funcao de inibicao rapida e precisa € indispensavel para o correto processamento de
informacdes, regulacdo da excitabilidade cortical e sincronizacao ritmica das redes
neurais, sendo elemento-chave, tanto na saude quanto na manifestacdo de diversos

disturbios neuroldgicos.

4.3 Interneurénios que expressam VIP

Sao constituidos por um subgrupo importante de neurdnios inibitérios no cortex
cerebral e em outras regides do sistema nervoso central. Diferente dos interneurdnios
que expressam PV e SST, que realizam inibicao direta sobre neurbnios piramidais, os
neurénios VIP, sdo conhecidos por realizarem uma fung¢ao de “inibicao da inibi¢cao”,
ou seja, atua inibindo outros interneurdnios, especialmente aqueles que expressam

somatostatina (Piacentini et al., 2021; Trem-blay et al., 2016).
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Estes interneurbnios exercem um papel crucial na regulagdo dinamica do
equilibrio E/I no cortex. A ativagdo dos neurdnios leva a desinibicdo dos neurdnios
piramidais, facilitando assim o aumento da excitabilidade cortical (Kawaguchi et al.,
1996; Donato et al., 2013).

Apresentando uma grande diversidade de formas e padrbes de ramificagcao
dendritica, os interneurénios VIP estao localizados predominantemente nas camadas
superficiais do cértex (camada | a Ill), embora possam ser encontradas também em
camadas mais profundas, dependendo da area cortical. Eles exibem um padrao de
disparo de baixa frequéncia e apresentam uma cinética mais lenta comparada aos
interneurdnios PV+ (Rudy et al., 2011; Trem-Blay et al., 2016).

Do ponto de vista molecular, o VIP é expresso também por outros
interneurdnios positivos para outros marcadores, como a calretinina (CR), e é
modulado por diversos neurotransmissores, como acetilcolina e serotonina (Piacentini
et al.,, 2021).

Ja o processo de desenvolvimento desses interneurdnios, sua origem acontece
pela CGE, nesta fase, esses interneurénios se originam de forma mais tardiamente e
apresentam uma migracao tangencial para o cortex (Marin, 2012; Lodato; Arlotta,
2015).

Em suma, os interneurénios VIP desempenham um papel na regulacgao flexivel
da excitabilidade cortical, e ajustando a dindmica dos circuitos neuronais para atender
as demandas comportamentais e cognitivas. Sua funcdo € complementar a dos
interneurdnios PV+ e SST+, sendo essenciais para a homeostase funcional do coértex,

plasticidade e adaptacado do sistema nervoso.

5 EXCITABILIDADE DO CORTEX

Com a capacidade de gerar e propagar potencial de acdo em resposta a
estimulos sinapticos, a excitabilidade cortical, atua gerando e propagando potenciais
de acado em resposta a estimulos. Esta interagcéo nao é estatica, mas sim dinamica,
sendo regulada por mecanismos moleculares, propriedades eletrofisioldgicas dos
neurdnios e a influéncia de sistemas neuromoduladores (Tremblay et al., 2016; Sohal
e Rubenstein, 2019).

No nivel celular, a acdo da excitabilidade é resultado da presenca e do

funcionamento de canais ibnicos dependentes de voltagem distribuidos na membrana
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plasmatica dos neurbnios. A ativacdo coordenada de canais de sodio (Na+),
potassio(K+), calcio (Ca2+) e o Cloreto (Cl-) permite a geragao dos potenciais de agao
e a modulacédo dos potenciais pds-sinapticos, fundamentais para a transmissao de
informagdes neuronais (Katzner et al., 2011).

Os neur6nios piramidais, principais células excitatérias do cértex, sdo moldadas
pela organizagao dendritica, que funciona como uma unidade comportamental capaz
de realizar interagdes sinapticas nao lineares. A presenca de canais dependentes de
sédio e calcio nos dendritos permite que a geragao de potenciais dendriticos locais,
modulem a probabilidade de geracdo de potenciais de agdo no axdnio, e este
mecanismo € essencial para o processamento e transmissao de informacgdes no SNC
(Larkum, 2013).

Com um processo delicado e dinamico equilibrado entre os sinais excitatorios
e inibitorios, a excitabilidade cortical mediada pelo neurotransmissor glutamato,
precisa ser controlada por sinais inibitorios, predominantemente mediados pelo
GABA. Esse balanco de E/I é importante, pois sua acdo permite a homeostase e
flexibilidade no processamento de informagdes (Sohal e Rubenstein, 2019). Quando
este balanco enfrenta um quadro de desequilibrio, seja por excesso de excitagdo ou
deficiéncia de inibicdo, diversas manifestagcbes como epilepsia, esquizofrenia e
transtorno do espectro autista podem ser desenvolvidos (Marin, 2016).

Os interneurdnios gabaérgicos atuam no processo de regulagdo da
excitabilidade cortical. Estes neurénios formam uma classe altamente heterogénea, e
€ subdividida em neurdnios positivos PV, somatostatina SST e peptideo intestinal
vasoativo VIP. Os interneurbnios PV apresentam uma atuacao de inibicdo de alta
frequéncia, perto da zona gatilho de disparo de potenciais de agdo, controlando com
precisdo o tempo dos disparos dos neurbnios piramidais, essencial para a
sincronizagao de oscilagdes encefalicas (Tremblay et al., 2016). Por outro lado, os
interneurénios VIP atuam promovendo desinibicdo dos neurdnios piramidais, um
mecanismo fundamental para a flexibilizacdo do processamento cortical, e os
interneurbnios SST atuam nos dendritos dos neurdnios piramidais, regulando a
entrada sinaptica dendrito-especifica, promovendo um ajuste fino no controle de quais
aferentes promovem o disparo dos neurdnios piramidais em diferentes situagbes
(Lovett-Barron et al., 2012 e Piacentini et al., 2021).
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A excitabilidade cortical é ainda modulada por sistemas neurodulatérios que
utilizam neurotransmissores como acetilcolina, dopamina, serotonina e noradrenalina,
entre outros. Por exemplo, a dopamina, particularmente no cértex pré-frontal, modula
a excitabilidade de acordo com demandas cognitivas e facilitando fungbes executivas
(Piacentini et al., 2021).

Além disso, fatores ambientais e epigenéticos influenciam na excitabilidade
cortical. A PAE, por exemplo, pode comprometer o desenvolvimento dos circuitos
excitatorios e inibitérios, levando a um desequilibrio funcional que pode se manifestar
como déficits cognitivos e comportamentais (Johnson et al., 2018).

