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RESUMO 
 
 
O desenvolvimento do sistema nervoso compreende uma série de eventos 

encadeados e interdependentes que se iniciam com a gênese das células nervosas 
e se prolongam até sua completa mielinização. O cérebro em desenvolvimento, tanto 
durante a fase embrionária quanto no período pós-natal imediato, é susceptível às 
influências de fatores externos ambientais, em particular, à intoxicação por álcool. 
Em casos de exposição pré-natal ao etanol, mudanças estruturais e metabólicas 
ocorrem e levam a alterações funcionais que podem alterar/reduzir a sobrevida de 
indivíduos acometidos. Neste estudo investigamos quais são os efeitos provocados 
pelo etanol nas etapas de gênese e morte de células neurais in vivo nas eminências 
ganglionares, uma região do telencéfalo ventral que dá origem a maioria dos 
interneurônios corticais GABAérgicos. Para isso utilizamos camundongos aos 14 
dias embrionários, cujas mães receberam etanol (2g/Kg) por via oral durante 4 dias e 
analisamos a dinâmica de seu ciclo celular pela marcação com BrdU e seu padrão 
de morte celular pela marcação com vermelho neutro. Todas as análises foram feitas 
uma hora após a última gavagem e a dosagem de etanol sérica foi de 110mg/dL. 
Nossos resultados demonstram que o etanol é capaz de alterar o ciclo celular nas 
eminências ganglionares, modificando o número de células na fase S e a velocidade 
do ciclo celular, além de aumentar a morte celular. Estas alterações variaram de 
acordo com a região ântero-posterior estudada dentro da eminência ganglionar e 
afeta de forma diferente as eminências medial e lateral. Sugerimos que o uso de 
etanol, mesmo que por curto período durante a gestação, pode alterar a gênese de 
populações celulares durante o período analisado.  
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ABSTRACT 
 
 

The development of the nervous system begins with cell generation at the 
proliferative zones and extends till the complete myelinization. The developing brain 
during embryonic and early postnatal stages is suceptible to environmental factors, 
particularly to ethanol abuse. Pré-natal exposure to ethanol leads to structural, 
metabolic and functional impairment that can impact on the survival of exposed 
subject. In this study we investigate the effect of ethanol on the genesis and the cell 
death at the ganglionic eminences in vivo. Ganglionic eminences are part of the 
basal telencephalon and originate the majority of GABAergic interneurons that 
populate the cerebral cortex and other telencephalic structures in rodents. We used 
14 days old embryos of mice whose mothers received ethanol by gavages (2g/Kg) for 
4 days prior to sacrifice. We analyzed the cell cycle dynamic by injecting BrdU, 30 
minutes after the last gavage, and immunostaining for BrdU. The rate of cell death 
was analyzed by neutral red staining. We analysed the embryos 60 minutes after the 
last gavage, and the dosage of the ethanol in the blood was 110mg/dl. Our results 
show that ethanol alters the cell cycle at the ganglionic eminences, modifying the 
mechanisms of cell cycle length control and the number of cells in S phase. In 
addition, we found an increased number of picnotic nuclei after ethanol treatment. 
This pattern of modification was not homogeneous throughout the anteroposterior 
axis of the developing ganglionic eminences and varied also between the lateral and 
medial eminences. Our results support the concept that even the short-term use of 
ethanol during pregnancy may impact on fetal neurogenesis. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1  DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) 

 

O desenvolvimento do encéfalo inicia-se durante a embriogênese e em 

diversos animais, como por exemplo, nos roedores, e continua durante a vida pós-

natal. Ao nível celular, o desenvolvimento do SNC pode ser dividido em cinco 

grandes etapas: (1) gênese das células nervosas; (2) migração; (3) diferenciação 

morfofuncional (expressão de neurotransmissores e emissão de prolongamentos); 

(4) busca dos alvos para o estabelecimento de conexões; e (5) fenômenos 

regressivos. Cada uma dessas etapas ontogênicas envolve uma intricada 

coreografia de processos moleculares e celulares que não seguem uma seqüência 

rígida. 

A proliferação celular é o passo inicial no processo de desenvolvimento do 

SNC. As células do SNC são geradas a partir de células precursoras que revestem a 

superfície ventricular do tubo neural. As células precursoras são organizadas como 

um epitélio colunar pseudoestratificado, normalmente referido como epitélio 

ventricular pseudoestratificado (BOULDER COMMITTEE, 1970; TAKAHASHI et al, 

1993). A região do tubo neural do sistema nervoso embrionário que contém o 

epitélio ventricular pseudoestratificado é chamada de zona ventricular (ZV), uma 

região definida histologicamente que se localiza ao redor dos ventrículos. A maior 

parte das células na ZV é bipolar e ocupa toda a extensão da superfície ventricular 

(interna) e pial (externa) durante os estágios iniciais de desenvolvimento. No 

entanto, com a progressão do desenvolvimento, outras camadas adjacentes a ela 

vão surgindo (Figura 1A).  
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Figura 1: Diagrama dos compartimentos citoarquitetônicos e citocinéticos no encéfalo de mamíferos. 
A superfície ventricular se localiza no canto esquerdo e a superfície pial se localiza à direita. (A) 
Quatro compartimentos citoarquitetônicos podem ser reconhecidos com base em critérios citológicos 
(BOULDER COMMITTEE, 1970; SMART, 1976): a zona ventricular (ZV), a zona subventricular (ZSV), 
a zona intermediária (ZI) e três campos de diferenciação – a subplaca (SP), a placa cortical (PC) e a 
zona marginal (ZM). As linhas tracejadas indicam uma borda aproximada entre diferentes 
compartimentos. (B) As células precursoras podem ser classificadas em dois grupos com base em 
seu padrão migratório nuclear intercinético. As células do epitélio ventricular pseudoestratificado 
(EVP) apresentam migração nuclear intercinética (setas vermelhas) enquanto as células da 
população proliferativa secundária (PPS) não apresentam migração nuclear intercinética (setas 
pretas). As células do epitélio ventricular pseudoestratificado que deixam o ciclo celular saem da ZV, 
migram através da ZSV e ZI (flecha tracejada) e estabelecem-se na PC/ ZM. As células da PPS que 
deixam o ciclo celular também migram para a CP/ MZ (setas tracejadas). (C) A distribuição espacial 
das células do epitélio ventricular pseudoestratificado, PPS e PC/ ZM é ilustrada para demonstrar a 
sobreposição entre as  populações proliferativas e pós-mitóticas. Como demonstrado, os 
compartimentos citoarquitetônicos e citocinéticos apresentam uma considerável sobreposição no 
sistema nervoso em desenvolvimento (modificado de Miller, 2006). 
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As células da ZV passam por um processo chamado migração nuclear 

intercinética (SIDMAN et al, 1959; FUJITA, 1960; SAUER, 1936). Desse modo, os 

núcleos do epitélio ventricular pseudoestratificado são distribuídos na ZV de acordo 

com as fases do ciclo celular (Figura 1B). Os núcleos em mitose são localizados na 

borda ventricular, enquanto os núcleos na fase de síntese de DNA ou fase S estão 

em localizações abventriculares. Núcleos das células passando por G1 e G2 estão 

localizados em distâncias intermediárias entre esses dois pólos.  

Nos estágios mais tardios do desenvolvimento embrionário, várias regiões se 

interpõem entre a ZV e a superfície pial. Desse modo, subdivisões citoarquitetônicas 

e populações precursoras adicionais emergem. Uma subpopulação de células 

precursoras que emerge é chamada de população proliferativa secundária, cuja 

subdivisão citoarquitetônica é chamada de zona subventricular (ZSV) (BOULDER 

COMMITTEE, 1970). As células da ZSV não são organizadas em um epitélio e não 

apresentam migração nuclear intercinética (RAKIC et al, 1974) (Figura 1B). Em 

estruturas laminares, como o córtex cerebral, no mesmo período de tempo em que a 

ZSV emerge, uma pré-placa aparece entre a ZSV e a superfície pial, oriunda das 

células que deixam o ciclo celular nas regiões proliferativas e migram radialmente 

(BOULDER COMMITTEE, 1970; MARIN-PADILLA, 1983). Em seguida a pré-placa 

se divide em uma zona marginal (ZM), subplaca e entre as duas emerge a placa 

cortical (PC), constituída por sucessivas ondas de migração radial de células pós-

mitóticas. Essas três zonas são áreas que contém células pós-mitóticas e células em 

processo de diferenciação geradas na ZV e ZSV (Figura 1A).  

Ainda no córtex cerebral, uma outra subdivisão arquitetônica chamada zona 

intermediária (ZI) se desenvolve. A ZI se localiza entre a ZSV e a subplaca e contém 

axônios em crescimento, neurônios pós-mitóticos migrando e células de linhagem 
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glial. Outras áreas, como as eminências ganglionares, não apresentam PC, subplaca 

e ZI, apresentando uma extensa zona do manto, consistindo de células pós-mitóticas 

se diferenciando. Note que a ZV, ZSV, PC e ZM são subdivisões citoarquitetônicas 

do sistema nervoso enquanto o epitélio ventricular pseudoestratificado e a 

população proliferativa secundária são subdivisões citocinéticas das populações 

precursoras. As subdivisões citoarquitetônicas e citocinéticas se sobrepõem 

extensivamente, como demonstrado na Figura 1C. 

A migração neuronal é um processo fundamental no desenvolvimento do 

SNC, devido as células neuronais e não-neuronais serem geradas em sítios que 

normalmente diferem dos seus destinos finais. Desse modo, a maior parte dos 

neurônios migram a partir dos seus sítios de última divisão mitótica, próximo ao 

ventrículo, em direção a superfície externa do SNC onde eles se integram nos 

circuitos cerebrais específicos. Dois tipos principais de neurônios dão origem às 

camadas neocorticais no desenvolvimento normal: (1) neurônios de projeção, 

glutamatérgicos, originados principalmente em zonas proliferativas telencefálicas 

dorsais (RAKIC, 1972; LETINIC et al., 2002), e (2) interneurônios GABAérgicos, 

derivados de zonas proliferativas telencefálicas ventrais (eminências ganglionares) 

(ANDERSON et al, 1997; MARÍN e RUBENSTEIN, 2003 e 2001, Ang et al 2003). 

Devido os tipos neuronais serem gerados em locais distintos, eles apresentam 

diferentes formas de migração celular, detalhadas a seguir. 

No telencéfalo dorsal, a migração radial é reconhecida como um mecanismo 

primário pelo qual os neurônios em desenvolvimento alcançam suas posições finais 

(ANGEVINE e SIDMAN, 1961; MARÍN-PADILLA, 1971; RAKIC, 1974; NADARAJAH 

et al, 2001). Nos estágios mais iniciais do desenvolvimento cortical ela é feita pelos 

neurônios imaturos através do deslocamento do soma em direção a zona marginal 



 18

(NADARAJAH et al, 2001; MOREST, 1970). Com o espessamento do córtex, a 

migração do neurônios imaturos torna-se dependente de interações dos neurônios 

migrantes com processos de glia radial (RAKIC, 1971; RAKIC et al, 1972; RAKIC et 

al, 1974; EDMONSON e HATTEN, 1987, MISSON et al 1991). As células que 

adotam a locomoção guiada pelos feixes de glia radial possuem um processo líder 

curto e apresentam um padrão de locomoção saltatória que é curta com movimentos 

progressivos rápidos, seguida por fases estacionárias relativamente longas 

(NADARAJAH et al, 2001). 

Um segundo tipo de migração celular, a migração tangencial, é feita pelas 

células geradas no telencéfalo ventral em uma estrutura transitória chamada 

eminência ganglionar. As eminências ganglionares são fonte de origem dos 

interneurônios corticais, e dos interneurônios de outras estruturas prosencefálicas 

como o corpo estriado e o bulbo olfatório (WICHTERLE et al., 2001; CORBIN et al., 

2000; MARÍN e RUBENSTEIN, 2001, 2003; YUN et al., 2001). Além disso, as 

eminências ganglionares originam os núcleos da base (HAMASAKI et al, 2003). A 

migração celular tangencial ocorre em múltiplas regiões do SNC e contribui para a 

disperção celular de células relacionadas clonalmente (O'ROUKE et al, 1992; 

O'ROUKE et al, 1995; CORBIN et al, 2001). Essas células seguem diversas rotas 

em busca de seus destinos finais que variam tanto espacialmente quanto 

temporalmente (MARÍN e RUBENSTEIN, 2001). Durante o período de migração 

tangencial (entre E12 e E19 em camundongos; E1 = primeiro dia embrionário) as 

células deixam as regiões proliferativas das eminências ganglionares e começam a 

expressar GABA bem como sua enzima de síntese, a GAD 67. Estes são 

observados na zona do manto, mas não nas zonas proliferativas (DENAXA et al., 

2001; TANAKA et al., 2003). 
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Em seguida a proliferação e migração, outros fenômenos progressivos 

ocorrem: diferenciação e sinaptogênese. A etapa final de formação do sistema 

nervoso consiste de fenômenos regressivos, onde conexões são eliminadas, ocorre 

regressão neurítica e eliminação de células. Estas etapas regressivas consistem 

numa forma de refinamento, que é intimamente influenciado pelo início da atividade 

elétrica. A morte neuronal é um processo natural no sistema nervoso em 

desenvolvimento (JACOBSON, 1991; MARTIN, 2001; LOSSI e MERIGHI, 2003). Ela 

afeta neurônios proliferando (BLASCHKE et al, 1996, 1998; THOMAIDOU et al, 

1997), neurônios pós-mitóticos (BLASCHKE et al, 1996, MILLER, 1995c) e 

neurônios pós-migratórios (HAMBURGER e LEVI-MONTALCINI, 1949; WILLIAMS e 

SMITH, 1993; MILLER, 1995c).  A incidência de morte celular no sistema nervoso 

pode variar de 20 a 80%, dependendo da fase do desenvolvimento e da espécie 

estudada. Os fatores que contribuem para a incidência de morte celular são a 

localização dos neurônios vulneráveis e o estado de maturação desses neurônios. 

