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RESUMO 

 

 

ROSA, Kélvia Carolina Ferreira. Efeitos da exposição precoce ao etanol na atividade 

locomotora e na expressão dos genes de controle do ritmo circadiano de camundongos 

adolescentes em diferentes períodos do ciclo claro/escuro. 2014. 79f. Dissertação (Mestrado 

em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

A hiperatividade locomotora e as alterações nos ritmos circadianos têm sido descritas 

em roedores e humanos expostos ao etanol durante o desenvolvimento. Considerando que a 

atividade locomotora em camundongos é conhecida por variar ao longo das fases do ciclo 

claro escuro, é possível que o fenótipo hiperativo resultante da exposição precoce ao etanol 

também varie em função da hora do dia. Além disso, é possível que a hiperatividade 

apresentada pelos indivíduos expostos ao etanol durante o desenvolvimento esteja associada 

com distúrbios no sistema de controle do ritmo circadiano. Neste estudo, avaliamos estas duas 

possibilidades realizando uma análise circadiana da atividade locomotora e da expressão dos 

genes de relógio de camundongos adolescentes expostos ao etanol durante o período de surto 

de crescimento cerebral. Para tanto, camundongos suíços criados e mantidos em um ciclo 

claro/escuro de 12h (luzes acesas às 2:00h, apagadas as 14:00h) foram injetados com etanol 

(5g/kg ip, grupo ETOH) ou um volume equivalente de solução salina (grupo SAL) em dias 

alternados do segundo ao oitavo dias pós-natais. No 30º dia pós-natal, os animais foram 

testados em campo aberto por 15 minutos em diferentes momentos do ciclo claro/escuro: 

durante a fase clara entre 6:00 e 7:30h e entre12:00 e 13:30h; durante a fase escura entre 

18:00 e 19:30h e entre 0:00 e 01:30h. Durante a fase escura os testes foram realizados sob 

iluminação com luz vermelha. Após os testes comportamentais, alguns animais foram 

randomicamente selecionados para as análises de imunofluorescência da expressão dos genes 

PER 1, 2 e 3 no núcleo supraquiasmático. Ao longo dos seis primeiros minutos, a atividade 

locomotora dos animais testados durante o período claro não mudou significativamente ou 

apresentou um leve aumento e a dos animais testados no período escuro apresentou uma 

marcante redução. Além disso, o grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h apresentou a 

maior atividade locomotora e o grupo dos animais testados entre 12:00 e 13:30h apresentou a 

menor atividade locomotora. De modo importante, a exposição neonatal ao etanol promoveu 

hiperatividade locomotora apenas no grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h. Em 

relação aos genes de controle do ritmo circadiano, a exposição precoce ao etanol afetou 

apenas a expressão do gene Per1 que foi menor entre 18:00 e 19:30h. O fato de que a 

expressão dos genes de controle do ritmo circadiano foi alterada no meio da fase escura e 

que a hiperatividade locomotora foi observada apenas no final da fase escura é compatível 

com a hipótese de que a hiperatividade induzida pelo etanol pode estar associada com as 

perturbações de controle do ritmo circadiano. 
 
 

Palavras-chave: Álcool etílico. Gestação. Hiperatividade. Transtorno do déficit de atenção e 

hiperatividade locomotora (TDAH). Ritmo biológico. Genes de relógio. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

ROSA, Kélvia Carolina Ferreira. Effects of early ethanol exposure on locomotor activity and 

expression of genes controlling circadian rhythms of adolescent mice at different periods of 

light/dark cycle. 2014. 79f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia 

Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Locomotor hyperactivity and alterations of circadian rhythmicity have been described 

both in rodents and in humans exposed to ethanol during development. Considering that 

spontaneous locomotor activity in mice is known to vary as a function of the time of the day, 

it is conceivable that the expression of the locomotor hyperactivity phenotype resulting from 

developmental ethanol exposure also varies throughout the day. In addition, it is possible that 

the hyperactivity presented by individuals early exposed to ethanol is associated with a 

dysfunction in the control system of the circadian rhythm. In this study, we tested these two 

possibilities by performing a circadian analysis of the locomotor activity and the expression 

of clock genes in adolescent mice exposed to ethanol during the brain growth spurt period. 