Mudangas na regulacao da excitabilidade cortical podem provocar um quadro
de epilepsia, pois o desequilibrio da balangca E/I resulta em estados de
hiperexcitabilidade que manifestam como descargas neuronais sincronas e
paroxisticas, que corresponde a despolarizagdo prolongadas por falta de controle
inibitério, que geram mais potenciais de acao em sequéncia do que o esperado. No
autismo e na esquizofrenia, altera¢gdes na funcido dos interneurdnios, especialmente
PV+ e SST+, estdo associadas a disfungao na sincronizagao cortical e nos padrées
oscilatérios, impactando o processamento sensorial, a cognicdo social e o

comportamento (Sohal e Rubenstein, 2019; Marin, 2016)

6 PAEE EPILEPTOGENESE

A sindrome fetal alcodlica (do inglés: fetal alcohol sydrome - FAS) é o quadro
mais alarmante da FASD, sendo a forma mais reconhecida clinicamente,
caracterizada pela restricdo de crescimento (baixo peso ao nascer, nutricdo
inadequada para sua idade), dismorfologias faciais (fissura palpebral pequena, labio
superior fino) e transtorno no SNC (microcefalia, malformacdes encefalicas,
dificuldade motora) evidenciados por disturbios motores, cognitivos e
comportamentais. Além da FAS, a FASD apresenta outros grupos dentro dos efeitos
adversos devido a PAE que estdo sendo cada vez mais bem definidas, com uma
prevaléncia alarmante de 1% de todos os nascidos vivos (Thackray H, Tifft C, 2001).

Neste espectro inclui-se disturbios congénitos associados ao alcool (ARBD do
inglés: Alcohol-related birth defects) podendo ocasionar malformagdes cardiacas e
alteracao na fenda labial ou palato; Disturbios neurolégicos relacionados ao alcool
(ARND do inglés: Alcohol related neurological disorders) que se evidencia em
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disturbios cognitivos (incapacidade de leitura, dificuldade de memoéria e de
linguagem); Sindrome alcodlica fetal parcial (do inglés: Partial fetal alcohol sydrome -
PFAS ) caracterizada por auséncia de estigmas faciais completos da FAS, e nao
apresenta restricao de crescimento (Thackray H, Tifft C, 2001).

A exposicdo pré-natal ao alcool no desenvolvimento cortical, interfere
diretamente na proliferacdo dos progenitores neuronais, especialmente aqueles
localizados na zona ventricular e subventricular. A exposicdo ao alcool induz
apoptose, modula a agao de neurdnios excitatorios glutamatérgicos e interneurénios
inibitérios gabaérgicos, comprometendo o equilibrio fundamental entre excitagao e
inibicdo do encéfalo (Gueorri et al., 2009; Lebel et al., 2011).

E em fungao dessa agéo do alcool, no cortex acontece uma desorganizagéao
celular que resulta em alteragcbes anatdmicas visiveis, como espessamento cortical
irregular, displasias, heterotopias neuronais e redugdo do volume encefalico,
especialmente em regides como o cértex, do hipocampo e o corpo caloso. Essas
alteracbes estruturais impactam diretamente a funcionalidade deste encéfalo,
prejudicando a formagéo de redes neuronais eficientes que sdo importantes para o
processo sensorial, controle motor e cognicao (Donald et al., 2015; Lebel et al., 2011).

Além disso, o alcool afeta diretamente os sistemas de neurotransmissores. A
reducao da funcionalidade dos receptores NMDA e AMPA, combinada a alteragdo nos
receptores GABA A, compromete profundamente a estabilidade dos circuitos
neuronais. E também o etanol interfere na expressdo e funcionamento de canais
idnicos de sddio, potassio e calcio, alterando a geracao e propagacgao dos potenciais
de acao ( Guerri et al., 2009).

E esta acdo resulta na predisposicdo ao desenvolvimento de epilepsia em
individuos expostos ao alcool durante a gestagédo. Estudos em modelos animais,
mostraram que a exposi¢cao pré-natal ao alcool reduz significativamente o limiar
convulsivo, aumentando a frequéncia de descargas epileptiformes espontaneas e
favorecendo a ocorréncia de crises generalizadas. Na pratica clinica, ha uma maior
incidéncia de disturbios de epilepsias em criangas diagnosticadas com FASD, além
de déficits cognitivos, problemas comportamentais e dificuldades de aprendizagem,
alteragdes nos circuitos corticais e na dindmica da excitabilidade cerebral (Donald et
al., 2015; Godin-Agé et al., 2021).

34



Dentre a gama de eventos adversos oriundos da FASD, a epilepsia é uma
caracteristica comum, uma vez que bebés que foram expostos no utero ao alcool, sdo
até 20 vezes mais propensos a desenvolver convulsdes e epilepsia apds o nascimento
(Bell et al., 2020; Cho SJ et al.,2020)

Além disso, evidenciou-se através de um estudo, que a PAE quando induzida
no periodo correspondente ao segundo trimestre da gestacdo em ratos, esta
associada com o aumento de convulsdes tonico-clénica generalizada, mediada por
alteracdes nos receptores NMDA (Cho et al., 2020).

A epilepsia € uma desordem que apresenta uma variedade de manifestagdes
patolégicas caracterizadas pelo fendbmeno de excitabilidade neuronal elevada,
ocasionando descargas elétricas excessivas e sincrénicas evidenciadas através de
crises eletrograficas recorrentes. Essas crises podem se manifestar com alteragdo da
consciéncia e/ou eventos motores, sensitivos e sensoriais, bem como através de
convulsdes ou nao (Landi et al., 2019; Costa et al., 2020). As convulsbées sao
caracterizadas pela ocorréncia temporaria de atividade sincrona anormal no cérebro
ou de uma atividade neuronal excessiva que desencadeia um comportamento motor
caracteristico (Fisher et al., 2014). Um estudo analisando a incidéncia de epilepsia e
convulsdes em pacientes acometidos por FASD, demonstrou uma prevaléncia de
17,7% nos pacientes. A prevaléncia para ocorréncia de convulsées e epilepsia foi
maior quando o consumo de alcool ocorreu no primeiro e segundo trimestre, ou ao
longo de todos os trimestres, mas ndo no terceiro trimestre (Bell et al., 2010). De forma
semelhante, diferentes estudos avaliaram um maior surgimento de convulsdes e
epilepsia em individuos que foram classificados com FAS, demonstrando uma

incidéncia de até 21% para epilepsia ou transtorno convulsivo (O’Malley e Barr, 1998).
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7. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento do cértex cerebral € um processo que envolve eventos
sequenciais como proliferagado, migragéo, diferenciagao celular, formagao de sinapses
e manutencao da circuitaria neuronal. A desordem destes eventos, pode advir do
desequilibrio entre os sistemas excitatorios e inibitorios, sendo eles essenciais para a
manutencgao de fungdes cognitivas até sensoriais e comportamentais (Molnar et al.,
2019)

Mudancas nesse equilibrio podem resultar em alteragbes na maturagao
cortical, sendo a exposi¢cao pré-natal ao alcool um dos fatores ambientais que
provocam esse desequilibrio. A exposig¢ao pré-natal ao alcool, que € considerada um
alarmante problema de saude publica, uma vez que essa exposi¢cao apresenta a
capacidade de afetar ndo somente a gestante, mas também ao feto, e tem facil acesso
independente da classe social, e envolve um grande risco relacionado ao

desenvolvimento e a mortalidade. (Krulewitch, 2005; Fabbri et al., 2007).