Um exemplo é o córtex cerebral, no qual a incidência de morte celular é maior nas 

camadas mais profundas e nas camadas mais superficiais (MILLER, 1995c). 

 

1.2 SÍNDROME ALCOÓLICA FETAL (SAF) 

 

O conceito de que o etanol afeta o desenvolvimento do encéfalo de 

mamíferos ficou conhecido em 1973 através de publicações feitas por Jones e Smith 

nos EUA (JONES E SMITH, 1973; JONES et al, 1973). Esses não foram os 

primeiros relatos que identificaram os efeitos da exposição fetal ao etanol. Lemoine, 

na França (LEMOINE et al, 1968), e Ulleland, nos EUA (ULLELAND, 1972), já 

haviam descrito características da SAF, embora se acredite que os primeiros relatos 
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que associam o consumo de álcool durante a gravidez e os efeitos deletérios na 

progênie advêm da mitologia grega e romana e da Bíblia (para uma revisão ABEL, 

1984). 

Ocorrendo em 30-50% dos conceptos de mãe alcoólatras (HANSON, 1976) a 

incidência da SAF varia com a população estudada (LARROQUE, 1992), sendo 

estimada em 1-3:1000 nascidos vivos nos EUA (LITTLE, 1990), 1:600 na Suécia 

(AUTTI-RÄMÖ e GRANSTRÖM, 1991) e 1:50 em algumas aldeias indígenas 

americanas (ROSSET, 1981). Acredita-se que a SAF ocorre em 0,1% de todos os 

nascidos vivos na população mundial sendo a primeira causa de retardo mental nos 

EUA (SOKOL et al, 2003). Não há estatísticas confiáveis sobre incidência de SAF no 

Brasil (GREGHI,1990). 

Os critérios mínimos para o diagnóstico da SAF são: retardo de crescimento 

pré ou pós-natal; envolvimento do sistema nervoso, atraso do desenvolvimento 

neuropsicomotor e alteração do QI e do comportamento; dismorfismo facial, 

podendo apresentar microcefalia, microftalmia e/ou fissura palpebral pequena, filtro 

nasal hipoplásico com lábio superior fino e hipoplasia de maxilar (AUTTI-RÄMÖ, 

1992; LEONARD, 1991). Estes critérios foram estabelecidos pela "Research Society 

on Alcoholism" após revisão de sinais e sintomas apresentados por 245 pacientes 

com SAF (ROSSET, 1981). Os efeitos do álcool no desenvolvimento estão 

relacionados com o período em que ocorreu a ingesta alcoólica, com os níveis de 

álcool circulantes e se o efeito decorreu de uma ingestão crônica ou aguda. O nível 

sérico mínimo de etanol que resulta em SAF ainda não foi estabelecido, no entanto 

somente o uso crônico leva à síndrome (CLARREN et al, 1978; DAVIS et al, 1982; 

GALEA et al, 1989; HANSON et al, 1978; HOYSETH et al, 1989; LEONARD et al, 

1991; SAMPSON et al, 2000). 



 21

1.3 ALTERAÇÕES ANATÔMICAS DO SISTEMA NERVOSO HUMANO 

RELACIONADAS AO ETANOL 

 

Estudos em humanos e em modelos animais sugerem que o etanol é um 

teratógeno que provoca efeitos tóxicos no encéfalo. Diversos grupos de estudo 

usando coortes de pacientes com SAF têm reportado os efeitos da exposição pré-

natal ao etanol no encéfalo de adolescentes e adultos. A maior parte desses estudos 

usou imageamento por ressonância magnética e se focaram na morfologia das 

estruturas encefálicas (RILEY et al, 1995; AUTTI-RAMO et al; 2002; ARCHIBALD et 

al; 2001). Nestes estudos, a microcefalia foi o achado mais consistente nos 

pacientes portando a SAF, os quais possuíram uma redução global do volume 

encefálico (RILEY et al, 1995; ARCHIBALD et al, 2001; SOWELL et al, 2001a e 

2001b; BHATARA et al, 2002). De maneira mais específica, reduções relativas na 

substância branca têm sido observadas no corpo caloso e subjacente ao lobo 

parietal (RIIKONEN et al, 1999; ARCHIBALD et al, 2001; SOWELL et al, 2001b) em 

pacientes com SAF. Além disso, agenesia do corpo caloso completa ou parcial 

também são encontradas (RILEY et al,1995; JOHNSON et al, 1996; SWAYZE et al, 

1997; RIIKONEN et al, 1999; CLACK et al, 2000), sugerindo que a exposição pré-

natal ao etanol pode gerar essa condição (JERET et al, 1986). 

Diversos estudos de imageamento por ressonância magnética descrevem 

hipoplasia cerebelar em indivíduos expostos pré-natalmente ao etanol com ou sem o 

quadro característico de SAF (MATTSON et al, 1996; RIIKONEN et al, 1999; 

ARCHIBALD et al; 2001; AUTTI-RAMO et al; 2002). Tanto a substância cinzenta 

quanto a branca são reduzidas em indivíduos expostos ao etanol (ARCHIBALD et al, 

2001), particularmente no verme anterior (lóbulos I-V) (SOWELL et al, 1996). Esses 
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achados são corroborados por estudos em animais (GOODLETT e LUNDAHL, 1996; 

GOODLETT et al, 1990; LIGHT et al, 2002). Muitos outros estudos reportam outros 

déficits na morfologia do SNC, embora nenhum seja tão consistente, como os 

encontrados no corpo caloso e no cerebelo. 

Outros estudos utilizando ressonância magnética demonstram que o volume 

dos núcleos da base são reduzidos em indivíduos expostos pré-natalmente ao 

etanol (MATTSON et al, 1996) e crianças com SAF (ARCHIBALD et al 2001), em 

particular o núcleo caudado. Nenhuma diferença evidente nos núcleos da base foi 

encontrada em crianças com desordens de espectro alcoólico fetal (DEAF) não-

dismórfica, um espectro mais ameno de acometimento (ARCHIBALD et al 2001). 

Esses resultados corroboram os achados da análise de imageamento por 

ressonância magnética dos núcleos da base que demonstram nenhuma 

anormalidade em crianças com DEAF dismórfico e não-dismórfico (AUTTI-RAMO et 

al, 2002). De qualquer modo, esses resultados sugerem que o desenvolvimento 

normal dos núcleos da base pode ser alterado sob exposição pré-natal ao etanol. 

 

1.4 INFLUÊNCIA DO ETANOL NA PROLIFERAÇÃO DOS PRECURSORES 

NEURONAIS 

 

A proliferação das populações neuronais ocorre em sítios definidos em 

períodos de tempo restritos, que variam em função da região do sistema nervoso e 

da espécie estudada. Esses padrões espaço-temporais são afetados pela exposição 

pré-natal ao etanol. Várias estruturas já foram examinadas, incluindo segmentos do 

telencéfalo (neocórtex e formação hipocampal) e do tronco cerebral (cerebelo e 

ponte). 
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Demonstrou-se em roedores que a produção neuronal diária durante a 

primeira metade do período de neurogênese neocortical é deprimida pela exposição 

pré-natal ao etanol administrado de maneira crônica (MILLER, 1986, 1988). Durante 

este período, a ZV é a zona proliferativa neocortical majoritária. A exposição pré-

natal ao etanol reduz o número total de células e o número de células ciclando na 

ZV (MILLER, 1989). Além disso, o tempo que as células necessitam para transitar 

através do ciclo celular é aumentado (MILLER e NOWAKOWSKI, 1991). Quando a 

ZSV torna-se uma zona proliferativa predominante, outras mudanças induzidas pelo 

etanol são observadas. A ZSV é afetada pelo etanol de maneira oposta à ZV. O 

número total de células na ZSV e o número de células ciclando são aumentados 

pelo etanol (MILLER, 1989; MILLER e NOWAKOWSKI, 1991). 

Esses resultados são corroborados por um outro estudo onde os fetos de 

ratos foram expostos por somente quatro dias durante o período de (1) proeminência 

da ZSV (entre E18 e E21), (2) proeminência da ZV (entre E12 e E15), ou (3) 

produção de células tronco neurais (entre E6 e E9) (MILLER, 1996a). A proliferação 

celular na ZSV e a produção de neurônios gerados mais tardiamente são somente 

afetadas quando a exposição ao etanol ocorre entre E18 e E21. Além disso, esta 

exposição aumenta tanto a proliferação como a produção celular. A proliferação das 

células na ZV e a produção de neurônios gerados no início do desenvolvimento, em 

contraste, são afetadas quando a exposição é feita entre E12 e E15, isto é, quando 

a ZV é mais proeminente. Esta exposição ao etanol inibe a proliferação na ZV e 

reduz o número de neurônios gerados no E15. A exposição ao etanol entre E6 e E9 

não afetam tanto a proliferação das células nas zonas proliferativas quanto ao 

número de neurônios gerados inicialmente ou tardiamente. 
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As células do hipocampo em desenvolvimento também são afetadas pela 

exposição ao etanol. Os neurônios da formação hipocampal são gerados, no rato, no 

período de E15 até a idade adulta (ALTMAN, 1962; ANGEVINE, 1965; 

SCHLESSINGER et al, 1978; BAYER, 1980; MILLER, 1995a), mas a maior parte 

dos neurônios nos três campos hipocampais, CA1-CA3, e do giro denteado são 

gerados durante o período embrionário. O sítio de origem desses neurônios é a ZV. 

Uma exceção notável é que a maior parte dos neurônios granulares 

(aproximadamente 85%) no giro denteado é gerada no período pós-natal na zona 

subgranular ou CA4. O DNA total e o conteúdo protéico na formação hipocampal são 

diminuídos em animais expostos pré-natalmente ao etanol (MILLER, 1996b). Em 

contraste, a exposição pós-natal aumenta tanto o conteúdo protéico quanto o de 

DNA. Estudos anatômicos demonstram que animais expostos pré-natalmente ao 

etanol de maneira crônica apresentam uma diminuição do número total de neurônios 

no segmento CA1 do hipocampo e esta exposição tem pouco impacto no número 

neuronal no giro denteado (MILLER, 1995a). Quando o tratamento é feito pós-natal 

de maneira crônica o que se observa é um aumento no número total de neurônios 

no giro denteado e nenhum efeito nas células do segmento CA1. Essas mudanças 

pós-natais são dependentes da concentração de etanol sangüínea. Em 

concentrações moderadas (aproximadamente 150 mg/dl), o número total de 

neurônios no giro denteado e o número de neurônios gerados ficam aumentados. 

Em altas concentrações (maiores que 250 mg/dl), entretanto, o número neuronal e a 

geração de novos neurônios ficam reduzidos (MILLER et al, 1995a). De maneira 

interessante, foi observado que uma única dose de etanol administrada por 

gavagem em ratos adolescentes provoca uma diminuição da proliferação celular no 

giro denteado de maneira dose dependente (CREWS et al, 2006). Assim, os efeitos 
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provocados pelo etanol no hipocampo dependem da dose administrada, se a dose é 

administrada de maneira crônica ou aguda, do período de desenvolvimento no qual 

o etanol é administrado e do local de análise. 

Os efeitos da exposição gestacional crônica ao etanol no núcleo sensorial 

principal do nervo trigeminal e cerebelo também foram examinados. O núcleo 

sensorial principal do nervo trigeminal é uma estrutura simples, onde todos os 

neurônios são derivados da ZV pontina. A exposição pré-natal ao etanol reduz o 

número de neurônios neste núcleo (MILLER e MULLER, 1989; MILLER, 1995b) e 

esta redução é parcialmente (2/3) devida a uma diminuição da geração de neurônios 

e parcialmente (1/3) devido à exacerbação de mecanismos de morte celular que 

ocorrem naturalmente (MILLER, 1999).  

O cerebelo também é vulnerável ao etanol. Os neurônios cerebelares são 

gerados em dois sítios: na ZV e em uma zona proliferativa derivada da ZV, a 

camada granular externa. A atenção foi direcionada a camada granular externa por 

ser uma zona proliferativa proeminente no período pós-natal em ratos e por ser a 

fonte geradora do tipo neuronal mais populoso do SNC, os neurônios granulares 

cerebelares. A exposição pós-natal a altos níveis de etanol prolonga a existência da 

camada granular externa e retarda a sua depleção (BAUER-MOFFETT e ALTMAN, 

1977; KORNGUTH et al, 1979). Além disso, a proliferação celular na camada 

granular externa é reduzida. Esses resultados sugerem que a camada granular 

externa é diferente de outras zonas proliferativas derivadas da ZV por sua atividade 

proliferativa não ser estimulada pelo etanol.  

Estudos em neurosferas obtidas do neuroepitélio cortical de ratos 

embrionários demonstraram que o etanol promove a progressão do ciclo celular, 

aumento no número e na diversidade de tamanho das neurosferas (SANTILLANO et 
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al, 2005). Diferente dos controles, os progenitores expostos ao etanol exibiram 

evidências morfológicas para divisão assimétrica e as células derivadas de 

neurosferas pré-tratadas com etanol exibiram uma diminuição da capacidade 

proliferativa. Além disso, a proliferação das neurosferas induzida pelo etanol não foi 

acompanhada por um aumento comensurável na atividade telomerase, sugerindo 

que a maturação neuroepitelial é acompanhada por um aumento potencial da 

instabilidade genômica, embora não seja observado um aumento na apoptose 

(SANTILLANO et al, 2005; PLOCK e MIRANDA, 2007). Foi observado que esses 

efeitos provocados pelo etanol podem ser mediados por interações competitivas de 

micro-RNAs, moléculas de RNA não codificante contendo 18-25 nucleotídeos que 

são importantes reguladores da estabilidade dos transcritos de RNA mensageiro e 

tradução gênica (SATHYAN et al, 2007).  