Subjects were Swiss mice that were bred and maintained in our laboratory on a 12:12h 

light/dark cycle (lights on: 2:00, lights off: 14:00). From postnatal day 2 (PN2) to PN8, litters 

either received ethanol (5 µl/g i.p., 25% in saline solution) or an equivalent volume of saline 

solution every other day. At PN30, locomotor activity was automatically assessed for 15 min 

in the open field test. During the light period, the animals were tested between 6:00 and 7:30 

h or between 12:00 and 13:30 h whereas during the dark period the tests were performed 

between 18:00 and 19:30 h or between 0:00 and 1:30 h. During the dark period, the tests were 

conducted under red dim light illumination. After the behavioral tests, a sample of animals 

was randomly selected for the analysis by immunofluorescence of the expression of genes 

PER 1, 2 and 3 in the suprachiasmatic nucleus. Throughout the first 6 min, the locomotor 

activity of animals tested during the light period did not change or only increased slightly, 

while animals tested during the dark period presented a marked reduction. Furthermore, 

animals tested between 00:00 and 1:30 h presented the highest activity while animals tested 

between 12:00 and 13:30 h presented the lowest locomotor activity. Importantly, neonatal 

exposure to ethanol caused locomotor activity only in those animals tested between 00:00 and 

1:30 h. As for the the clock genes, neonatal exposure to ethanol only affected the PER 1 

expression, which was lowest between 18:00 and 19:30. Our data is in line with the idea that 

locomotor activity varies as a function of the time of the day. The fact that the expression of a 

clock gene was altered in then middle of the dark cycle and that locomotor hyperactivity was 

observed only at the end of this period is compatible with the hypothesis that the hyperactivity 

observed as result of ethanol exposure is associated with alterations in the control of the 

circadian rhythm. 

 

Keywords: Ethyl Alcohol. Hyperactivity. Attention-deficit–hyperactivity disorder (ADHD). 

Biological rhythm. Clock genes. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O etanol, também denominado álcool etílico, é o composto mais comum e mais 

amplamente utilizado da classe dos alcoóis, classificação química para compostos orgânicos 

que apresentam uma hidroxila ligada a um carbono e, por esse fato, é popularmente conhecido 

simplesmente como álcool.  

 

      Figura 1 - Representações esquemáticas da molécula de etanol 

 

 

 

 

 

A importância do etanol e dos demais alcoóis para a humanidade é vastamente 

reconhecida, na indústria farmacêutica, de cosméticos, como combustível, e especialmente, 

em bebidas alcoólicas. O etanol é obtido, principalmente, a partir da fermentação de açúcares 

e seus efeitos alucinógenos são utilizados e apreciados desde a antiguidade (VIALA-

ARTIGUES e Mechetti, 2003). 

Porém, somente em 1952 durante a primeira edição do DSM-I (Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders) o alcoolismo passou a ser tratado como doença 

(VIALA-ARTIGUES e Mechetti, 2003). No ano de 1967, o conceito de doença do alcoolismo 

foi incorporado pela Organização Mundial de Saúde à Classificação Internacional das 

Doenças (CID-8), a partir da 8ª Conferência Mundial de Saúde (Lexicon of alcohol and drug 

terms – Organização Mundial de Saúde, 1994). De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), 2 bilhões de pessoas consomem bebidas alcoólicas no mundo e o uso 

prejudicial do álcool resulta na morte de 2,5 milhões de pessoas por ano. Ainda segundo a 

OMS, existem 60 tipos diferentes de doenças em que o álcool tem um papel significativo e 
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aproximadamente 76,3 milhões de pessoas apresentam algum distúrbio relacionado com o 

consumo de álcool (The World Health Report, 2004).  

Um dado particularmente relevante e preocupante é que entre 13 e 20% das mulheres 

consomem bebidas alcoólicas durante a gestação (Balachova T. et al., 2011; Centers for 

Disease Control and Prevention (CDC)., 2009; Senecky Y. et al., 2011). Como o etanol é um 

potente agente teratogênico e é capaz de atravessar a placenta livremente (Hannigan JH. e 

Berman RF., 2000; Welch-Carre E., 2005), são altos os riscos de dano (imediatos ou tardios) 

para o feto decorrentes do consumo do álcool pelas gestantes.  

 

 

Aspectos históricos 

 

 

Do ponto de vista histórico, os primeiros estudos que chamaram a atenção da 

comunidade científica para os efeitos teratogênicos do álcool foram realizados no início dos 

anos 70. Em 1973, Ken Jones, David Smith e colaboradores publicaram dois trabalhos 

descrevendo um conjunto de características comuns em 11 crianças cujas mães 

reconhecidamente consumiram grandes quantidades de álcool durante a gravidez (Jones KL. 

et al., 1973; Jones KL. e Smith DW., 1973). Estas características foram reunidas em três 

grandes grupos: 1) deficiência no crescimento e baixo peso; 2) malformações faciais como: 

nariz pequeno, lábio inferior fino, retração de pálpebras; e 3) danos no sistema nervoso central 

que incluem microcefalia e geralmente retardo mental. O conjunto destas características foi 

denominado por estes autores como Síndrome Alcoólica Fetal (FAS, do inglês Fetal Alcohol 

Syndrome).  