Dentre diversas alteragbes que sido ocasionadas pela ingestdo do alcool
durante o periodo de desenvolvimento gestacional, a FASD é evidenciado por uma
caracteristica marcante, a epilepsia. Esta exposicdo pré-natal ao alcool durante o
desenvolvimento do SNC, pode levar um desequilibrio da razdo E/I resultando em
diferentes alteragdes neuroldgicas, e consequentemente a epilepsia, que é
evidenciada em 17,7% dos pacientes acometidos pela FASD (BelL et al., 2010; Roth
FC, Draguhn A. 2012; Magloire V, et al.,, 2018). Desta forma, é importante
compreender esses mecanismos pelos quais a exposicao pré-natal ao alcool interfere
no desenvolvimento cortical, especialmente no que se refere ao equilibrio E/I. Estudos
ja tém demonstrado que estas alteragbes dos Interneurdnios GABAérgicos,
especialmente aqueles expressando a PV, SST e VIP estdo associados a este
desequilibrio da balanga E/I (Ben-Ari, 2002; Marin, 2012; Luhmann et al., 2018).

Sendo assim, o estudo do desenvolvimento de neurdnios inibitérios e sua
circuitaria ap6s PAE sera capaz de revelar mecanismos-alvo para intervengoes
terapéuticas para prevenir e tratar os muitos pacientes com FASD que desenvolvem

epilepsia.
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8. OBJETIVOS

8. .1 OBJETIVO GERAL

Correlacionar o desenvolvimento de neurbnios inibitérios com as crises

convulsivas na infancia de camundongos submetidos a PAE.

8. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito da PAE na predisposicdo a convulsdes induzidas por
hipertermia e pelo Pentilenotetrazol no DPN16.

2. Avaliar o efeito da PAE na quantidade e distribuicdo de diferentes tipos de

interneurdnios inibitérios no neocdrtex de camundongos
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Animais

Camundongos da linhagem Suigo, em diferentes estagios do desenvolvimento,
foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurodegeneragdo e Reparo, do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (Rio de Janeiro), sob condi¢des
ambientais rigorosamente controladas, incluindo ciclo claro/escuro, temperatura
constante e ventilagcdo adequada, durante todo o periodo experimental. Todos os
procedimentos haviam sido previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (protocolo n° 018/20) e foram conduzidos em estrita conformidade com as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal (COBEA) e

pelos principios internacionais de ética em pesquisa com animais.

9.2 Exposigéo ao etanol em camundongos gravidas

Fémeas gravidas da linhagem Suigo, no 14° dia de gestagdo (GD14),
receberam, por via oral, uma dose diaria de etanol na concentracao de 3,0 g/kg a 30%
(v/v) ou agua (grupo controle/veiculo), por meio de gavagem, até o 19° dia de gestacao
(GD19). A dosagem e concentracdao de etanol foram definidas com base em
protocolos previamente validados na literatura (Siqueira et al., 2021). Protocolo
caracterizado pela exposicédo pré-natal cronica ao etanol, aplicada de modo repetido
dentro de um intervalo de 6 dias consecutivos, esse periodo € um periodo critico e
prolongado do segundo trimestre da gestagcao em roedores, equivalente a fase cortical

no desenvolvimento humano (Guerriero et al., 2018; Miller, 2016)

9.3 Verificagao a predisposi¢cao a convulsdes febris na infancia

No 16° dia pds-natal (DPN16), os animais foram submetidos a indugédo de
hipertermia, mediante exposi¢cdo a ar seco aquecido a 47—-48 °C, gerado por um
secador de cabelo, com monitoramento constante da temperatura ambiente por meio
de um termbémetro posicionado no interior de uma caixa acrilica. A exposi¢cao foi
mantida até a ocorréncia de uma crise convulsiva ténico-clénica generalizada. Foi

registrado o tempo de laténcia até seu inicio.
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9.4 Verificagao da predisposi¢cao a convulsao induzida por pentilenotetrazol

No 16° dia péds-natal (DPN16), os animais receberam uma injecdo
intraperitoneal de pentilenotetrazol (PTZ) em dose convulsiva de 80 mg/kg,
previamente dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO; C,H¢OS) e diluido com 200 pL de
agua. Apds a administragdo do farmaco, os animais foram filmados por um periodo
de 10 minutos (0—10 minutos) e, em seguida, foram avaliados quanto a ocorréncia e
duracéo de cada fase comportamental, de acordo com a Escala de Racine adaptada
(Va Qnerum et al., 2019; dos Santo Heringer et al., 2022).

A Escala de Racine adaptada compreendia oito estagios progressivos de
severidade convulsiva, descritos da seguinte forma: (1) parada comportamental; (2)
espasmos orofaciais; (3) arrancos de pescogo; (4) convulsdes clénicas bilaterais com
o animal em posigao sentada; (5) convulsées clénicas unilaterais; (6) convulsao ténica
com manutengao postural; (7) convulsao ténica com perda postural; e (8) convulsao

ténico-clénica generalizada.

9.5 Analise macroscopica do comprimento e da largura encefalica

Uma das avaliagdes realizadas neste trabalho, foi a analise macroscopica do
comprimento e da largura encefalica. Para isso, utilizou-se o programa ImageJ, no
qual foi tracada uma linha dividindo os dois hemisférios cerebrais, considerando os
planos sagital, medial, proximal e posterior. Essa analise se justifica pelo fato de que
ja foi relatado na literatura que uma das malformagdes associadas a exposi¢cao
encefalica € a microcefalia (Oliveira & Bertolla, 2016). Diante disso, tornou-se
necessario verificar se esse padrao morfolégico também se repete neste modelo
experimental. Importante frisar que, assim que terminamos a analise no primeiro
animal, um padrao da linha foi estabelecido. Essa mesma linha foi repetida para todos
0s animais, de modo que todos apresentam distancias similares de comprimento e

largura (Figura 6).
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Figura 6: Representagcido do encéfalo de camundongo. Representagao do encéfalo com linhas de
referéncia tragadas nos eixos lateral e vertical em cada animal. Imagem representativa da analise
macroscopica (Autoria propria).

9.6 Marcacao por imunofluorescéncia

Imediatamente apés a convulsao febril ou PTZ, os animais foram anestesiados
por meio de injecao intraperitoneal de cetamina (100 mg/kg) associada a xilazina (15
mg/kg). Na sequéncia, foi realizada perfusdo intracardiaca com solucédo de
paraformaldeido a 4%. Posteriormente, os encéfalos foram submetidos a crioprotecéo
em solugbes de sacarose com concentragdes crescentes até 30%, sendo entdo
embebidos em OCT e congelados. Cortes histolégicos coronais foram obtidos em
criostato, a 40 micrbmetros, coletados em eppendorfs contendo PBS + azida 1% e

armazenados a 4° até o momento da imunorreacao.

O protocolo de imunomarcagéo iniciou-se com duas lavagens em PBS (pH 7,4)
por 5 minutos. Em seguida, realizamos a recuperagao antigéncia dos tecidos com
tampao citrato (pH 6,4) a 90° por 30 minutos, posteriormente duas lavagens em em
PBS (pH 7,4) por 5 minutos, seguido pelo bloqueio de sitios inespecificos utilizando
PBS contendo Triton X-100 (0,3%) e 2,5% de soro normal de cabra. Em seguida, as
amostras foram incubadas, por 24 horas, com os anticorpos primarios (Tabela 1)
diluidos na solugcao de bloqueio. Para cada reacdo, foi empregado um anticorpo
primario especifico para um subtipo de neurénio inibitério. Apds nova lavagem em
PBS, foi realizada a incubagdo com os anticorpos secundarios conjugados Alexa
Fluor 594 ou 488, especificos para a espécie na qual o anticorpo primario foi

produzido. Na etapa final, as laminas passaram por lavagens em PBS e foram
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incubadas com DAPI para marcagao nuclear. Por fim, as laminas foram montadas
com Fluoromount G (17984-25 — Electron microscopy sciences), cobertas com

laminulas e armazenadas em freezer até a realizagcdo da analise em microscopia.