Estudos em neurosferas obtidas das eminências ganglionares de ratos 

embrionários (E15) demonstraram que altas concentrações de etanol (50mM) em 

cultura afetam a proliferação, gliogênese e neurogênese, embora os efeitos mais 

profundos sejam observados no fenótipo glial (VEMURI e CHETTY, 2005). Neste 

estudo o tratamento das neurosferas em cultura com etanol resulta em uma 

diminuição dose-dependente no número de células nestas culturas e uma redução 

na síntese de DNA, sugerindo que a habilidade proliferativa das células precursoras 

nas neurosferas seja comprometida.  

O efeito da exposição pré-natal ao etanol sobre a proliferação celular nas 

eminências ganglionares in vivo ainda não são conhecidos, sendo assim objeto de 

estudo desta dissertação. 
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1.5  INFLUÊNCIA DO ETANOL NA MIGRAÇÃO NEURONAL 

 

A migração neuronal é um componente único e crítico para o 

desenvolvimento neural. Ela providencia uma ponte entre o local de nascimento da 

célula e sua correta integração em uma estrutura desenvolvida. As desordens na 

migração neuronal são causadas por avarias na iniciação, conclusão e/ou 

interrupção da migração neuronal. As desordens de migração neuronal detectadas 

nos casos de SAF são relacionadas à interferência do etanol em cada uma dessas 

fases de migração neuronal. Diversas regiões encefálicas em modelos animais de 

SAF apresentam defeitos morfológicos, incluindo heterotopias e desorganização 

estrutural, similares àquelas encontradas em humanos. Essas regiões incluem o 

córtex cerebral (MILLER, 1986; KOTKOSKIE e NORTON, 1988; KOMATSU et al, 

2001; MOONEY et al, 2004), estriado (HEATON et al, 1996), mesencéfalo (SARI et 

al, 2001; ZHOU et al, 2001), e cerebelo (KORNGUTH et al, 1979; BORGES e 

LEWIS, 1983; QUESADA et al, 1990a, 1990b). 

O córtex cerebral é a região encefálica onde mais se descrevem 

malformações provocadas por desordens na migração neuronal. O etanol interrompe 

a migração cortical em muitos níveis reduzindo a taxa de migração neuronal no 

córtex cerebral em desenvolvimento (Figura 2A). Os neurônios migrantes dependem 

de moléculas apropriadas de adesão celular (por exemplo, integrinas) e 

reorganização do citoesqueleto (por exemplo, microtúbulos e actina) para se 

moverem ao longo das fibras de glia radial. O etanol provoca um aumento na 

expressão de moléculas de adesão celular como NCAM (MILLER e LUO, 2002a; 

SIEGENTHALER e MILLER, 2004; HIRAI et al, 1999b; LUO e MILLER, 1999) e 

integrinas (SIEGENTHALER e MILLER, 2004), além de bloquear fisicamente a 
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ligação homofílica das moléculas de adesão celular L1 presentes na superfície 

celular e na matriz extracelular (CHARNESS et al, 1994; RAMANATHAN et al, 1996; 

WILKEMEYER et al, 1999, 2000, 2002a, 2002b). Além disso, o etanol afeta a 

organização normal dos filamentos de actina nas células da crista neural tratadas em 

cultura (HASSLER e MORAN, 1986a, 1986b) e em astrócitos em cultura (YOON et 

al, 1998; ALLANSSON et al, 2001; GUASCH et al, 2003; TOMÁS et al, 2003).  

Juntos, esses efeitos provocados pelo etanol podem reduzir a mobilidade celular 

(Figura 2A).  

A formação das heterotopias pode ser ligada a alterações nos componentes 

da matriz celular da membrana pial (Figura 2B). A deleção ou disfunção das 

proteínas na membrana pial como laminina (HALFTER et al, 2002), perlecana 

(COSTELL et al, 1999) e proteoglicanos de condroitim sulfato (BLACKSHEAR et al, 

1997) provocam uma migração excessiva de neurônios na superfície pial e formação 

de ectopias que se assemelham às heterotopias induzidas pelo etanol. Em 

particular, a ausência dos sinais de parada pela relina podem contribuir para a 

formação de heterotopias. Acredita-se que a relina atue como um sinal de parada 

nos neurônios no período final de migração, induzindo o seu descolamento das 

fibras de glia radial (PEARLMAN e SHEPPARD, 1996; MARÍN-PADILLA, 1998; 

DULABON et al, 2000; HACK et al, 2002). Estudos imunohistoquímicos 

demonstraram que a relina é anormalmente distribuída nas heterotopias induzidas 

pelo etanol (MOONEY et al, 2004). 
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Figura 2: O etanol altera a migração cortical de diversas maneiras. (A) O etanol pode reduzir a taxa 
de migração neuronal no córtex cerebral em desenvolvimento. (B) Alterações nos componentes da 
matriz celular pial induzida pela exposição ao etanol podem induzir uma migração excessiva de 
neurônios na superfície pial, resultando na formação de heterotopias. (C) A exposição ao etanol pode 
provocar uma transformação prematura da glia radial em astrócito. Desse modo, os neurônios que 
estariam migrando por esses feixes de glia radial em processo de diferenciação ficariam retidos em 
camadas corticais mais profundas. (D) Vários fatores de crescimento que estão envolvidos no 
processo de iniciação da migração neuronal têm suas funções alteradas pelo etanol (modificado de 
MILLER, 2006).  
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A exposição ao etanol provoca uma transformação prematura da glia radial 

em astrócitos e degradação prematura da rede de glia radial (MILLER e 

ROBERTSON, 1993), além de reduzir a quantidade de progenitores de glia radial 

(RUBERT et al, 2006). Assim, os neurônios não migrariam pelos feixes de glia radial 

e ficariam retidos em camadas corticais profundas (Figura 2C). Esse fenômeno pode 

explicar o aparecimento de neurônios da camada II/III em camadas mais profundas, 

como as camadas IV, V e VI, em cérebros expostos ao etanol (MILLER, 1986). 

Vários fatores de crescimento estão envolvidos na iniciação da migração 

neuronal, como TGFβ1, BMP-4 e BDNF. O etanol altera a função normal desses 

fatores de crescimento (Figura 2D). Ratos expostos a etanol exibem alterações na 

expressão de receptores e ligantes de TGFβ (MILLER, 2003) e alterações na 

migração neuronal mediada por TGFβ1 (SIEGENTHALER e MILLER, 2004, 2005b). 

Embora os efeitos do etanol na iniciação da migração mediada por BMP não sejam 

descritos, foi observado que o etanol pode bloquear a adesão celular induzida por 

BMP-4 em células de neuroglioblastoma em cultura (WILKEMEYER et al, 1999). 

Além disso, a exposição ao etanol reduz a expressão de mRNA de BDNF e seu 

receptor, trkB, no cerebelo em desenvolvimento (HEATON et al, 2000; LIGHT et al, 

2001) e no bulbo olfatório (MAIER et al, 1999). Uma diminuição similar dos níveis de 

BDNF também é observada no córtex pré-natal exposto ao etanol (CLIMENT et al, 

2002).  

Os efeitos induzidos pelo etanol na migração neuronal causam sérias 

conseqüências nos eventos posteriores de desenvolvimento. Por exemplo, a 

exposição ao etanol durante o período de migração neuronal pode fazer com que 

neurônios se estabeleçam em camadas corticais inadequadas (MILLER, 1986, 

1987). Como os corpos celulares estão distribuídos em locais inapropriados eles irão 



 31

se integrar na rede sináptica incorretamente (AL-RABIAI e MILLER, 1989). 

Consequentemente, anormalidades na atividade e no metabolismo cortical podem 

ocorrer (VINGAN et al, 1986; MILLER e DOW-EDWARDS, 1988, 1993). As 

conexões sinápticas imperfeitas devido às heterotopias podem causar diversos 

problemas, como a epilepsia (CHEVASSUS-AU-LOUIS e REPRESA, 1999), um 

sintoma neurológico prevalente em crianças com SAF (BURD et al, 2003).    

 

1.6  INFLUÊNCIA DO ETANOL NA MORTE CELULAR 

 

Uma característica evidente na SAF é a microencefalia (LEMOINE et al, 1968; 

JONES e SMITH, 1973). O etanol pode contribuir para a formação desta 

anormalidade reduzindo os processos ontogênicos progressivos (proliferação celular 

e migração neuronal) e aumentando a morte celular neuronal. Estudos in vivo 

demonstraram que o etanol afeta os padrões espaço-temporais de morte celular no 

sistema nervoso.  

Uma das regiões estudadas é o núcleo sensorial principal do nervo trigeminal, 

que no rato, em condições normais, possui 28.000 neurônios. Após a exposição pré-

natal ao etanol durante o período de proliferação e migração dos neurônios do 

núcleo sensorial principal do nervo trigeminal, este número neuronal diminui para 

19.000 (MILLER e MULLER, 1989; NORNES e MORITA, 1979; AL-GHOUL e 

MILLER, 1993a). Esta redução é parcialmente (2/3) devida a uma diminuição da 

geração de neurônios e parcialmente (1/3) devido à exacerbação de mecanismos de 

morte celular que ocorrem naturalmente (MILLER, 1999). Os neurônios deste núcleo 

também morrem quando a exposição ocorre durante o período de sinaptogênese, 

isto é, após o nascimento e antes do décimo dia pós-natal (ASHWELL e WAITE, 
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1991; AL-GHOUL e MILLER, 1993b; MILLER e AL-GHOUL, 1993). Em contraste, a 

exposição durante a adolescência não afeta o número neuronal (MILLER, 1995b). 

Assim, os períodos críticos para a morte celular induzida pelo etanol no núcleo 

sensorial principal do nervo trigeminal são os períodos de geração neuronal e 

sinaptogênese. 

Ratos expostos ao etanol possuem um cerebelo menor do que ratos não 

expostos (DIAZ e SAMSON, 1981; WEST et al, 1989), devido a um aumento de 

morte celular. Os estudos no número neuronal no cerebelo se concentraram nas 

células de Purkinje (GOODLETT e HORN 2001; LIGHT et al, 2002). Ratos adultos 

expostos ao etanol durante o período pós-natal (P) de P4 a P10 possuem 

significativamente menos neurônios do que os ratos não expostos. A perda das 

células de Purkinje varia de 10 a 70%, dependendo do compartimento cerebelar e 

do estado de maturação deste compartimento. Por exemplo, os lóbulos I-V, IX e X 

são mais vulneráveis ao etanol do que os lóbulos VI e VII (PIERCE et al, 1989; 

GOODLETT et al, 1990). O desenvolvimento dos neurônios nos lóbulos I, II, IX e X 

precede o desenvolvimento dos neurônios dos lóbulos VI e VII (MIALE e SIDMAN, 

1961; ALTMAN e DAS, 1966; ALTMAN e BAYER, 1978). Estudos adicionais 

verificando os efeitos da exposição aguda ao etanol apóiam a idéia que o etanol 

provoca morte celular dos neurônios de Purkinje. Nestes estudos foi verificado que a 

exposição ao etanol acarreta um aumento na expressão de caspase-3 e na 

fragmentação de DNA (LIGHT et al, 2002; DIKRANIAN et al, 2005).  

As exposições pré e pós-natal ao etanol induzem diferenças no número de 

células corticais. O conteúdo total de DNA é diminuído em 29% nos córtices de ratos 

expostos pré-natalmente ao etanol em relação a ratos não expostos (MILLER, 

1996b). A exposição pré-natal ao etanol não afeta todas as regiões corticais 
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igualmente, visto que a exposição ao etanol reduz em 33% o número de neurônios 

no córtex somatossensório (MILLER e POTEMPA, 1990) e nenhuma diferença é 

encontrada no córtex visual (MOONEY et al, 1996; MOONEY e NAPPER, 2005). A 

exposição pós-natal ao etanol também provoca uma diminuição no conteúdo de 

DNA, embora esta diferença seja somente de 13% (MILLER, 1996c). 

Mudanças no número celular são acompanhadas por alterações na expressão 

de proteínas associadas à morte neuronal, incluindo ALZ-50 (KUHN e MILLER, 

1998), proteínas bcl-2 e caspase-3 ativada (MOONEY e MILLER, 2000). A 

expressão dessas proteínas aumentam durante a primeira e segunda semana pós-

natal. O etanol significativamente afeta cada um desses marcadores, na maioria das 

vezes retardando o seu período de expressão (KUHN e MILLER, 1996; Mooney e 

Miller, 2001).  

Em regiões neocorticais (córtex somatosensorial) há diminuição de neurônios 

GAD+ nas camadas II/III de porcos da índia submetidos cronicamente ao álcool. 

Tais dados sugerem perda de células GABAérgicas (seja por diminuição da 

proliferação ou por morte dos precursores GABAérgicos, ou por déficits de migração 

dos interneurônios GABAérgicos para seus sítios terminais corticais), ou falha na 

expressão da GAD durante o desenvolvimento (BAILEY et al., 2004). Não existem 

dados acerca dos possíveis efeitos do etanol diretamente sobre os precursores 

GABAérgicos nas eminências ganglionares. 