Atualmente é bem aceita a ideia de que a FAS constitui a forma mais severa de dano 

causado pela exposição gestacional ao etanol, geralmente associado com o consumo abusivo 

de bebidas alcoólicas observado em alcoolistas (Goodlett CR. et al., 2005; Riley EP. e McGee 

CL., 2005). Em indivíduos cujas mães não são alcoolistas e, portanto, ingeriram quantidades 

menores de bebidas alcoólicas durante a gestação, os efeitos do etanol podem se manifestar de 

forma mais branda e de modo variado (geralmente como uma síndrome parcial, sem a 

presença das alterações craniofaciais, se limitando apenas a alguns distúrbios 

neurocomportamentais ou ao retardo de crescimento). Esta variedade de apresentações fez 

que com que uma série de termos fossem utilizados para nomear os defeitos decorrentes da 

exposição ao etanol durante o período gestacional (Mukherjee et al., 2006; Rasmussen, 2005; 
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Spohr et al., 2007). Dentre os mais utilizados destacavam-se a Desordem 

Neurocomportamental Relacionada ao Álcool (ARND, do inglês Alcohol Related 

Neurobehavioral Disorder), Defeitos de Nascimento Relacionados ao Álcool (ARBD, do 

inglês Alcohol-Realated Birth Defects) e Efeitos do Álcool no Feto (FAE, do inglês Fetal 

Alcohol Effects).  

Em abril de 2004, durante um encontro da Organização Nacional de Síndrome 

Alcoólica Fetal (NOFAS, do inglês National Organization on Fetal Alcohol Syndrome) onde 

reuniram-se  pesquisadores, representantes de agências governamentais como o NIH 

(National Institutes of Health) e o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) e 

familiares de crianças portadoras da síndrome, definiu-se a sigla FASD (do inglês, Fetal 

Alcohol Spectrum Disorder). É importante mencionar que o termo FASD foi estabelecido por 

ser abrangente e compreender todos os distúrbios que podem ocorrer com os indivíduos que 

foram expostos ao etanol durante a gestação. Esses efeitos podem ser físicos, mentais e/ou 

comportamentais (Mukherjee et al., 2006; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). 

A FASD é um grave problema de saúde pública. A prevalência da FASD é estimada 

em 9 casos por 1000 nascimentos (May et al., 2009; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007), 

taxa esta que é duas vezes maior que a de síndrome de Down e Espinha bífida combinadas 

(May e Gossage, 2001; Rasmussen, 2005; Spohr et al., 2007). Quando as análises se 

restringem a crianças e adolescentes em idade escolar, a prevalência de FASD varia entre 2 a 

5% (May et al., 2009; May et al., 2011; Riley et al., 2011).  

 

 

Distúrbios neurocomportamentais da FASD 

 

 

A exposição ao etanol durante a gestação produz um amplo espectro de defeitos 

neurológicos e comportamentais que podem persistir ao longo da vida (Hannigan e Armant, 

2000; Spohr et al., 2007; Welch-Carre E., 2005). Diversas anormalidades cerebrais foram 

observadas em autópsias de indivíduos com FASD, entretanto, também podem ser 

identificadas por uma variedade de técnicas quantitativas de neuroimagem in vivo (Archibald 

et al., 2001; Clarren, 1986; McGee e Riley, 2006). Estudos postmorten em cérebros de 

crianças com FAS têm revelado alterações morfológicas como microencefalia, hidrocefalia, 

heterotopias neurogliais, anomalias ventriculares, agenesia do corpo caloso e malformações 

cerebelares (Clarren, 1986). Estudos de imagens demonstram, de forma consistente, uma 
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redução no volume dos lobos parietal, frontal e temporal. Indivíduos expostos precocemente 

ao etanol também apresentam uma desproporcionalidade volumétrica dos gânglios basais 

(McGee e Riley, 2006).  