A aquisicdo das imagens foi realizada em microscopio de fluorescéncia
confocal acoplado a camera fotografica. Para a quantificagdo dos diferentes subtipos
de interneurdnios, foi realizada contagem manual, bem como analise da fragdo de
area marcada, em duas fotomicrografias do cortex somestésico primario obtidas com
aumento de 10x, contando-se separadamente as camadas supra- ou infragranulares.
A separagao morfolégica das camadas supra- das infragranulares foi realizada

tracando-se uma linha no meio da camada |V, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Imuno-histoquimica do cortex marcada com DAPI. Imagem representativa das camadas
do cortex somatossenorial primario separadas pelas linhas tracejadas brancas. A linha continua
amarela representa o limite para quantificagdo do niamero de interneurdnios nas camadas supra- €
infragranulares do coértex de camundongos. (Adaptada de Gilmore e Herrup, 2001).
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Tabela 1- Especificagao de anticorpo primario utilizado na imuno-histoquimica

Anticorpo Primario Identificagédo da Produzido Diluicao
estrutura marcada

Parvalbumina (P3088) | Interneurénios PV Coelho 1:500

Somatostatina (SC- Interneurdnios Rato 1:100
55565) SST
Peptideo vasoativo Interneurdnios VIP Coelho 1:500
intestinal (SC-25347)
Tabela 2- Especificacdo de anticorpo secundario utilizado na imuno-

histoquimica.

Anticorpo Secundario Produzido
546 goat rabbit Cabra
488 goat ant rat Cabra
546 goat anti-rabbit Cabra

10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0. A

normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Para os dados

que apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste t de Student. Caso

contrario, foi empregado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A analise de

ocorréncia de cada fase da escala de Racine adaptada apods crise induzida por PTZ
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foi analisada através do teste qui-quadrado. As diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 (p < 0,05).
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Figura 8: Desenho experimental. Desenho experimental da metodologia aplicada neste estudo, com

a descrigao detalhada dos procedimentos realizados.

43



11 RESULTADOS

11.1Analise macroscépica do cortex cerebral frente a PAE

Nossos resultados mostram uma imagem macroscopica representativa do
encéfalo de um animal do grupo veiculo (Figura 9A) e do grupo Etanol (Figura 9B) de
16 dias de vida. Nossas analises mostraram que ndo houveram diferengas
significativas na largura (Figura 9C) e no comprimento do cértex cerebral entre animais

controle ou com exposi¢ao pré-natal ao alcool.
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Figura 9: Analise macroscépica do coértex cerebral frente a PAE. Analise macroscopica dos
encéfalos submetidos a veiculo (A) ou etanol (B). Graficos representativos da analise da largura (C) e
comprimento (D) ndo revelam diferengas significativas entre os grupos. Veiculo N = 9; Etanol N= 9.

11.2 Andlise da excitabilidade cerebral frente a PAE

A fim de analisar a excitabilidade cerebral dos animais com PAE, realizamos a
injecao sistémica do antagonista de GABA A, pentilenotetrazol, e quantificamos o
numero de animais que apresenta cada fase da escala de Racine adaptada (dos
Santos Heringer et al, 2022). Nossos resultados mostraram que os animais do mais
animais do grupo etanol apresentavam a fase 4 e 6 das crises induzidas por PTZ.
Entretanto, ndo houveram diferencas do niumero de animais que apresentou cada uma
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das demais fases da escala de Racine adaptada entre os grupos veiculo e Etanol
(Figura 10A). A anadlise da duragao das crises mostrou que nao houve diferenga entre
os grupos veiculo e etanol (Figura 10B). A analise da duragédo de cada fase de crise
foi avaliada nas fases onde houveram 3 ou mais individuos apresentando esta fase
nos grupos veiculo e Etanol, o que ocorreu nas fases 1 (parada comportamental), 4
(crise clénica bilateral), 6 (crise tdnica com manutengao postural) e 7 (crise tdnica com
perda postural). Nossas analises mostraram que, dentro do intervalo de 10 minutos
avaliado, os animais do grupo Etanol apresentam maior duragdo da fase 6 em
comparagao ao grupo veiculo (Figura 10E). Nao foram encontradas diferencas nas
analises da fase 1 (Figura 10C), 4(Figura 10D) e 7 (Figura 10F). Uma vez que a crise
induzida por PTZ envolve um mecanismo dependente exclusivamente do bloqueio da
atividade inibitoria, procedemos com a analise de uma crise convulsiva dependente
de mecanismos diferentes, a crise febril (Mosili et al, 2020). Nossos resultados
mostraram que o grupo etanol apresenta uma laténcia maior que o grupo Veiculo para
apresentar uma crise ténico-clénico generalizada quando submetido a hipertermia
(Figura 10G).
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Figura 10: Anadlise da excitabilidade cerebral frente a PAE.(A) Grafico representativo da analise do
numero de animais que entra em cada fase da escala de Racine modificada ap6s injecdo de PTZ. (B)
Graéfico representativo da analise da duracao total das crises. (C) Gréfico representativo da analise da
duragéo das crises na fase 1. (D) Gréfico representativo da andlise da duragédo das crises na fase 4.
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(E) Grafico representativo da analise da duragédo das crises na fase 6. (F) Grafico representativo da
analise da duracdo das crises na fase 6. (G) Grafico representativo da anadlise da laténcia para
convulsao febril. (N= 14 veiculo; 14 etanol) * representa P < 0,05.

11.3 Analise da populagao de neurdnios Parvalbumina +

A fim de analisar a populagdo de interneurbénios positivos para Parvalbumina,
realizamos imunofluorescéncia. Nossas fotomicrografias mostraram que a marcagao
contra parvalbumina se faz presente no corpo celular e por¢ao proximal dos dendritos
dessa populagdo de interneurdnios, permitindo um processo de contagem de
células(Figura 11). Nossos resultados mostraram que o grupo etanol apresenta mais
células positivas para parvalbumina na espessura total do cértex (Figura 11A) e nas
camadas supragranulares (Figura 11B), mas nao nas camadas infragranulares (Figura
11C). A analise da razdo da quantidade de células PV+ na camada supragranular

sobre a infragranular mostrou uma maior raz&o no grupo etanol em comparag¢ao ao
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veiculo (Figura 11D).
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Figura 11: Anadlise da populagdo de neurénios Parvalbumina +.Fotomicrografias representativas da
imunofluorescéncia contra parvalbumina no cortex somatossensorial primario de animais tratados com
veiculo ou etanol. Linha amarela representa o limite entre camadas supra- e infragranulares . (A)
Grafico representativo da analise da contagem de células PV+ nas camadas totais, (B) supragranulares
ou (C) infragranulares do cortex. (D) Grafico representativo da analise da razdo da quantidade de
células PV+ na camada supragranular sobre a infragranular. Veiculo N=6; Etanol N=.6 * representa P
<0,05
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11.4 Analise da populagao de neurdnios Somatostatina +