Tendo em vista que a exposição pré-natal ao etanol provoca uma redução no 

volume nos núcleos da base nos indivíduos expostos ao etanol (MATTSON et al, 

1996) e que estudos em animais sugerem uma diminuição de neurônios 

GABAérgicos nas camadas II/III de porcos da índia submetidos cronicamente ao 

álcool (BAILEY et al., 2004) e, considerando que as eminências ganglionares são a 
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fonte geradora de células GABAérgicas corticais, além de originarem os núcleos da 

base, decidimos investigar se a exposição pré-natal ao etanol pode contribuir para a 

formação destas anormalidades, reduzindo os processos ontogênicos progressivos 

(proliferação celular) e/ou aumentando a morte celular dos precursores neuronais 

nas eminências ganglionares. 
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2  OBJETIVOS 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar os efeitos da administração pré-natal de etanol por um curto 

período sobre a proliferação e morte de progenitores GABAérgicos nas eminências 

ganglionares. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar o ritmo de proliferação normal nas zonas proliferativas 

(ventricular e subventricular) das eminências ganglionares medial, lateral e 

caudal, e compará-las com o grupo exposto ao etanol. 

 

 Caracterizar a morte celular nas zonas proliferativas das eminências 

ganglionares medial, lateral e caudal, e compará-las com o grupo exposto ao 

etanol. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  ANIMAIS 

 

A manipulação dos animais seguiu as orientações da CUAP-CCS. Todos os 

esforços foram realizados de modo a minimizar o número de animais utilizados e seu 

sofrimento. 

 Camundongos (Mus musculus) fêmeas suíças (10 fêmeas no total) foram 

obtidas da colônia do biotério do Departamento de Anatomia da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro. Todos os animais foram mantidos em caixas contendo 

ração e água, em ambiente com temperatura controlada entre 23-25°C e fotoperíodo 

de 12/12h claro/escuro. Para a obtenção de embriões, os animais foram acasalados 

num período de 15-17 horas e o tampão vaginal inspecionado na manhã seguinte ao 

acasalamento. O peso corporal foi verificado periodicamente para confirmação e 

progressão da gestação. Denominou-se E1 o primeiro dia embrionário (dia da 

verificação do tampão vaginal). 

 

3.2  TRATAMENTO 

 

Dois grupos foram formados para o experimento: o grupo tratado com etanol 

e o grupo controle. Ao grupo tratado com etanol foi administrado etanol (VETEC, 

apresentando 99,8% de pureza e 0,2% de H2O) na concentração de 2g/Kg 

(43,41mmol/Kg) de peso corpóreo do animal diluído 50% em salina tamponada com 

fosfato (PBS) e no grupo controle foi administrado somente PBS. Esse tratamento 

ocorreu do décimo primeiro dia embrionário (E11) ao décimo quarto dia embrionário 
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(E14) e realizou-se por gavagem. A gavagem foi feita entre 9:00 e 10:00 da manhã 

por contenção manual sem a utilização de anestésicos. 

 

3.3  INJEÇÃO DE BRDU 

 

No décimo quarto dia embrionário (E14), 30 minutos após a gavagem, foi 

injetada intraperitonialmente nas fêmeas grávidas uma solução de 10mg/ml 

contendo bromo-deoxiuridina (BrdU) 50mg/kg do animal. Esta injeção foi feita por 

contenção manual sem a utilização de anestésicos. 

 

3.4  PREPARAÇÃO DO TECIDO 

 

Uma hora após a última gavagem, as fêmeas foram sacrificadas por inalação 

de vapor de éter, os embriões retirados através de incisão cesárea e imediatamente 

decapitados. As cabeças foram imersas em solução tamponada de paraformaldeído 

a 4% por 3h. Em seguida os encéfalos passaram por soluções de sacarose 10, 20 e 

30%, respectivamente. Então, os encéfalos foram incluídos em OCT (Tissue Medium 

Freezing SAKURA), congelados em nitrogênio líquido e cortados coronalmente a 12 

µm de espessura em criostato a -20°C. Estes cortes foram coletados em lâminas 

previamente tratadas com poli-L-lisina 1% e estocadas em freezer a -20°C até o 

início da reação histoquímica. Foram coletadas lâminas alternadas que se 

destinavam a imunohistoquímica para BrdU e coloração por vermelho neutro e DAPI 

(4',6-diamidino-2-fenilindol, Molecular Probes). 
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3.5  DOSAGEM DE ETANOL NO SANGUE 

 

A determinação quantitativa dos níveis de etanol no sangue foi feita pela 

utilização do kit Alcohol Reagent Set (Pointe Scientific) seguindo o protocolo do 

fabricante. Uma hora após a última gavagem as fêmeas foram sacrificadas por 

inalação de vapor de éter e o sangue coletado por punção cardíaca. O nível de 

etanol no sangue foi de, em média, 110mg/dL.  

 

3.6  IMUNOHISTOQUÍMICA PARA BRDU 

 

As lâminas contendo os cortes histológicos foram lavadas com H2O destilada 

e incubadas em tampão citrato 10mM pH 6,0 no microondas até ferver. Em seguida, 

as lâminas foram lavadas por 5 minutos com tampão fosfato salina (PBS pH 7,4), 

incubadas por 30 minutos com H2O2 3% diluído em PBS para inibir a peroxidase 

endógena, e lavadas duas vezes por 5 minutos com PBS. Logo após, as lâminas 

foram incubadas por 15 minutos com triton X-100 0,5% diluído em PBS, lavadas 

duas vezes com PBS e incubadas por 15 minutos com 50mM de cloreto de amônio 

diluído em PBS para reduzir o background. Em seguida, as lâminas foram lavadas 

duas vezes por 5 minutos com PBS, incubadas por 30 minutos com albumina do 

soro bovino (BSA) 5% diluído em PBS e incubadas durante a noite a 4ºC com o 

anticorpo anti-BrdU do kit RPN 202 (Amersham Biosciences) diluído 1:3 em BSA 

5%. No dia seguinte, as lâminas foram lavadas duas vezes por 5 minutos com PBS e 

incubadas por 45 minutos com o anticorpo secundário biotinilado anti-camundongo 

(VECTOR) diluído 1:400 a 37ºC. Posteriormente, as lâminas foram lavadas duas 

vezes por 5 minutos com PBS, incubadas por 30 minutos com os reagentes A e B do 
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kit HRP-ABC (Vector) na temperatura ambiente e, em seguida, lavadas duas vezes 

por 5 minutos com PBS. As lâminas foram reveladas com o cromógeno 

diaminobenzidina (DAB) (SIGMA) 5mg/ml diluído em tampão tris 0,1M pH 7,6 e 

utilizou-se H2O2 (6,3 mM) diluído em H2O como substrato da peroxidase. Após a 

revelação, as lâminas foram incubadas por 10 minutos com o intercalante de DNA 

fluorescente DAPI (SIGMA) 100mg/l. As lâminas foram montadas em N-propil-galato 

4% em glicerol 80% diluído em tampão fosfato 0,1M pH 8,0 e vedadas com esmalte.  

 

3.7  COLORAÇÃO COM VERMELHO NEUTRO 

 

As lâminas foram incubadas por 5 minutos em tampão acetado 5% pH 3,3 

diluído em H2O destilada seguida de incubação por 5 minutos com solução de 

vermelho neutro (SIGMA) 0,5% em tampão acetato pH 5,2. Após isso, as lâminas 

foram lavadas três vezes com tampão acetato 5% pH 3,3 para retirar o excesso de 

corante, deixando-as secar durante a noite em temperatura ambiente. No dia 

seguinte, as lâminas foram imersas por 1 minuto em álcool absoluto, seguida de 

imersão por 5 minutos em xilol e montagem em entelan. 

 

3.8  COLORAÇÃO COM DAPI 

 

Para se estimar o tamanho das eminências ganglionares, as lâminas 

contendo os cortes histológicos foram coradas por 10 minutos apenas com DAPI 

100mg/l e lavadas duas vezes por 5 minutos com PBS. As lâminas foram montadas 

em N-propil-galato 4% em glicerol 80%, diluído em tampão fosfato 0,1M pH 8,0 e 

vedadas com esmalte e conservadas a 4oC.  
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3.9  COLETA E ANÁLISE DOS DADOS 

 

 Sítio de análise 

As análises foram feitas em duas porções (rostral e caudal) das eminências 

ganglionares (Figura 3A) baseadas nos marcadores anatômicos descritos a seguir. 

Na porção rostral, as eminências ganglionares lateral e medial são claramente 

identificadas e separadas por um sulco profundo e estreito (Figura 3B) e, na porção 

caudal, somente uma eminência é observada (Figura 3C). Somente aquelas secções 

que apresentaram todos os marcadores anatômicos foram utilizadas para as 

análises. O número de cortes analisados está indicado em cada figura dos 

Resultados. Todas as análises foram feitas diretamente ao microscópio. 

 

 Estimativa do tamanho das eminências ganglionares 

Para se estimar o tamanho das eminências ganglionares utilizamos as 

lâminas coradas apenas com DAPI. 

Com auxílio de uma régua ocular, o tamanho das zonas proliferativas e da 

zona do manto (e regiões subjacentes, incluídas aqui, como zona do manto) foram 

estimadas. Essas regiões possuem densidades celulares distintas e são facilmente 

discriminadas ao DAPI (Figura 4A). As análises foram realizadas no centro das 

eminências ganglionares em duas porções (rostral e caudal) e baseadas nos 

marcadores anatômicos descritos anteriormente (Figura 3). O tamanho das 

eminências ganglionares foi calculado somando o tamanho das zonas proliferativas 

com o tamanho da zona do manto. As análises foram feitas por um experimentador 

cego à condição experimental do animal. 
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Figura 3: Variações rostro-caudal dos marcadores anatômicos das eminências ganglionares. (A) 
ilustração demonstrando uma vista lateral do telencéfalo de roedores, revelando as eminências 
ganglionares. (B) e (C) As fotomicrografias de 12µm de espessura no plano coronal através do 
encéfalo de embriões de camundongos E14 ilustram os sítios de análises na porção rostral (B) e 
caudal (C) das eminências ganglionares. Os embriões foram expostos a bromodeoxiuridina (BrdU) in 
útero por 30 minutos. As secções foram processadas por imunohistoquímica para BrdU e os núcleos 
imunopositivos para BrdU aparecem em marrom. As setas indicam o sulco entre a eminência 
ganglionar medial (EGM) e a eminência ganglionar lateral (EGL). O sulco é mais proeminente na 
porção rostral (B) e inexistente na porção caudal (C), onde somente a eminência ganglionar caudal 
(EGC) é observada. CTX, neocórtex; BO, bulbo olfatório. Barras de escala 100 µm. 
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Figura 4: Técnica de medida do tamanho das eminências ganglionares e das zonas proliferativas 
(ZP). (A) Com um auxílio de uma régua ocular o tamanho da ZP e da zona do manto (ZM) foi 
estimada. Essas regiões possuem densidades celulares distintas e são facilmente discriminadas 
quando o tecido é corado com DAPI, um intercalante de DNA fluorescente. O tamanho das 
eminências ganglionares foi calculado somando o tamanho das zonas proliferativas com o tamanho 
da zona do manto. (B) e (C) O tamanho da zona ventricular e da zona subventricular foi estimada 
utilizando as lâminas imunorreagidas para BrdU e uma régua ocular. Devido a grande sobreposição 
entre essas duas populações celulares (Figura 1) só foi possível distinguir duas populações: células 
da ZV passando por G1, G2 e M (região I); e células da ZSV sobrepostas com células da ZV 
passando pela fase S do ciclo celular (região II). Barras de escalas 100 µm em (A) e (B) e 10 µm em 
(C). 
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 Estimativa do tamanho da ZV e da ZSV das eminências ganglionares 

Para se estimar o tamanho da ZV e da ZSV foram utilizadas as lâminas 

imunorreagidas para BrdU e contracoradas com DAPI e uma régua ocular. As 

análises foram feitas no centro das eminências ganglionares em duas porções 

(rostral e caudal) baseada nos marcadores anatômicos descritos anteriormente 

(Figura 3). Devido a grande sobreposição entre essas duas populações celulares 

(Figura 1) só foi possível distinguir duas populações: células da ZV passando por 

G1, G2 e M; e células da ZSV sobrepostas com células da ZV passando pela fase S 

do ciclo celular (Figura 4B e 4C). As análises foram feitas por um experimentador 

cego à condição experimental do animal. 

 

 Estimativa do índice de marcação (IM)  

O IM é a taxa entre os núcleos marcados para BrdU e o número total de 

núcleos por unidade de área. O IM foi calculado e analisado baseado no método 

descrito para o neuroepitélio cortical (TAKAHASHI et al, 1992 e 1993) e ganglionar 

(BHIDE, 1999). Um setor de 120 X 240µm2 foi delimitado com auxílio de um retículo 

ocular na imagem da eminência ganglionar observada em lente objetiva de 100X 

(retângulo na Figura 5). Admitindo-se que o retículo possui 120 X 120µm2, foi 

necessário deslocar uma vez o corte no eixo radial para a análise total dos 240µm. 

Logo após, esse setor foi subdividido em 20 partes iguais de 12 X 120µm2 e 

numerados de 1-20, sendo a faixa (ou bin) número 1, adjacente à borda ventricular 

(Figura 6A). O número de núcleos BrdU positivos foram contados, bem como os 

núcleos BrdU negativos, isto é, apenas os núcleos DAPI positivos. Quando o núcleo 

posicionava-se exatamente na intersecção de duas faixas, considerávamos o núcleo 

na faixa mais próxima ao ventrículo. Em seguida, o IM foi calculado para cada faixa 
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e os valores de cada IM foram representados graficamente em função da distância 

de cada faixa a partir da borda ventricular (Figura 6B). Para cada encéfalo, três 

secções não consecutivas foram analisadas em cada porção rostro-caudal. Um 

mínimo de 450 núcleos foram contados para cada secção e, desse modo, pelo 

menos 1350 núcleos foram contados para cada eminência em cada uma das 

porções estudadas de cada embrião. Foram utilizados, no máximo, dois embriões 

por fêmea alcoolizada. 