A fim de analisar a populacdo de interneurénios positivos para somatostatina,
realizamos imunofluorescéncia. Nossas fotomicrografias mostraram que a marcagao
contra SOM se faz presente no corpo celular e por¢cao proximal dos dendritos dessa
populacao de interneurénios, permitindo um processo de contagem de células (Figura
12). Nossos resultados ndo mostraram diferengas na quantidade de células positivas
para SOM na espessura total do cértex (Figura 12A), nas camadas supragranulares
(Figura 12B) e nas camadas infragranulares (Figura 12C). A analise da razdo da
quantidade de células SOM+ na camada supragranular sobre a infragranular ndo

mostrou diferenga entre o grupo etanol e veiculo (Figura 12D).
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Figura 12: Analise da populagao de neurénios Somatostatina +.Fotomicrografias representativa da
imunofluorescéncia contra somatostatina no cortex somatossensorial primario de animais tratados com
veiculo ou etanol. Linha amarela representa o limite entre camadas supra- e infragranulares. (A) Grafico
representativo da anadlise da contagem de células SOM+ nas camadas totais, (B) supragranulares (C)
ou infragranulares do cortex. (E) Grafico representativo da analise da razdo da quantidade de células

SOM+ na camada supragranular sobre a infragranular. Veiculo N=6; Etanol N=6.
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11.5 Analise da populagao de neurdnios VIP +

A fim de analisar a populacéo de interneurdnios positivos para peptideo vasoativo
intestinal, realizamos imunofluorescéncia. Nossas fotomicrografias mostraram que a
marcacao contra VIP se faz presente no corpo celular e por¢ao proximal dos dendritos
dessa populagao de interneurdnios, permitindo um processo de contagem de células
(Figura 13). Nossos resultados ndo mostraram diferengcas na quantidade de células
positivas para VIP na espessura total do cortex (Figura 13A), nas camadas
supragranulares (Figura 13B) e nas camadas infragranulares (Figura 13C). A analise
da razdo da quantidade de células VIP+ na camada supragranular sobre a

infragranular ndo mostrou diferenca entre o grupo etanol e veiculo (Figura 13D).
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Figura 13: Anadlise da populagdo de neurdnios Peptideo vasoativo intestinal +. Fotomicrografias
representativa da imunofluorescéncia contra VIP no cortex somatossensorial primario de animais
tratados com veiculo ou etanol. Linha amarela representa o limite entre camadas supra- e
infragranulares .(A) Grafico representativo da analise da contagem de células VIP+ nas camadas totais
,(B) supragranulares (C) ou infragranulares do cértex. (E) Grafico representativo da analise da razdo
da quantidade de células VIP+ na camada supragranular sobre a infragranular. Veiculo N=4; Etanol
N=5.
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12 DISCUSSAO

A PAE pode resultar em alteragbes no neurodesenvolvimento, deste modo,
impactando tanto a estrutura encefalica quanto a fung&o neuronal (Guerri et al., 2009;
Riley et al., 2011). No presente estudo, investigamos os efeitos da exposi¢ao pré-natal
ao alcool no cortex em camundongos suigos durante o periodo pés-natal, com foco
na morfologia do encéfalo, a excitabilidade neuronal e os subtipos de interneurénios

inibitorios.

A avaliagdo macroscépica do cortex encefalico, no DPN16, n&o indicou
diferengas significativas entre os grupos controle veiculo e o etanol em relagcédo a
largura e ao comprimento encefalico. Esses dados indicam que a exposi¢cao ao alcool
durante o desenvolvimento embrionario ndo comprometeu, de forma evidente, a

estrutura morfolégica do encéfalo nesta fase.

Em nosso trabalho, investigamos a excitabilidade neuronal utilizando duas
abordagens, a convulsao febril e a convulsdo mediada por PTZ, que é um antagonista
dos receptores GABA A, bastante conhecido por induzir crises convulsivas. Nossos
resultados mostraram, que os animais expostos ao etanol apresentaram maior
frequéncia na fase 4 (crise clénica bilateral) e a 6 (crise tbnica com manutencao
postural) da escala de Racine adaptada, demonstrando que ha maior vulnerabilidade
as crises pela inibicio GABAérgica (dos Santos Heringer et al.,, 2022).
Adicionalmente, embora a duracio total das crises nao tenha apresentado diferenca
entre os grupos, a fase 6, considerada uma fase de grande relevancia, foi
significativamente mais prolongada nos animais expostos ao etanol. Entretanto, em
um modelo de analise por crise febril, mediado por mecanismos distintos da
neurotransmissdo GABAégica os animais do grupo etanol mostram maior laténcia
para a manifestagcado da crise tonico-clonica generalizada, sugerindo alteragées em

circuitos neuronais que regulam a resposta a hipertermia (Mosili et al., 2020).

Ja a analise dos interneurbnios foi realizada através da marcagao por
imunofluorescéncia, focando em trés subtipos principais de interneurénios inibitorios:
PV+, STT + e VIP+. Foi encontrado um aumento significativo na densidade de células
PV+ na espessura total do cortex e, especialmente, nas camadas supra granulares

dos animais expostos ao etanol. A razdo entre as camadas supra
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granular/infragranular também foi maior nesse grupo, indicando uma possivel
redistribuicdo laminar dessa populagdo neuronal. Por outro lado, ndo foram
identificadas diferengas na densidade de interneurdnios STT+ e VIP+ entre os grupos,

tanto na espessura total do cértex quanto em suas subcamadas.

12 1 PAE e microcefalia

A exposicao pré-natal ao alcool pode ocasionar déficits no desenvolvimento
encefalico de criangcas que foram expostas ao alcool. E esse acometimento pode
provocar a FASD, que abrange diversas caracteristicas, dentre elas, a microcefalia
que pode ocorrer devido a agédo do alcool. E isso gera atrasos no desenvolvimento,
dismorfias craniofaciais, além de disturbios cognitivos e comportamentais (Treit et al.,
2016).

Em nosso estudo, observamos que a exposi¢cao ao alcool no periodo de E14-
E19 em camundongos gestantes, ndo afetou de forma significativa o comprimento e
a largura encefalica quando avaliado no 16° dia pés-natal (DPN16). Contudo, a
literatura mostra que a exposi¢céo ao alcool durante a gestagdo pode comprometer o
desenvolvimento da circunferéncia encefalica, visto que, o etanol é um agente
teratdgeno, e apresenta a capacidade de alterar os processos fundamentais da

neurogénese, como a migracao celular e a maturagao neuronal (Treit et al., 2016).

Siqueira e colaboradores mostraram utilizando o mesmo protocolo empregado
em nosso estudo, que no DPN 0, o cértex cerebral era mais fino, e o encéfalo
apresentava um peso menor no grupo etanol quando comparado ao grupo veiculo
(Siqueira et al, 2021). E possivel, que ao longo dos 16 dias que separam nossa analise
da analise de Siqueira et al, alguns processos, como proliferacdo de células gliais e

diferenciagao celular seja responsavel por compensar as perdas iniciais da PAE.

Outro aspecto relevante relacionado ao desenvolvimento encefalico refere-se
a vascularizagao cerebral. Estudos indicam que a exposi¢cdo ao etanol prejudica a
formacao da rede vascular cortical e interfere no papel das células endoteliais e dos
astrocitos perivasculares, que sao cruciais na manutencdo da barreira

hematoencefalica (Siqueira et al., 2021). A integridade dessa barreira é essencial para

50



a homeostase e a protegdo do encéfalo em desenvolvimento. A vascularizagao
adequada e a interacao eficiente entre o endotélio e os astrécitos sao fundamentais
para o desenvolvimento cortical. A disfungdo nesse processo tem sido associada a
déficits cognitivos e estruturais observados em individuos com FASD (Siqueira et al.,
2021).

A avaliagdao morfologica pode indicar prejuizos associados a exposi¢cao ao
alcool, os quais interferem diretamente no funcionamento neurocognitivo, mesmo
quando ndo ha microcefalia. Assim, mesmo com circunferéncia encefalica dentro dos
padrées de normalidade, podem existir alteragdes significativas na conectividade
neural e na organizagao funcional do encéfalo. A heterogeneidade dos efeitos do
alcool sobre o sistema nervoso central pode justificar por que alguns individuos
apresentam déficits cognitivos graves, mesmo com medidas cranianas normais,

dificultando a intervengao precoce (Treit et al., 2016).

Além das alteragdes morfoldgicas, a exposigao ao alcool provoca desregulagao
de genes relacionados a processos bioldgicos essenciais, como o ciclo celular e a
apoptose. Essa resposta indica que o as células reagem ao agente téxico ativando
mecanismos compensatorios de proliferagcao celular e/ou morte celular programada,
0 que pode comprometer a neurogénese e a adequada organizagdo das camadas
corticais (Sambo et al., 2024).

No ponto de vista neurobiolégico, os efeitos do etanol sobre o desenvolvimento
encefalico decorrem de diversos mecanismos, incluindo estresse oxidativo, alteracoes
na sinalizacao de fatores neurotréficos e apoptose neural exacerbada. Tais efeitos
comprometem o volume do liquido encefalico, o corpo caloso, o cerebelo e o cortex
pré-frontal — areas cruciais para a cognigao, a memoria e o controle comportamental
(Treit et al., 2016).

Estudos demonstram que o alcool induz estresse metabdlico no encéfalo,
prejudicando os sistemas de suporte energeético e comprometendo o crescimento e a
maturacao encefalica. E devido a essa acdo, ha uma necessidade de ativacao
compensatéria de vias relacionadas ao ciclo celular, seguida de desregulagao
metabdlica, que pode limitar o crescimento e a funcionalidade encefalica. Esses
achados reforcam a importancia de estratégias preventivas frente a exposicao pré-
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natal ao alcool, além de indicarem a necessidade de intervengdes considerando os
periodos de maior vulnerabilidade do encéfalo em desenvolvimento (Sambo et al.,
2024).

Dessa forma, uma abordagem diagndstica em criangas com suspeita de
exposicao pré-natal ao alcool deve ser multidimensional, considerando aspectos
morfoldgicos, funcionais e comportamentais, a fim de se obter uma compreensao mais

precisa dos déficits envolvidos.
12.2 PAE e excitabilidade cerebral

A literatura aponta que a exposicao pré-natal ao etanol (PAE) esta associada
ao aumento da prevaléncia de transtornos convulsivos. No estudo de Cho et al. (2017),
0s autores investigaram se uma unica administragdo de etanol no final da gestacao
aumentaria a suscetibilidade a convulsdes induzidas por agonistas dos receptores
NMDA. Os resultados demonstraram que a exposi¢ao ao etanol interfere nos circuitos
excitatorios e inibitérios mediados por receptores NMDA e GABA, promovendo
hiperexcitabilidade. Essa modulagdo sinaptica localizada no estagio embrionario

(E18) pode alterar de forma duradoura o limiar convulsivo neonatal.

Em nosso trabalho, também foram realizados testes de suscetibilidade a
inducdo de crises convulsivas por PTZ. Os resultados indicaram que os animais
expostos ao etanol apresentaram maior frequéncia de ocorréncia das fases 4 e 6,
sugerindo maior suscetibilidade a hiperexcitabilidade neuronal. Similarmente, a
duragéo da fase 6 se mostrou aumentada no grupo Etanol, revelando um aumento na
severidade as crises provocadas por PTZ. No entanto, quando analisada a duracgao
total das crises, ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. Realizamos também uma analise complementar baseada em um modelo de
crise febril, que envolve mecanismos distintos (Mosili et al., 2020). Nessa analise,
observou-se que o0s animais do grupo etanol apresentaram uma laténcia
significativamente maior para o inicio da crise ténico-clénica generalizada quando
submetidos a hipertermia. Tendo em vista que o PTZ age bloqueando a
neurotransmissao inibitéria mediada por GABA A, enquanto a crise febril envolve uma
maior ativagao neuronal inespecifica mediada, entre outros por ativagcao de receptores

TRPV3, que é um canal ibnico sensivel ao calor, e tem a capacidade de ser ativado
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por uma temperatura de 32-29°C, e expressa resposta progressiva a estimulos
térmicos repetidos, e também pode ser ativado por agonistas quimicos. (Shen et al .,
2024). Hipotetizamos que haja uma maior contribuigédo inibitéria no grupo etanol, o
que reduziria a excitabilidade na ativacado febril, mas resultaria em uma maior

desinibicdo mediada por PTZ, aumentando a severidade das crises.
12.3 O etanol compromete o equilibrio entre os sistemas de neurotransmissao

E/l, esses mecanismos sao importantes para a plasticidade sinaptica e o
funcionamento cognitivo. Estudos demonstram que o alcool atua como agonista dos
receptores gabaérgico e antagonista dos receptores NMDA, modulando de forma
aguda a atividade sinaptica (Arzua et al.,, 2024). Essa modulagao interfere no
desenvolvimento de circuitos neurais que, se expostos em periodos criticos, podem

sofrer alteracdes permanentes.

Em estudo conduzido por Arzua et al. (2024), camundongos recém-nascidos
expostos ao etanol no sétimo dia pds-natal (P7) apresentaram, na fase adulta (P60),
reducdo na frequéncia das correntes excitatorias pods-sinapticas e aumento das
correntes inibitérias nos neurbnios da regido CA1 do hipocampo. Tal padrdo
eletrofisiolégico revela um desequilibrio sinaptico em favor da inibicdo, o que pode
comprometer o funcionamento de redes neurais envolvidas em memoria e

aprendizagem.

Ainda segundo os autores, esse desequilibrio E/I ndo se limita aos efeitos
agudos do etanol, mas resulta de uma cascata prolongada de eventos
neurobiolégicos, como apoptose precoce, adaptagcdo sinaptica desregulada e
disfungdo mitocondrial. Esses mecanismos tém sido amplamente relacionados a
excitabilidade glutamatérgica exacerbada e ao estresse oxidativo induzido pelo alcool,
consolidando a mitocdndria como um dos principais alvos da neurotoxicidade alcodlica
(Arzua et al., 2024).

Adicionalmente, o estudo de Delatour et al. (2019) investigou os efeitos do
etanol na atividade sinaptica de neurdnios piramidais das camadas V e VI do cértex
somatossensorial de camundongos na puberdade (P28—P32). Observou-se aumento

na densidade e modificagcbes na morfologia das espiculas dendriticas apicais,
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indicando reorganizagdo estrutural sinaptica decorrente de mecanismos de
plasticidade adaptativa a exposigcao etanodlica. Tais alteragbes sustentam um
desequilibrio persistente entre os sistemas excitatério e inibitério, promovido por

mecanismos pré-sinapticos e remodelagdo morfoldgica.