 

 Estimativa da zona de fase S e delimitação das zonas proliferativas 

A zona de fase S, uma região que agrega a maior parte dos núcleos na fase S 

foi estimada como sendo uma região que possui pelo menos 50% do IM máximo 

(BHIDE, 1996) (Figura 7). A região mais próxima ao ventrículo lateral que contém a 

zona de fase S a partir do IM máximo foi considerada como sendo a região da ZV 

que contém células passando pela fase S; e a região mais distante do ventrículo 

lateral que contém a zona de fase S a partir do IM máximo foi considerado como 

sendo a região da ZSV que contém as células passando pela fase S. 

 

 Contagem do número de células em processo de morte 

Nas lâminas coradas com vermelho neutro, um setor de 120 X 240µm2 foi 

delimitado com um auxílio de um retículo ocular na imagem das eminências 

ganglionares observada em uma lente objetiva de 100X (retângulo na Figura 8A), e 

todas as células que apresentavam um núcleo condensado ou fragmentado foram 

consideradas células mortas (Figura 8B) 
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Figura 5: Sítio de análise nas eminências ganglionares. O embrião foi exposto a bromodeoxiuridina 
(BrdU) in útero por 30 minutos. As secções foram processadas por imunohistoquímica para BrdU e os 
núcleos imunopositivos para BrdU aparecem em marrom. A fotomicrografia de 12µm de espessura no 
plano coronal através do encéfalo de embriões de camundongos E14 na porção rostral ilustra a área 
de análise. A área retangular indica o sítio da análise quantitativa na eminência ganglionar lateral 
(EGL). Note que uma das bordas da área retangular é contígua à borda do ventrículo lateral (VL). 
Barra de escala 50 µm. 
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Figura 6: Subdivisão das eminências em faixas e estimativa do índice de marcação (IM). (A) 
Fotomicrografia de 12µm de espessura no plano coronal através do encéfalo de embriões de 
camundongos E14 na porção caudal ilustrando a divisão da zona proliferativa em faixas ou “bins”. 
Cada faixa possui aproximadamente 12 X 120µm de espessura e é paralela a borda do ventrículo 
lateral (VL). A faixa 1 é adjacente ao VL. (B) Em cada uma das faixas é calculado o IM e este índice 
representado graficamente em função da distância de cada faixa a partir da borda ventricular. Barra 
de escala 10 µm. 
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Figura 7: Estimativa da zona de fase S e delimitação das zonas proliferativas. (A) A zona de fase S foi 
estimada como sendo uma região que contém pelo menos 50% do índice de marcação máximo (IM 
máx) ilustrado em vermelho. (B) A região que contém as células passando pela fase S (S) da zona 
ventricular (ZV) foi considerada como sendo a região próxima ao ventrículo lateral, a partir do IM máx 
que contém a zona de fase S; enquanto a região que contém as células passando pela fase S da 
zona subventricular (ZSV) foi considerada como sendo a região mais distante do ventrículo lateral, a 
partir do IM máx. A região I contém as células da ZV passando pelas fases G1, G2 e M do ciclo 
celular. Essa região foi medida como descrito na figura 4. Barras de escala 10µm. 
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Figura 8: Coloração com vermelho neutro e análise de núcleos condensados. (A) A fotomicrografia de 
12µm de espessura no plano coronal através do encéfalo de embriões de camundongos E14 na 
porção rostral corado com vermelho neutro ilustra a área de análise. A área retangular indica o sítio 
da análise na eminência ganglionar lateral (EGL). Note que uma das bordas da área retangular é 
contígua à borda do ventrículo lateral (VL). Barra de escala 100 µm. (B) Fotomicrografia em grande 
aumento de uma região dentro da área de análise ilustrando um núcleo condensado (seta). Barra de 
escala 10µm.  
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 Análise estatística 

As análises estatísticas foram feitas utilizando-se o programa GraphPad 

Prism 4 (GraphPad Software Inc). Nas análises de comparações simples entre o 

grupo controle e o grupo tratado com etanol, foi utilizado o teste t de Mann-Whitney 

com valor de P two-tailed e intervalo de confiança de 95%. Nas análises de 

comparações entre curvas foram utilizados o teste Two-way ANOVA e post-test de 

Bonferroni com valor de P two-tailed e intervalo de confiança de 95%. 
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4  RESULTADOS 

 

4.1  EFEITO DO ETANOL SOBRE A ESPESSURA DAS EMINÊNCIAS 

GANGLIONARES 

 

Para estudar o efeito da exposição pré-natal ao etanol sobre a espessura das 

eminências ganglionares, fêmeas suíças grávidas foram alcoolizadas por gavagem 

com uma solução de etanol 2g/Kg e sacrificadas 1 hora depois. A dose de etanol 

administrada foi suficiente para sedar as fêmeas durante, pelo menos, 1 hora após a 

gavagem. A dosagem de etanol sérico foi, em média, 110g/dl. A análise foi feita nos 

embriões nos dois níveis rostro-caudais das eminências ganglionares. O tamanho 

das eminências foi estimado somando-se o tamanho da zona proliferativa (ZP) e da 

zona do manto, que podem ser distinguidas por contraste devido à diferença na 

densidade celular (Figura 4). Os resultados da análise são demonstrados na Figura 

9.  

Na eminência ganglionar medial (EGM) (Figura 9A) a espessura da ZP, zona 

do manto e da eminência no grupo não exposto ao etanol foi de 423,7 +/- 21,11µm 

(média +/- erro padrão da média), 357,6 +/- 17,44µm e 781,3 +/- 11,16µm, 

respectivamente. No grupo exposto ao etanol, o tamanho encontrado foi de 503,7 +/- 

32,68µm, 327,3 +/- 30,25µm e 836 +/- 35,87µm, respectivamente. Foi detectada 

uma diferença estatisticamente significativa entre o grupo exposto ao etanol e o 

grupo não exposto ao etanol na ZP (p= 0,04). Não foi detectada diferença 

estatisticamente significativa tanto na zona do manto quanto no tamanho total da 

eminência.   
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Figura 9: Medida do tamanho da zona proliferativa (ZP), zona do manto (ZM) e da eminência 
ganglionar (total). As análises foram feitas nos fetos não expostos ao etanol (CTR) e nos fetos 
expostos ao etanol (ETOH). (A) Análise na eminência ganglionar medial (EGM). (B) Análise na 
eminência ganglionar lateral (EGL). (C) Análise na eminência ganglionar caudal (EGC). As análises 
foram feitas em duplicata e o número de embriões analisados (n) é demonstrado em cada caso. O 
asterisco indica uma diferença significativa (p< 0,05) entre o grupo CTR e o grupo ETOH. A barra 
indica o erro padrão da média. 
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Na eminência ganglionar lateral (EGL) (Figura 9B) a espessura da ZP, zona 

do manto e da eminência no grupo não exposto ao etanol foi de 302,2 +/- 14,41µm, 

524,1 +/- 27,36µm e 826,3 +/- 18,45µm, respectivamente. No grupo exposto ao 

etanol o tamanho encontrado foi de 295,8 +/- 16,17µm, 460,4 +/- 33,62µm e 777,9 

+/- 44,89µm, respectivamente. Não foi detectada diferença estatisticamente 

significativa nas regiões analisadas entre o grupo exposto e não exposto ao etanol. 

Na eminência ganglionar caudal (Figura 9C) a espessura da ZP, zona do 

manto e da eminência no grupo não exposto ao etanol foi de 368,8 +/- 16,69µm, 

605,2 +/- 50,68µm e 974 +/- 46,22µm, respectivamente. No grupo exposto ao etanol 

o tamanho encontrado foi de 315,9 +/- 21,23µm, 544,6 +/- 31,03µm e 860,5 +/- 

39,95µm, respectivamente. Não foi detectada diferença estatisticamente significativa 

nas regiões analisadas entre o grupo exposto e não exposto ao etanol. 

Desta forma, observamos que a exposição ao etanol não causa alteração 

global no tamanho das eminências e de sua zona proliferativa. Somente na EGM 

houve variação da espessura da ZP dos animais controle (423,7µm) em comparação 

àqueles expostos ao etanol (503,7µm). Assim, acreditamos que, na análise de 

incorporação de BrdU, territórios semelhantes estão sendo utilizados nos dois 

grupos experimentais. 

 

4.2  EFEITOS DO ETANOL SOBRE O CICLO CELULAR NAS EMINÊNCIAS 

GANGLIONARES 

 

Para se estudar os efeitos do etanol sobre o ciclo celular foi injetado 

intraperitonialmente em fêmeas grávidas uma solução de BrdU, um análogo de 

timidina que é incorporado durante a fase S do ciclo celular, 30 minutos após a 
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última gavagem, permitido-se um tempo de sobrevivência de 30 minutos. Como 

observado na Figura 4, após a incorporação e a imunorrevelação do BrdU, é 

possível identificar 3 faixas: (1) uma faixa pobre em células marcadas próxima ao 

ventrículo lateral, que corresponde à região da ZV onde as células estão em fase 

G1, G2 e M; (2), uma faixa de forte incorporação de BrdU adjacente a primeira, que 

corresponde a região de células da ZV e da ZSV, ambas em fase S; e (3) uma faixa 

de fraca marcação, que se estende da faixa anterior até a região mais ventral do 

telencéfalo basal, correspondente a região de células da ZSV, em outras fases do 

ciclo celular, e às células migratórias, tanto na ZSV quanto na zona do manto. 

Utilizamos estas divisões aliadas às análises nos “bins” para identificar as alterações 

no ciclo celular provocadas pelo etanol.  

A análise dos efeitos da exposição pré-natal ao etanol sobre o ciclo celular 

nos fetos demonstrou que, de maneira geral, essa concentração de etanol no 

sangue é capaz de alterar o ciclo celular nas eminências ganglionares, modificando 

o número de células na fase S e a extensão do ciclo celular, como detalhado abaixo. 

 

 Análise da marcação por BrdU na EGM. 

Na EGM (Figura 10) o número de núcleos imunorreativos para BrdU foi de 

241,3 +/- 33,67 no grupo controle e 290 +/- 17 no grupo tratado com etanol (Figura 

10A). O número total de núcleos contados, ou seja, imunorreativos para BrdU, 

somado ao número de núcleos não marcados para BrdU foi de 544 +/- 20,67, no 

grupo controle, e de 518 +/- 1,92 no grupo tratado com etanol (Figura 10B).  

Quando a análise é feita subdividindo-se a eminência em faixas (ou bins) e 

plotando o índice de marcação (IM) em relação a cada faixa, verificamos a existência 

de uma mudança na curva no grupo exposto ao etanol, a qual foi estatisticamente 
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significativa (p<0,0001) (Figura 10C). O perfil da curva, obtido por 30 minutos de 

exposição ao BrdU, representa a distribuição espacial dos núcleos da fase S. Tanto 

no grupo controle quanto no grupo exposto ao etanol, esta distribuição foi unimodal. 

O pico da curva que representa o valor mais alto do IM foi a faixa 6, tanto no grupo 

controle quanto no grupo tratado com etanol. Entretanto, o valor do IM nesta faixa 

diferiu entre os grupos. O valor mais alto do IM no grupo controle foi de 0,86 e no 

grupo tratado com etanol foi de 0,93, sugerindo que o etanol pode aumentar a 

proporção de células em fase S. Para efeito de comparação, as faixas que possuem 

pelo menos 50% do IM máximo foram arbitrariamente considerados zona de fase S 

(Figura 7) (BHIDE, 1996). A zona de fase S diferiu entre os grupos. No grupo 

controle ela se estendeu entre as faixas 3-11 e no grupo exposto ao etanol, entre as 

faixas 2-10. 

Para uma melhor compreensão das análises, a zona ventricular e 

subventricular foram estimadas (Figura 10D). Devido a grande sobreposição entre 

essas duas populações celulares (Figura 1), só foi possível distingüir duas 

populações: (I) células da ZV, passando por G1, G2 e M; e (II) células da ZSV 

sobrepostas com células da ZV, passando pela fase S do ciclo celular (Figura 4B). O 

tamanho da região, contendo células da zona ventricular passando por G1, G2 e M 

no grupo controle, foi de 29,38 +/- 3,12µm e, no grupo tratado com etanol, foi de 

23,33 +/- 1,67µm, ambos correspondendo à faixa de 1-2. O tamanho da região 

contendo células da ZV, passando pela fase S, e da ZSV estendeu-se em 461,3 +/- 

106,3µm no grupo controle e em 522,1 +/- 21,41µm no grupo exposto ao etanol. 

Desse modo, todas as análises sobre o ciclo celular na EGM foram feitas dentro das 

zonas proliferativas.  
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Figura 10: Análise da marcação por BrdU na EGM. As análises foram feitas nos fetos não expostos 
ao etanol (CTR) e nos fetos expostos ao etanol (ETOH). (A) Contagem do número absoluto de 
núcleos imunorreativos para BrdU. (B) Contagem do número total de núcleos. (C) Distribuição do 
índice de marcação para BrdU em relação a distância da borda ventricular. Grupo controle n=2 
embriões e grupo etanol n=2 embriões, ambos em triplicata. Two-way ANOVA p<0,0001. O asterisco 
indica uma diferença significativa (p<0,05) pelo post test de Bonferroni. (D) Medida do tamanho da 
zona ventricular (ZV) e da zona subventricular (ZSV). Grupo controle n=2 embriões e grupo etanol 
n=3 embriões, ambos em triplicata. Em todos os casos a barra indica o erro padrão da média. 
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Nas faixas iniciais, correspondentes à zona ventricular, verificamos um 

aumento do índice de marcação no grupo exposto ao etanol, em especial na faixa 

número 3, onde foi detectada uma diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos (Figura 10C). Esse resultado pode ser reflexo de um aumento na velocidade 

de migração nuclear intercinética e/ou de um aumento no número de células 

ciclando, visto que o IM máximo varia entre os grupos. Desse modo, um maior 

número de núcleos que incorporaram BrdU, durante a fase S, estaria migrando em 

direção ao ventrículo para fazer mitose. Nos “bins” finais, correspondentes a região 

da zona subventricular, foi observada uma tendência ao aumento do índice de 

marcação, que pode ser devido ao aumento na proliferação celular nesta área. 