De forma geral, os achados do presente trabalho, somados a literatura
revisada, indicam que a exposi¢cao ao etanol em periodos criticos do desenvolvimento
interfere profundamente na arquitetura sinaptica, na fungdo mitocondrial e na
excitabilidade neuronal. Essas alteragdes culminam em déficits comportamentais e
aumentam a suscetibilidade a convulsdes, contribuindo para o avango do
entendimento fisiopatolégico do FASD e apontando possiveis alvos terapéuticos

centrados na modulacio sinaptica e na protecido mitocondrial
12.4 PAE e neurdnios inibitérios

Diversos estudos demonstram que a exposigao pré-natal ao alcool tem a
capacidade de provocar alteragées no desenvolvimento nervoso central em formacao,
podendo afetar tanto a angiogénese — processo responsavel pela formagéo de novos
vasos sanguineos — quanto a migracao de interneurdnios GABAérgicos.A presenca
de etanol pode comprometer a migragao desses interneurdnios para as camadas

profundas do cortex (Léger et al., 2020).

Sabe-se que o GABA atua como neurotransmissor despolarizante em
interneurénios durante o desenvolvimento inicial, devido a predominancia do
cotransportador NKCC1 ( Sodium-Potassium-Chloride Cotransporte), que é uma
proteina transportadora que desempenha um papel crucial na regulagao do equilibrio
de ions cloreto, em varias células e tecidos do corpo. A presenca de etanol intensifica
essa resposta despolarizante, promovendo maior ativagao dos canais de calcio tipo L,
que desempenham um papel fundamental na regulagado da entrada de calcio para o
interior da célula. Esse processo afeta a motilidade e a dindmica do citoesqueleto
neuronal, que sao essenciais para a migragao tangencial. Alteragbes nessa migracao
promovem desequilibrios na arquitetura cortical, como o aumento da densidade de
interneurénios PV em camadas profundas do cortex adulto, contribuindo para déficits
executivos, emocionais e cognitivos — caracteristicas associadas ao transtorno do

espectro alcodlico fetal (Lee et al., 2022).
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Os dados obtidos em nosso estudo demonstraram que os interneurdnios
positivos para parvalbumina apresentaram maior densidade celular na espessura total
do cértex e nas camadas supragranulares no grupo exposto ao etanol, em
comparagao ao grupo controle. No entanto, essa diferenga ndo foi observada nas
camadas infragranulares. Por outro lado, os interneurbnios positivos para
somatostatina ou VIP nao apresentaram variagbes significativas entre os grupos

tratados com etanol e agua.

Por outro lado, Licheri et al. (2023) investigaram os efeitos de longo prazo da
exposicao pré-natal moderada ao alcool sobre os interneurénios GABAérgicos no
cortex parietal posterior de camundongos adultos. Os resultados revelaram uma
reducdo na densidade de interneurdnios positivos para parvalbumina nessa regiao,
independentemente do sexo dos animais, sugerindo uma vulnerabilidade seletiva
dessa populagdao neuronal. Os autores propuseram um possivel mecanismo
compensatoério na rede neural, possivelmente mediado por outras populagdes
inibitérias ou por plasticidade sinaptica adaptativa. Tais alteracbes podem
comprometer circuitos relacionados ao controle inibitorio, a atencao e a sincronizacao
sensorial, afetando negativamente o comportamento dos individuos. A redugao de
neurdnios PV também pode refletir uma perturbacao na arquitetura mitocondrial, fator
critico para o funcionamento executivo. A integridade estrutural dos interneurdnios PV
€ essencial para o equilibrio entre excitacao e inibicdo, sendo fundamental para evitar
estados de hiperexcitabilidade, como epilepsia e transtornos de atengao (Licherl et al.,
2023).

A populacao de interneurdnios GABAérgicos desempenha um papel crucial na
manutengdo do equilibrio excitatorio-inibitério e na prevencdo de estados de
hiperexcitabilidade cortical, incluindo as crises epilépticas (Zhong et al., 2021). Por
meio de registros eletrofisiolégicos, observou-se uma reducado significativa na
frequéncia e na amplitude das correntes inibitérias pods-sinapticas GABAérgicas,
mesmo nos circuitos residuais. A perda da atividade desses interneurénios pode
comprometer a geragao de ritmos oscilatorios coordenados e a inibicdo de disparos
excessivos em neurdnios piramidais excitatérios. Essa disfung¢ao sinaptica ocorre sem
alteracdes expressivas na expressao de genes relacionados a sintese, transporte ou

receptores de GABA, sugerindo que o comprometimento ocorre predominantemente
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em niveis poés-sinapticos, possivelmente devido a desorganizagdo da arquitetura

sinaptica ou a deficiéncia na maturagao dos receptores (Zhong et al., 2021).

Adicionalmente, a exposi¢céo ao etanol durante o periodo neonatal em modelos
murinos tém sido amplamente utilizada como modelo experimental para simular o
consumo excessivo de alcool no terceiro trimestre da gestacdo humana. Esses
estudos demonstram que tal exposigao resulta em um quadro de neurodegeneragao
aguda, seguido por alteragbes neuroanatbmicas e déficits comportamentais
duradouros (Saito et al., 2023). Os achados reforgcam a hipétese de que o etanol atua
de forma disruptiva nos processos de maturacdo neuronal, incluindo migracao,
diferenciacdo e organizacdo sinaptica, especialmente sobre interneurdnios
GABAérgicos, os quais sdo essenciais para o estabelecimento de circuitos neurais

funcionais.

Portanto, os dados discutidos evidenciam que a exposigao pré natal ao etanol
compromete profundamente a formacao e a funcionalidade de redes inibitérias no
cortex cerebral, particularmente por meio de alteragdes na distribuicdo e no
funcionamento dos interneurénios positivos para parvalbumina. Tais alteracdes
contribuem para a perda do equilibrio excitatorio-inibitério, estado que pode culminar
em disturbios do neurodesenvolvimento, incluindo déficits cognitivos, alteragdes
comportamentais, prejuizo na regulagdo emocional e maior suscetibilidade a
transtornos neurolégicos, como epilepsia. Esses achados destacam a importancia de
politicas publicas de conscientizagéo sobre os riscos do consumo de alcool durante a
gestacao, bem como a necessidade de estudos que explorem estratégias terapéuticas

para mitigar os impactos neurobiolégicos da exposi¢ao fetal ao etanol.
12.5 Neurotransmissao inibitéria e excitabilidade cerebral

Uma das analises realizadas em nosso trabalho abordou os efeitos da PAE
sobre a neurotransmisséo inibitoria e a excitabilidade neuronal. Esses mecanismos
sao profundamente afetados pela exposicdo ao etanol durante o desenvolvimento
embrionario, e a epilepsia € uma das manifestagdes clinicas mais recorrentes nesses
individuos. Essa condicao representa um sério problema de saude publica, afetando
aproximadamente 10% da populacdo mundial total em algum momento da vida
(Bahadoran et al., 2025)
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Com o objetivo de investigar a suscetibilidade convulsiva, utilizamos o modelo
de inducgao de crises epilépticas por PTZ, um composto quimico amplamente utilizado
em pesquisas experimentais. O PTZ atua como um antagonista ndo competitivo do
receptor GABA A, promovendo desequilibrio entre os sistemas excitatérios e

inibitérios do sistema nervoso central (Monteiro et al., 2024).