 

 Análise da marcação por BrdU na EGL. 

Na EGL (Figura 11), o número de núcleos imunorreativos para BrdU foi de 

225,8 +/- 58,17 (média +/- erro padrão da média), no grupo controle, e de 236,1 +/- 

18,19, no grupo tratado com etanol (Figura 11A). O número total de núcleos 

contados foi de 539,3 +/- 35, no grupo controle, e de 524,1 +/- 13,97, no grupo 

tratado com etanol (Figura 11B).  

Quando a análise foi feita subdividindo a eminência em faixas e plotando o IM 

em relação a cada faixa, verificamos a existência de uma mudança na curva no 

grupo exposto ao etanol, a qual foi estatisticamente significativa (p=0,0102) (Figura 

11C). A distribuição espacial dos núcleos da fase S foi unimodal no grupo controle e 

bimodal no grupo tratado com etanol. O pico da curva que representa o maior valor 

do IM se encontra na faixa 8, no grupo controle, e nas faixas 6 e 8, no grupo tratado 

com etanol. O valor do IM máximo foi de 0,89 em ambos os grupos. A zona de fase 
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S no grupo controle se estendeu entre as faixas 4-11 e no grupo tratado com etanol 

se estendeu entre as faixas 3-11. 

O tamanho da região, contendo células da zona ventricular passando por G1, 

G2 e M, no grupo controle foi de 25 +/- 0µm, que corresponde às faixas 1-2, e, no 

grupo tratado com etanol, foi de 35 +/- 4,41µm, que corresponde às faixas 1-3 

(Figura 11D). O tamanho da região contendo células da ZV, passando pela fase S, e 

da ZSV se estendeu em 265,6 +/- 21,88µm, no grupo controle, e em 347,5 +/- 

12,58µm, no grupo exposto ao etanol (Figura 11D). Desse modo, todas as análises 

sobre o ciclo celular na EGL foram feitas dentro das zonas proliferativas.  

Nas faixas iniciais, correspondentes a zona ventricular, verificamos um 

aumento do índice de marcação no grupo exposto ao etanol (Figura 11C). Esse 

resultado pode ser reflexo de um aumento na velocidade de migração nuclear 

intercinética, visto que o IM máximo não varia entre os grupos. Desse modo, um 

maior número de núcleos que incorporaram BrdU durante a fase S estaria migrando 

em direção ao ventrículo para fazer mitose. Nos “bins” finais, correspondentes a 

região da zona subventricular, foi observada uma tendência ao aumento do índice 

de marcação, que pode ser devido a um aumento na proliferação celular nesta área. 

 

 Análise da marcação por BrdU na EGC. 

Na EGC (Figura 12) o número de núcleos imunorreativos para BrdU foi de 186,8 +/- 

64,83, no grupo controle, e de 187 +/- 25,79, no grupo tratado com etanol (Figura 

12A). O número total de núcleos contados foi de 542,3 +/- 9,33, no grupo controle e 

de 511,2 +/- 14,87, no grupo tratado com etanol (Figura 12B).  



 58

 

Figura 11: Análise da marcação por BrdU na EGL. As análises foram feitas nos fetos não expostos ao 
etanol (CTR) e nos fetos expostos ao etanol (ETOH). (A) Contagem do número absoluto de núcleos 
imunorreativos para BrdU. (B) Contagem do número total de núcleos. (C) Distribuição do índice de 
marcação para BrdU em relação a distância da borda ventricular. Grupo controle n=2 embriões e 
grupo etanol n=3 embriões, ambos em triplicata. Two-way ANOVA p=0,0102. (D) Medida do tamanho 
da zona ventricular (ZV) e da zona subventricular (ZSV). Grupo controle n=2 embriões e grupo etanol 
n=3 embriões, ambos em triplicata. Em todos os casos a barra indica o erro padrão da média. 
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Quando a análise foi feita subdividindo a eminência em faixas e plotando o IM 

em relação a cada faixa, verificamos a existência de uma mudança na curva no 

grupo exposto ao etanol, embora não seja estatisticamente significativa (p>0,05) 

(Figura 12C). A distribuição espacial dos núcleos da fase S foi unimodal em ambos 

os grupos. O pico da curva que representa o valor mais alto do IM se encontra na 

faixa 7, no grupo controle, e, na faixa 5, no grupo tratado com etanol. O valor do IM 

máximo foi de 0,82, no grupo controle, e de 0,88, no grupo tratado com etanol. A 

zona de fase S, no grupo controle, se estendeu entre as faixas 3-10 e, no grupo 

tratado com etanol, se estendeu entre as faixas 3-9. 

O tamanho da região contendo células da zona ventricular passando por G1, 

G2 e M no grupo controle foi de 31,35 +/- 8,75µm e, no grupo tratado com etanol, foi 

de 25,83 +/- 3,63µm, ambos correspondendo às faixas 1-2 (Figura 12D). O tamanho 

da região contendo células da ZV, passando pela fase S, e da ZSV se estendeu em 

337,5 +/- 27,5µm no grupo controle e em 369 +/- 43,11µm no grupo exposto ao 

etanol (Figura 12D). Desse modo, todas as análises sobre o ciclo celular na EGC 

foram feitas dentro das zonas proliferativas.  

Nas faixas iniciais, correspondentes a zona ventricular, verificamos um 

aumento do índice de marcação no grupo exposto ao etanol (Figura 12C). Esse 

resultado pode ser reflexo de um aumento na velocidade de migração nuclear 

intercinética e/ou no aumento na proporção de células ciclando, visto que o IM 

máximo varia entre os grupos. Nos “bins” finais, correspondente a região da zona 

subventricular existe uma grande variabilidade nos grupos estudados, impedindo 

uma análise mais detalhada da proliferação celular nesta região. 
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Figura 12: Análise da marcação por BrdU na EGC. As análises foram feitas nos fetos não expostos ao 
etanol (CTR) e nos fetos expostos ao etanol (ETOH). (A) Contagem do número absoluto de núcleos 
imunorreativos para BrdU. (B) Contagem do número total de núcleos. (C) Distribuição do índice de 
marcação para BrdU em relação a distância da borda ventricular. Grupo controle n=2 embriões e 
grupo etanol n=3 embriões, ambos em triplicata. Two-way ANOVA p>0,05. (D) Medida do tamanho da 
zona ventricular (ZV) e da zona subventricular (ZSV). Grupo controle n=2 embriões e grupo etanol 
n=3 embriões, ambos em triplicata. Em todos os casos a barra indica o erro padrão da média. 
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4.3  EFEITOS DO ETANOL SOBRE A MORTE CELULAR NAS EMINÊNCIAS 

GANGLIONARES 

 

O número de núcleos condensados, um indicativo de morte celular, foi 

contado nas eminências ganglionares uma hora após a última gavagem (Figura 13). 

A contagem do número de núcleos condensados foi feita na mesma região onde 

foram feitas as análises de ciclo celular (Figura 8). 

Na EGM, o número de núcleos condensados foi de 45,05 +/-14,9/µm2 no 

grupo controle e 84,93 +/- 20,59/µm2 no grupo tratado com etanol (Figura 13A). Na 

EGL, o número de núcleos condensados foi de 34,49 +/- 6,34/µm2 no grupo controle 

e 91,78 +/- 12,00/µm2 no grupo tratado com etanol (Figura 13B). Na EGC, o número 

de núcleos condensados foi de 35,19 +/- 17,26/µm2 no grupo controle e 93,85 +/- 

9,93/µm2 no grupo tratado com etanol (Figura 13C). Foram detectadas diferenças 

estatisticamente significativa na EGL e na EGC, embora a diferença observada não 

se apresente de forma robusta, já que os números absolutos são baixos. Em ambos 

os casos, a exposição ao etanol aumentou de 1 para 2,7 núcleos condensados 

nessas zonas proliferativas (levando-se consideração a contagem em uma área fixa 

de 120 X 240µm2 nas zonas proliferativas). 
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Figura 13: Contagem de núcleos condensados nas eminências ganglionares. Os núcleos foram 
contados em uma área fixa de 120X240µm2 nas eminências ganglionares. (A) Contagem na 
eminência ganglionar medial (EGM). (B) Contagem na eminência ganglionar lateral (EGL) (C) 
Contagem na eminência ganglionar caudal (EGC). O número de embriões analisados (n) é 
demonstrado em cada caso e as análises foram feitas em triplicata. Asteriscos indicam p<0,05. Em 
todos os casos a barra indica o erro padrão da média. 
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5  DISCUSSÃO 

 

A grande maioria dos estudos com etanol envolvendo a síndrome fetal 

alcoólica, investiga apenas as alterações neurológicas pós-natais. Pouca atenção 

tem sido dada aos efeitos no encéfalo em formação e, muito menos durante o 

período de gênese do sistema GABAérgico. Nossa proposta é esclarecer alguns dos 

possíveis mecanismos que propiciam o aparecimento de distúrbios neurológicos 

causados pelo álcool em uma janela de tempo relativamente pequena e específica 

do desenvolvimento embrionário. Investigamos, com mais detalhes, os efeitos 

provocados pelo etanol em um dos processos ontogênicos progressivos (a 

proliferação celular) e num dos processos ontogênicos regressivos (a morte celular) 

dos precursores neuronais nas eminências ganglionares, região do telencéfalo 

ventral geradora de interneurônios GABAérgicos corticais, durante o pico de geração 

e migração dessas células. 

Nossos experimentos demonstram que a dose de etanol administrada foi 

suficiente para sedar as fêmeas durante, pelo menos, 1 hora após cada gavagem. 

Trata-se de um modelo de alcoolismo agudo, cujo padrão e tempo de sedação foram 

específicos para cada animal, o que também pode ser observado em humanos que 

ingerem bebidas alcoólicas. Esta via de administração de etanol padroniza, de forma 

mais segura, o volume/concentração de álcool administrado, já que a dieta alcoólica 

“ad libitum” poderia ser imprecisa num período curto de tratamento (4 dias). A 

dosagem de etanol sérico foi de, em média, 110mg/dL, concentração esta capaz de 

alterar a proliferação de neurônios corticais (MILLER e NOWAKOWSKI, 1991; 

MILLER, 1996; CREWS et al, 2006). 
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5.1  CINÉTICA DO CICLO CELULAR E A DINÂMICA DA PROLIFERAÇÃO 

CELULAR NO SNC 

 

Em qualquer tecido em desenvolvimento, a população celular precursora se 

expande inicialmente para produzir um grande número de novas células 

precursoras. A população resultante subseqüentemente se depleta através da (1) 

produção de um elevado número de células filhas, as quais deixam o ciclo celular, 

diferenciam e adquirem fenótipos de células maduras, e da (2) morte das células 

ciclantes. Este tipo de padrão de crescimento bifásico assegura a produção de um 

maior número de células dentro de um intervalo de tempo específico. A ZV cortical, 

por exemplo, segue este padrão, passando por duas fases de crescimento: uma 

fase inicial de expansão, durante a qual a maior parte das células filhas retornam ao 

ciclo celular, e uma fase tardia de depleção celular, onde a maioria das células filhas 

se diferenciam em neurônios ou glia (SMART, 1976; CAVINESS et al, 1995; MILLER 

e KUHN, 1995; TAKAHASHI et al, 1996, 1997).  

O uso do marcador de fase S [3H]timidina ([3H]dT) revolucionou a análise da 

cinética do ciclo celular neuroepitelial por permitir a identificação dos núcleos na fase 

S e a localização dos núcleos marcados na fase S quando estes passam através 

das fases G2, M e G1 do ciclo celular (SIDMAN et al, 1959; ANGEVINE e SIDMAN, 

1961; FUJITA e MIYAKE, 1962; SIDMAN, 1970). Tornou-se possível estimar os 

parâmetros de ciclo celular e o tempo de geração de diferentes tipos celulares 

através de pulsos de marcação simples ou cumulativos com [3H]dT. O 

desenvolvimento recente de marcadores de fase S não radioativos, como BrdU e 

iododeoxiuridina, aumentou a versatilidade desses métodos (MILLER e 
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NOWAKOWSKI, 1988, 1991; TAKAHASHI et al, 1992; HAYES e NOWAKOWSKI, 

2000; TARUÍ et al, 2005). 

Análises sofisticadas de cinética do ciclo celular e de saída do ciclo celular 

foram executadas pela combinação de métodos de marcação de fase S radioativa e 

não-radioativa nas ZV e ZSV cortical murina (MILLER e NOWAKOWISK, 1991; 

CAVINESS et al, 1995; HAYES e NOWAKOWSKI, 2000; TAKAHASHI et al, 2002; 

SIEGENTHALER e MILLER, 2005). Estes trabalhos demonstraram que as células da 

ZV neocortical em fetos de camundongo executam 11 ciclos celulares durante os 

processos de geração de neurônios neocorticais entre E11 e E17. Durante os 11 

ciclos celulares, a duração do ciclo celular aumenta progressivamente, de 8 para 18 

horas, devido a um aumento na duração da fase G1 do ciclo celular, de 3 para 12 

horas. A probabilidade de que novas células filhas encerrem o ciclo celular 

(chamado de Q) aumenta durante o período da neurogênese cortical (MILLER, 

1993, 1999b; MILLER e KUHN, 1995; TAKAHASHI et al, 1999). Ela está próxima de 

zero para o ciclo celular 1 (em E11 de camundongo) e próximo de 100% para o ciclo 

celular 11 (entre E16 e E17). Cada ciclo celular tem um valor específico de Q e um 

tempo de duração do ciclo celular associado a ele. Esses dois parâmetros 

aumentam sistematicamente durante a progressão dos 11 ciclos celulares.  

A neurogênese através do córtex como um todo não ocorre simultaneamente; 

ela se processa por vários gradientes espaço-temporais (SMART, 1961; SMART e 

MCSHERRY, 1982; MILLER, 1988a; BAYER e ALTMAN, 1991). Os gradientes 

transversos refletem os gradientes na cinética do ciclo celular, especialmente o valor 

de Q na ZV cortical (CAVINESS et al, 2000, 2003; TARUI et al, 2005). Desse modo, 

as células da ZV são distribuídas ao longo de um continuum espacial de parâmetros 

de ciclo celular e Q. As células da ZV localizadas em posições rostro-laterais são 
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mais avançadas do que aquelas em posições caudo-mediais no que diz respeito ao 

tamanho do ciclo celular e valores de Q. A neurogênese neocortical também procede 

ao longo da dimensão radial, uma característica comum em estruturas laminares no 

sistema nervoso. Desse modo, os neurônios são gerados de dentro para fora 

(inside-out): os neurônios das camadas mais profundas são gerados mais 

inicialmente do que os neurônios das camadas mais superficiais (ANGEVINE e 

SIDMAN, 1961; BERRY et al, 1964; BERRY e ROGERS, 1965; CAVINESS, 1982; 

MILLER, 1985).  

Os neurônios corticais não são gerados somente nas zonas proliferativas 

neocorticais, mas também a partir de células proliferativas na eminência ganglionar. 

A ZV neocortical é a fonte de neurônios de projeção glutamatérgicos neocorticais, os 

quais constituem de 70-90% de todos os neurônios neocorticais (PETERS et al, 

1985; REN et al, 1992; BEAULIEU, 1993). Em roedores, a maior parte dos neurônios 

de circuitaria local GABAérgicos do córtex cerebral, os quais constituem 10-30% de 

todos os neurônios neocorticais, são produzidos nas EGM e EGC do telencéfalo 

basal (ANDERSON et al, 1997a; TAMAMAKI et al, 1997; LAVDAS et al, 1999; 

POWELL et al, 2001; NERY et al, 2002; ANG et al, 2003). Esses neurônios de 

circuitaria local chegam ao córtex através das vias de migração tangencial. Em 

primatas, entretanto, aparentemente a maior parte dos neurônios de circuitaria local 

GABAérgicos do córtex cerebral derivam das ZV neocorticais e somente uma 

parcela é gerada nas eminências ganglionares (LETINIC et al, 2002). Embora os 

neurônios de projeção e os de circuitaria local neocorticais sejam produzidos em 

diferentes locais, aparentemente os tipos neuronais localizados na mesma camada 

cortical são produzidos no mesmo dia, pelo menos em roedores (MILLER, 1985, 
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1988b, 1999; FAIRÉN et al, 1986; COBAS e FAIRÉN, 1988; VALCANIS e TAN, 

2003).    

Diferente do córtex cerebral, o corpo estriado não é uma estrutura laminar. 

Ele consiste em núcleo caudado e putamen, sendo o centro de input dos núcleos da 

base. Cerca de 90% dos neurônios neostriatais são neurônios de projeção 

GABAérgicos e as células remanescentes são neurônios de circuitaria local 

colinérgicas (GERFEN e WILSON, 1996). Os neurônios de projeção neostriatais são 

gerados na EGL (HEWITT, 1958; SMART, 1976; SMART e STURROCK, 1979; 

LAMMERS et al, 1980; FENTRESS et al, 1981), e os de circuitaria local, na EGM e 

na área entopeduncular anterior/preóptica (MARIN et al, 2000).  

Dois estudos usando métodos de marcação de fase S compararam os 

parâmetros de ciclo celular e de saída do ciclo celular das zonas proliferativas da 

EGL, semelhantemente àqueles usados nas zonas proliferativas neocorticais 

(BHIDE, 1996; SHETH e BHIDE, 1997). O ciclo celular foi mais longo e os valores de 

Q foram maiores na EGL de camundongos em E11 e E12, quando comparados às 

zonas proliferativas neocorticais. A neurogênese neostriatal também segue 

gradientes espaço-temporais (FERNANDEZ et al, 1979; MARCHAND e LAJOIE, 

1986; BAYE e ALTMAN, 1987) que são menos sistemáticos do que os gradientes 

transversos e radiais que definem a neurogênese neocortical. De fato, gradientes de 

neurogênese são difíceis de ser definidos em estruturas não laminares, como o 

estriado (BAYER e ALTMAN, 1987).  
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5.2 CINÉTICA DO CICLO CELULAR E OS EFEITOS PROVOCADOS PELO 

ETANOL 

 

O etanol não afeta os padrões de migração nuclear intercinética na ZV cortical 

(KENNEDY e ELLIOTT, 1985; MILLER, 1989). Entretanto, o etanol pode afetar o 

tempo que as células da ZV passam através do ciclo celular. Por exemplo, na ZV 

neocortical de ratos E21 o tamanho do ciclo celular é aumentado de 26-29% 

(MILLER e NOWAKOWSKI, 1991). Esse aumento tem um efeito negativo direto no 

número de células produzidas na ZV. Esses efeitos provocados pelo etanol, no 

entanto, não são os mesmos para todas as populações proliferativas, já que o tempo 

de duração do ciclo celular na ZSV neocortical não é afetada por exposições 

moderadas ao etanol (MILLER e NOWAKOWISK, 1991). O aumento induzido pelo 

etanol na duração do ciclo celular é resultado, primariamente, de um aumento na 

duração da fase G1. Um aumento na duração do ciclo celular também é evidente na 

camada granular externa do cerebelo (BORGES e LEWIS, 1983).  

Várias proteínas relacionadas ao ciclo celular são afetadas pelo etanol: a 

expressão de ciclina A (uma reguladora das fases S e G2), ciclina D1, e cdk2 

(proteínas que regulam a progressão das células de G1 para S) são reduzidas pela 

exposição ao etanol (LI et al, 2001, 2002; SIEGENTHALER e MILLER, 2005a). A 

expressão cerebelar de ciclina D2, cdk4 e cdk6 (reguladores de G1) não são 

afetados pelo etanol (LI et al, 2002). Em contraste, a p27 (uma proteína envolvida no 

movimento das células de G1 para fora do ciclo celular) é deprimida pelo etanol na 

ZV de explantes corticais (SIEGENTHALER e MILLER, 2005a) e no cerebelo de rato 

em desenvolvimento (LI et al, 2002). Desse modo, os efeitos do etanol nas proteínas 

relacionadas ao ciclo celular não somente corroboram, como também providenciam 
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um mecanismo de aumento induzido pelo etanol na duração do ciclo celular, saída 

do ciclo celular e, conseqüentemente, decréscimo na fração de crescimento (veja 

adiante). 

A análise do ciclo celular é um parâmetro importante para determinar o 

crescimento de uma população de células. No entanto, além da cinética do ciclo 

celular, a produção de novas células pode ser determinada também por parâmetros 

populacionais: a fração de crescimento, a proporção de células que encerram o ciclo 

celular e a fração que deixa o ciclo celular.  

A fração de crescimento é a proporção da população total de células que está 

ativamente ciclando. De modo geral, a fração de crescimento na parede cerebral 

estende-se por todo o período de neurogênese neocortical (MILLER e KUHN, 1995; 

TAKAHASHI et al, 1995, 1996). Embora não exista diferença induzida pelo etanol na 

fração de crescimento no início deste período, conforme a geração neuronal se 

processa, diferenças significativas começam a aparecer. O etanol provoca um 

aumento na fração de crescimento devido, em grande parte, ao aumento induzido 

pelo etanol na ZSV cortical. Tanto a fração de crescimento, quanto o número de 

células na ZSV são aumentados pelo etanol (MILLER e NOWAKOWSKI, 1991; 

MILLER, 1989). A fração de crescimento na ZV cortical não é afetada pelo etanol in 

vivo (MILLER e NOWAKOWSKI, 1991), mas significativamente reduzida na ZV de 

preparações organotípicas de secções corticais. Os efeitos do aumento na fração de 

crescimento são acentuados quando a ZSV torna-se a zona proliferativa neocortical 

majoritária no período pré-natal. 

Um segundo fator determinante é dado pelo número de células que param de 

ciclar, ou seja, que entram em um processo de quiescência celular (G0). Após 

passarem pela fase M, as células podem re-entrar no ciclo celular ou sair do ciclo 
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celular. O número de células que param de ciclar pode ser determinado traçando a 

proporção de células que incorporaram um precursor de DNA durante a fase S, por 

exemplo BrdU, relativa ao total de células ciclando, por exemplo, células 

expressando Ki-67 (CHENN e WALSH, 2002, 2003; SIEGENTHALER e MILLER, 

2005a; 2005b). De acordo com esta hipótese, Siegenthaler e Miller (2005a) 

demonstraram que o etanol aumenta o número de células que param de ciclar em 

explantes corticais em cultura. 

A terceira característica que contribui para a produção neuronal é a fração 

que deixa o ciclo celular. Enquanto a população que pára de ciclar ainda permanece 

nas zonas proliferativas, as células que deixam o ciclo celular migram para as suas 

regiões de destino. O etanol não afeta a população que deixa o ciclo celular 

(MILLER, 1993). Como o etanol pode afetar o número de células que param de 

ciclar, a falta de um aumento na fração que deixa o ciclo celular implica que o etanol 

induz as células pós-mitóticas a permanecerem nas zonas proliferativas corticais por 

um tempo maior antes de começarem a migrar. Este fato pode levar ao 

aparecimento de neurônios em camadas erradas e/ou causar ectopias. 

 

5.3  ACELERAÇÃO DO CICLO CELULAR OU AUMENTO DO NÚMERO DE 

CÉLULAS CICLANDO? 

 

Em nosso modelo experimental verificamos que a exposição pré-natal ao 

etanol pode provocar diferentes efeitos que variam de acordo com a região 

estudada. Esses efeitos sobre o ciclo celular nos fetos demonstrou que, de maneira 

geral, o etanol é capaz de alterar o ciclo celular nas eminências ganglionares 

modificando o número de células na fase S e a velocidade do ciclo celular.   
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O perfil da curva obtido por 30 minutos de exposição ao BrdU representa a 

distribuição espacial dos núcleos da fase S. Na maioria dos casos, esta distribuição 

foi unimodal, apresentando-se de forma bimodal em apenas um caso: no grupo 

tratado com etanol da EGL. Para efeitos de comparação, as faixas que possuem 

pelo menos 50% do IM máximo foram arbitrariamente considerados zona de fase S 

(Figura 7). A zona de fase S diferiu entre as diferentes porções rostro-caudais e 

entre os grupos estudados (resumido na Tabela 1). 

 

 

    ZV 
(G1+G2+M) 

IM 
máximo

Zona de 
fase S ZV (S) ZV ZSV 

CTR 1-2 6 3-11 3-6 1-6 6-20 EGM  
ETOH 1-2 6 2-10 2-6 1-6 6-20 
CTR 1-2 8 4-11 4-8 1-8 8-20 EGL  

ETOH 1-3 6 e 8 3-11 3-6 ou 3-8 1-6 ou 1-8 6-20 ou 8-20 
CTR 1-2 7 3-10 3-7 1-7 7-20 EGC 

ETOH 1-2 5 3-9 3-5 1-5 5-20 
 
Tabela 1: Estimativa hipotética da zona ventricular (ZV) e da zona subventricular (ZSV) nos diferentes 
níveis rostro-caudais das eminências ganglionares. Os resultados são descritos em faixas, com cada 
faixa medindo 12 X 120µm e sendo a faixa 1 adjacente ao ventrículo lateral, como descrito nos 
materiais e métodos. A região contendo as células da ZV passando pela fase S (ZV (S)) do ciclo 
celular foi arbitrariamente considerado como sendo a região a partir do índice de marcação (IM) 
máximo que contém a zona de fase S mais próxima do ventrículo lateral.  

 

 

Para uma melhor compreensão das análises, a ZV e ZSV foi estimada (Figura 

14). Para fins comparativos, a região mais próxima do ventrículo lateral, a partir do 

IM máximo que contém a zona de fase S, foi arbitrariamente considerada uma região 

contendo células da ZV passando pela fase S, e, a região mais distante do 

ventrículo lateral, a partir do IM máximo que contém a zona de fase S, foi 

arbitrariamente considerada uma região contendo a zona de fase S da ZSV. Desse 

modo, juntando os resultados obtidos com a medida da região contendos as células 
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da ZV passando por G1, G2 e M (Figura 10, 11 e 12D) com a estimativa do tamanho 

da região que contém as células da ZV passando pela fase S, podemos estimar o 

tamanho da ZV e, por conseguinte, o tamanho da ZSV. A estimativa da ZV e da ZSV 

nos diferentes níveis rostro-caudal nos diferentes grupos experimentais é 

demonstrada na Figura 14 e resumida na Tabela 1. 