Segundo Monteiro et al. (2024), a administragao intraperitoneal Unica de PTZ,
em doses entre 50 a 80 mg/kg, desencadeia rapidamente crises convulsivas, que
evoluem de manifestagbes motoras leves, como miorritmia, até episddios de
convulsao ténico-clonica generalizada. Em nosso trabalho, utilizamos uma dose de 80
mg/kg em animais na fase DPN16 para avaliar a excitabilidade neuronal. O PTZ possui
agao proeminente sobre o cortex e o hipocampo, regides vulneraveis a
excitotoxicidade. Modelos com essa substancia tém demonstrado degeneragéo
neuronal nas regides CA1 e CA3 do hipocampo, associada a perda sinaptica, morte

de interneurénios GABAérgicos e disfungdes mitocondriais (Monteiro et al., 2024).

Os interneurdnios GABAérgicos compdem uma classe essencial de neurdnios
inibitorios, sendo responsaveis pela regulacdo da excitabilidade e pela manutengao
do equilibrio nos circuitos neurais. Por sua vez, os neurdnios glutamatérgicos,
predominantemente excitatérios, formam as principais vias de proje¢cao do neocortex.
A liberacado de GABA por interneurénios GABAérgicos modula a transmissao sinaptica
local, desempenhando papel essencial na modulagao da atividade cortical (Tremblay
et al., 2016).

Quando ha bloqueio da atividade inibitéria mediada por GABA, pelo uso do
PTZ, ha uma desinibicao generalizada, desenfreando a excitabilidade glutamatérgica.
Assim, o PTZ promove ativacdo indireta dos receptores NMDA, aumentando o fluxo
de ions calcio e sddio, o que culmina no surgimento do aumento no potencial de agéo.
Essa cascata leva a um estado de hiperexcitabilidade neuronal, crucial tanto para o
desencadeamento da crise convulsiva aguda quanto para o processo de

epileptogénese em exposigdes repetidas (Monteiro et al., 2024).

Durante o neurodesenvolvimento, os interneurénios GABAérgicos seguem
trajetérias migratérias especificas, originadas das eminéncias ganglionares.

Alteracdes nesse processo podem comprometer a formagao de circuitos inibitorios.
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Dentre os subtipos mais estudados destacam-se os interneurénios que expressam
PV, SST e VIP (Tremblay et al., 2016).

A parvalbumina caracteriza-se por sua rapida resposta e alta frequéncia de
disparo, desempenhando fun¢des cruciais em processos cognitivos como atengéo e
memoria. No contexto da epilepsia, a perda ou disfungédo desses interneurdnios esta
associada ao desequilibrio da relagao E/I, sendo observadas alteragdes tanto na
densidade quanto na morfologia e conectividade desses neurbnios em modelos
epilépticos animais e humanos (Leitch et al., 2024). Os interneurénios PV+ participam
ativamente dos circuitos coértico-talamicos (CTC), cuja desregulacao esta relacionada
a episodios de auséncia comportamental. Esses neurdnios representam entre 20% e
50% da populacgao inibitdria cortical, especializados em disparos rapidos e modulacao

precisa da atividade excitatoria (Leitch et al., 2024).

Os interneurdnios PV+ e SST+ sdo encontrados entre as camadas Il e V,
predominando nas camadas IV e V, enquanto os neurdnios VIP+ predominam nas
camadas Il e lll(Gentet et al., 2012). Nossos resultados demonstraram um aumento
significativo de células PV+ no grupo exposto ao etanol, especialmente nas camadas

supragranulares, sugerindo uma alteracéao na distribuicdo desses interneurdnios.

Do ponto de vista funcional, a inibicdo promovida por interneurénios PV+ ocorre
no corpo celular dos neurbnios piramidais, regulando a ativacdo final desses
neurdnios de proje¢cdo em posi¢ao otima para impedir o disparo de seus potenciais de
acgao e ativagao de alvos em outras regides corticais e subcorticais. Assim, a inibigao
mediada por interneurdnios PV+ regula a saida de informacgéo do cértex para alvos
corticais e sub-corticais.. Os interneurénios SST+, por sua vez, agem nos dendritos
apicais, regulando a integragdo sinaptica. Essa acdo € mais prolongada e esta
envolvida na plasticidade sinaptica, em contraste com a acgao rapida dos PV+
(Tremblay et al., 2016; Parrish et al., 2019). Os interneurbnios SST+ também
desempenham papel importante na modulagado da atividade dendritica, controlando a
entrada de estimulos excitatérios especificos.Por fim, o VIP atua predominantemente
de forma indireta, inibindo outros interneurénios, como os SST+, exercendo, portanto,

um papel desinibitério (Tremblay et al., 2016).
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Nossos resultados mostram que o aumento da populagdo de neurénios PV+,
especialmente em camadas supragranulares, se mostrou correlacionar com uma
alteracao da excitabilidade, com aumento da severidade de crises mediadas por PTZ,
associada a uma aumentada laténcia para crise febril. Esses achados sugerem uma
adaptacgao do sistema, com aumento homeostatico da excitagao para contrabalancgar
o0 aumento da populagao inibitéria. Quando inibida por PTZ, os circuitos excitatérios
escalonados promoveriam um aumento de severidade de convulsdo. Quando
estimulados por temperatura, a inibigdo aumentada protegeria contra um aumento da
probabilidade convulsiva. Tais hipoteses trazidas pelo presente trabalho precisam ser
testadas, e esse aumento das sinapses excitatorias testadas experimentalmente para

fins de confirmacéo.

13 CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a exposi¢ao PAE é capaz de gerar alteragdes
funcionais e celulares relevantes no cortex cerebral em desenvolvimento, mesmo que
nossos resultados ndo mostraram alteragbes morfolégicas macroscopicas evidentes.
A analise da excitabilidade cerebral indicou maior suscetibilidade as crises induzidas
por PTZ em animais expostos ao etanol, especialmente nas fases mais graves da
escala de Racine, sugerindo uma vulnerabilidade aumentada associada a
desregulagédo da neurotransmisséo inibitoria.

As andlises dos interneurénios mostraram um aumento na densidade de
células positivas para PV+ nas camada supragranulares do cortex de animais com
exposi¢ao pré-natal ao alcool, e isso pode induzirr um mecanismo compensatorio
excitatério na organizagédo cortical, enquanto os interneurbnios que expressam a
somatostatina SST+ e peptideo intestinal vasoativo VIP+ ndo mostraram diferencas

significativas.

Nosso estudo contribuiu para compreender os mecanismos que levam as
alteragdes neuroldgicas observadas em individuos acometidos pela FASD. Futuras
investigacdes devem explorar mais estas alteragdes ao longo do desenvolvimento,
bem como a possibilidade de estratégias terapéuticas voltadas a modulagdo da
atividade inibitéria como forma de minimizar os efeitos adversos da PAE.
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