Na EGM verificamos que o tamanho da zona ventricular não varia entre os 

grupos, estando entre as faixas 1-6 (Tabela 1 e Figura 14A). O valor do IM máximo 

nesta região variou. O valor mais elevado do IM no grupo controle foi de 0,86 e no 

grupo tratado com etanol foi de 0,93. Estes valores significam que cerca de 86% dos 

núcleos no grupo controle e 93% dos núcleos no grupo exposto ao etanol estão na 

fase S na região de mais alta densidade de núcleos em fase S, sugerindo que o 

etanol pode aumentar a proporção de células em fase S nesta região. Se o etanol 

não estiver aumentando a velocidade de migração nuclear intercinética na ZV, o IM 

deveria se manter proporcional na ZV e a curva deveria ser paralela entre os grupos. 

Não foi o que verificamos na ZV da EGM (Figura 14A). Nesta região houve uma 

diferença no perfil das curvas, estatisticamente significativa na faixa 3, que pode ser 

devido a um aumento na migração nuclear intercinética nesta área. Assim, 

sugerimos que o etanol na porção rostral da EGM está aumentando a proporção de 

células ciclando e aumentando a velocidade do ciclo celular, visto que a migração 

nuclear intercinética está aumentada e o tamanho da ZV é semelhante entre os 

grupos. Na ZSV verificamos que a exposição ao etanol provoca uma tendência a um 

aumento do índice de marcação sobretudo a partir da faixa 11 (Figura 14A). Desse 

modo, acreditamos que nesta região a exposição ao etanol provoca um aumento no 

número de células ciclando.   
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Figura 14. Alterações no ciclo celular provocadas pelo etanol nos diferentes níveis rostro-caudais. As 
setas duplas nas curvas indicam a extensão da zona de fase S nos diferentes grupos experimentais, 
sendo a seta azul relativa ao grupo controle e a seta vermelha relativa ao grupo exposto ao etanol.  A 
linha vertical indica o índice de marcação máximo. As setas duplas abaixo das curvas indicam a 
extensão da zona ventricular (ZV) e da ZSV (zona subventricular) nos diferentes grupos 
experimentais: azul para o controle, vermelho para o grupo exposto ao etanol e preto quando existe 
uma coinciência entre os grupos. A região I e II corresponde àquelas medidas das Figuras 10, 11 e 
12D. A linha vertical pontilhada indica a separação entre essas duas regiões. (A) Alterações na 
eminência ganglionar medial (EGM). (B) Alterações na eminência ganglionar lateral (EGL). (C) 
Alterações na eminência ganglionar caudal (EGC). 
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Na EGL observamos que a curva apresentou-se de forma bimodal no grupo 

tratado com etanol (Figura 14B). Assim, neste grupo experimental, dois picos 

contendo um IM máximo foram encontrados, impedindo uma inferência precisa 

sobre o tamanho da ZV neste grupo experimental e, desse modo, prejudicando 

nossas análises acerca do padrão migratório intercinético. Entretanto, verificamos 

que o IM máximo não variou entre os grupos experimentais e, desse modo, o etanol 

não induziu um aumento na proporção de células passando pela fase S na ZV. Além 

disso,  na ZSV verificamos que a exposição ao etanol provoca uma tendência a um 

aumento do índice de marcação sobretudo a partir da faixa 12 (Figura 14B). Desse 

modo, acreditamos que nesta região a exposição ao etanol provoca um aumento no 

número de células ciclando na ZSV.   

Na EGC, diferente da EGM, verificamos que a exposição ao etanol diminui a 

espessura da ZV. No grupo controle a ZV está compreendida entre as faixas 1-7 e, 

no grupo exposto ao etanol, entre as faixas 1-5 (Tabela 1 e Figura 14C). Além dessa 

diferença, o IM máximo variou entre os grupos: no grupo controle o IM foi de 0,82 e, 

no grupo tratado com etanol, de 0,88. Devido ao fato do tamanho da ZV ser menor 

no grupo exposto ao etanol, não sabemos se nesta região o etanol poderia estar 

induzindo uma aceleração do ciclo celular, pois o aumento do IM pode ser reflexo de 

um maior empacotamento de células passando pela fase S na ZV. Na ZSV 

verificamos que não existe diferença entre as curvas e desse modo, nesta região, o 

etanol não altera a proporção de células ciclando (Figura 14C). Assim, as maiores 

mudanças provocadas pelo etanol na EGC ocorrem na ZV, onde a exposição ao 

etanol provoca uma redução desta zona proliferativa e um aumento na proporção de 

células passando pela fase S nesta região.     
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Em todos os casos um estudo mais detalhado com experimentos de 

marcação cumulativa de BrdU são necessários para se determinar a extensão da 

duração do ciclo celular e das fases que o compõem, como nos estudos que 

descreveram a duração do ciclo celular no neuroepitélio cortical (TAKAHASHI et al, 

1992 e 1993) e ganglionar (BHIDE, 1999). De qualquer maneira, verificamos que o 

etanol pode aumentar tanto a proporção de células ciclando na ZV e na ZSV na 

maioria dos casos, quanto a velocidade do ciclo celular na ZV na porção rostral da 

EGM. O aumento na proporção de células ciclando e na redução do ciclo celular na 

ZV ocorre de maneira oposta aos resultados obtidos por Miller no neuroepitélio 

cortical, onde foi visto que a exposição pré-natal ao etanol reduz o número total de 

células ciclando na ZV e aumenta a duração do ciclo celular (MILLER, 1989; MILLER 

e NOWAKOWSKI, 1991). O aumento na proporção de células ciclando na ZSV 

ganglionar ocorre da mesma maneira que na ZSV cortical nos embriões expostos ao 

etanol (MILLER, 1989; MILLER e NOWAKOWSKI, 1991).  

O aumento tanto da proporção de células na ZV e na ZSV ganglionar quanto 

da velocidade do ciclo celular na ZV na EGM podem aumentar o número de células 

formadas na eminência ganglionar. Devido à aceleração do ciclo celular, células com 

alterações no genoma podem ser formadas, pois os mecanismos de ponto de 

checagem (ou checkpoint) do ciclo celular podem estar alterados. As populações de 

células com defeito no ponto de checagem freqüentemente acumulam mutações 

devido ao mau funcionamento ocasional na replicação do DNA, no reparo de DNA 

ou na formação de fusos. Algumas dessas mutações podem promover o 

desenvolvimento de câncer, formação de células aneuplóides ou induzir a morte 

celular (ALBERTS et al, 2004). Essas células podem migrar para locais 

inadequados, podendo se estabelecer em camadas corticais inadequadas e/ou 
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formar heterotopias. Como os corpos celulares estão distribuídos em locais 

inapropriados eles vão se integrar na rede sináptica incorretamente (AL-RABIAI e 

MILLER, 1989). Consequentemente, anormalidades na atividade e na função cortical 

podem ocorrer (VINGAN et al, 1986; MILLER e DOW-EDWARDS, 1988, 1993). As 

conexões sinápticas imperfeitas devido às heterotopias podem causar diversos 

problemas, como a epilepsia (CHEVASSUS-AU-LOUIS e REPRESA, 1999), um 

sintoma neurológico prevalente em crianças com SAF (BURD et al, 2003).    

 

5.4  MORTE CELULAR DURANTE O DESENVOLVIMENTO DO SNC 

 

Durante os anos de 1940-1950, Victor Hamburguer, Rita Levi-Montalcini e 

Stanley Cohen conduziram os estudos pioneiros nos mecanismos que controlam a 

morte celular, culminando com a identificação do fator de crescimento do nervo 

(NGF) (COHEN e LEVI-MONTALCINI, 1957). Estudos na função do NGF geraram a 

teoria neurotrófica, a qual postula que a sobrevivência neuronal depende da 

competição de por uma quantidade limitada de fatores tróficos liberados pelos alvos 

sinápticos (OPPENHEIM, 1991). Entretanto, a morte celular pode afetar populações 

proliferantes, as quais não apresentam contatos sinápticos nos estágios iniciais de 

desenvolvimento. Desse modo, o que faz com que as células nas zonas 

proliferativas morram? 

James Voyvodic sugere que a morte celular nas zonas proliferativas possa 

atuar de maneira semelhante à seleção natural Darwiniana, eliminando todas as 

células não adaptadas (VOYVODIC, 1996). Desse modo, células com erros na 

replicação do DNA ou na diferenciação celular, por exemplo, podem ser sinalizadas 

de algum modo a entrar em processo de morte celular ou automaticamente entrar 



 77

em processo de morte celular. Uma outra possibilidade sugerida pelo autor é que a 

morte celular nas zonas proliferativas possa ser resultado de um suprimento 

inadequado de fatores exógenos de sobrevivência, similar a noção de dependência 

de fator trófico liberado pelos alvos associados com a formação das sinapses. 

Assim, a sobrevivência de qualquer célula em particular depende do local que a 

células se encontra e se esse local possui todos os fatores tróficos necessários para 

a sobrevivência daquela célula em particular. Além disso, interações competitivas 

com outras células similares podem estar presentes se o suprimento de fator trófico 

é limitado (VOYVODIC, 1996). 

A avaliação direta dos cromossomos em células se dividindo pode ser feita 

pelo cariótipo espectral (SKY) que usa marcadores fluorescentes para identificar 

cada cromossomo. Esta técnica revelou que uma grande fração de células 

progenitoras neurais apresentam anormalidades cromossomais. Observou-se que 

1/3 das células progenitoras neurais ganham ou perdem pelo menos um dos 40 

cromossomos em camundongos (REHEN et al, 2001). A aneuploidia também é 

detectada no córtex cerebral adulto, usando hibridização interfásica in situ 

fluorescente (FISH) para visualizar cromossomos individuais. No córtex cerebral de 

camundongos machos adultos, FISH para o cromossomo X e Y demonstrou que 

aproximadamente 1% dos neurônios ganham ou perdem um cromossomo sexual 

(REHEN et al, 2001). Este resultado indica que pelo menos uma fração de células 

aneuplóides é produzida durante a neurogênese e sobrevive no adulto. 

Teoricamente a porcentagem total de neurônios aneuplóides é maior do que 1%, 

assumindo que a taxa de ganho ou de perda é similar para todos os cromossomos 

(KAUSHAL et al, 2003), embora estudos mais detalhados sejam requeridos para 

comprovar esta hipótese. 



 78

Embora algumas células aneuplóides sobrevivam, a aneuploidia pode 

contribuir para uma significativa proporção de morte celular durante a neurogênese. 

A morte celular é um destino comum para células aneuplóides. Em cânceres, muitas 

das células que estão morrendo possuem seu genoma alterado. Além disso, a alta 

quantidade de morte celular nas zonas proliferativas suporta a idéia de um processo 

de seleção contra anormalidades genéticas indesejadas. 

Nossos resultados demonstram que a exposição pré-natal ao etanol pode 

aumentar a morte celular em duas regiões: na EGL e na EGC. Acreditamos que 

esse aumento no número de núcleos condensados, um indicativo de morte celular, 

não seja capaz de provocar mudanças muito profundas nestas regiões, visto que a 

exposição ao etanol aumenta de 1 para 2,7 núcleos condensados nessas zonas 

proliferativas (levando-se em consideração a contagem em uma área fixa de 120 X 

240µm2 nas zonas proliferativas). Entretanto, este número pode refletir que possíveis 

alterações genéticas provocadas pela aceleração do ciclo celular e aumento no 

número de células ciclantes possam estar ocorrendo, visto que essas alterações 

genéticas ocorrem em uma freqüência baixa. De maneira interessante, foi verificado 

que o etanol pode induzir aneuploidias em óvulos fertilizados de camundongo 

(O’NEILL e KAUFMAN, 1987). Investigações futuras poderão ser direcionadas ao 

estudo de possíveis alterações genéticas provocadas pelo etanol no nosso modelo 

experimental. 

Nossos resultados contrastam com aqueles de Blaschke e colaboradores 

(1996), em que os autores demonstram que no córtex cerebral em E14 até 70% dos 

neurônios estão em processo de morte. Os métodos utilizados por estes autores 

(marcação in situ para ISEL, que identifica DNA nuclear fragmentado) são, no 
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entanto, mais sensíveis do que o utilizado por nós. Assim, nossos dados podem 

estar subestimados. 
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6  CONCLUSÕES 

 

Nossos resultados demonstraram que a administração de etanol por gavagem 

em uma janela de tempo relativamente pequena e específica do desenvolvimento 

embrionário é capaz de alterar o ciclo e a morte celular nas eminências ganglionares 

em camundongos.  

A exposição ao etanol não causa uma alteração global no tamanho das 

eminências ganglionares e de sua zona proliferativa no nosso modelo experimental. 

Somente na EGM houve variação da espessura da ZP dos animais controle 

comparados àqueles expostos ao etanol. 

Verificamos que a exposição pré-natal ao etanol pode provocar diferentes 

efeitos sobre a população de células proliferativas, que variam de acordo com a 

região estudada. Esses efeitos sobre o ciclo celular nos fetos demonstraram que, de 

maneira geral, o etanol é capaz de alterar o ciclo celular nas eminências 

ganglionares modificando o número de células na fase S e a velocidade do ciclo 

celular. Este aumento anormal do número de células formadas nas eminências 

ganglionares pode alterar a ontogênese normal do telencéfalo, podendo levar ao 

surgimento de células em camadas inapropriadas e/ou ao surgimento de ectopias. 

Demonstramos ainda que a morte celular nas zonas proliferativas das 

eminências ganglionares durante o processo normal de desenvolvimento é baixa. A 

exposição pré-natal ao etanol pode aumentar a morte celular em duas regiões: na 

EGL e na EGC, porém o pequeno aumento não parece influenciar a população final 

desta região.  
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que a exposição pré-natal ao 

etanol por um curto período de tempo é capaz de alterar a neurogênese normal em 

camundongos. 
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