Dentre os distúrbios neurocomportamentais mais frequentemente observados estão o 

transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) (Burd et al., 2003) e os déficits de 

aprendizado e memória (Acheson et al., 2001; Harris et al., 1995). O TDAH é possivelmente 

a característica mais marcante em crianças expostas ao álcool durante a gestação (Bhatara et 

al., 2006; Burd et al., 2003; Doig et al., 2008). Estima-se que a comorbidade das crianças 

diagnosticadas com FASD e TDAH é de cerca de 41% (Bhatara et al., 2006). Em crianças 

com FAS, a comorbidade com o TDAH varia entre 73% (Burd et al., 2003) e 95% (Fryer et 

al., 2007). 

A manifestação dos efeitos deletérios da exposição pré-natal do sistema nervoso ao 

álcool pode variar de modo considerável entre indivíduos e entre estudos (Hannigan JH. e 

Berman RF., 2000; Stratton K. et al., 1996). De modo geral, o grau com que os déficits 

neurológicos e comportamentais se manifestam parece variar em função da quantidade de 

álcool consumida pela mãe, da frequência e/ou padrão de consumo e dos picos de 

concentração alcoólica no sangue (Klintsova et al., 2000). Além disso, fatores não associados 

à quantidade de álcool ingerido pela mãe durante a gestação como fatores de risco genéticos e 

o contato com outras substâncias como o fumo, cafeína e drogas (de abuso ou não) também 

podem interagir com o etanol ou exacerbar seus efeitos deletérios (Hannigan JH. e Berman 

RF., 2000; Hannigan et al., 2007). 

Como se pode observar, os problemas decorrentes do abuso do álcool são alarmantes e 

crescentes. Apesar da utilização de programas públicos e privados de assistência e 

conscientização em diversos países para informar a respeito dos riscos do consumo de álcool 

durante a gestação não houve diminuição no número de casos com FASD nos últimos anos 

(Riley et al., 2011; Spohr et al., 2007). Estes dados indicam que, embora não beber durante a 

gravidez seja a melhor medida para evitar as sequelas da exposição precoce ao etanol, o 

investimento no desenvolvimento de tratamentos que mitiguem os efeitos deletérios desse 

teratógeno é de suma importância. Contudo, poucos grupos de pesquisa lidam diretamente 

com esta questão e ainda não existem tratamentos que possam reverter ou minimizar de modo 

eficiente os diversos distúrbios decorrentes da exposição gestacional ao álcool. Um dos 

fatores que, certamente, contribui para este quadro é o fato de que os mecanismos envolvidos 

com a manifestação da maioria dos distúrbios neurocomportamentais causados pela exposição 

precoce ao etanol permanecem pouco conhecidos. 
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Desta forma, a existência de modelos animais para o estudo das consequências da 

exposição ao etanol durante o desenvolvimento abre grandes possibilidades de entender os 

mecanismos biológicos responsáveis pela teratogenicidade do etanol, o que é de fundamental 

importância para o desenvolvimento de tratamentos que possam reverter ou minimizar os 

diversos defeitos observados na FASD. 

 

 

Roedores como modelo para o estudo da FASD 

 

 

Os roedores estão entre as espécies mais utilizadas para investigar os mecanismos 

envolvidos com a teratogenicidade do etanol. Particularmente, ratos e camundongos 

apresentam uma série de comportamentos que são amplamente utilizados como ferramentas 

para estudar diversas condições neuropatológicas associadas com a exposição pré-natal ao 

álcool em humanos (Becker et al., 1996; Cudd, 2005; Hannigan, 1996). Além disso, os 

roedores são de fácil manutenção em laboratório, são bem conhecidos do ponto de vista 

biológico e atualmente existem diversas linhagens, principalmente de camundongos, 

transgênicas e knockouts com grande potencial para estudar os efeitos teratogênicos do álcool 

(Cudd, 2005; Suckow MA. et al., 2001).  

Um aspecto que deve ser considerado para a utilização de ratos e camundongos como 

modelo da FASD é que, do ponto de vista de maturação do sistema nervoso, estas espécies 

nascem em um estágio do desenvolvimento mais precoce que os humanos. Alguns parâmetros 

como os picos de neurogênese, mielinização e chegada de aferentes têm sido utilizados para 

balizar o estágio de desenvolvimento de roedores e humanos (Bandeira et al., 2009; Dobbing 

e Sands, 1979). Contudo, um dos parâmetros mais utilizados em estudos neurotoxicológicos é 

o período de surto de crescimento neural (do inglês, brain growth spurt) (Dobbing e Sands, 

1979). Este periodo é marcado por um súbito aumento na taxa de crescimento do cérebro, que 

nos estágios iniciais do desenvolvimento intrauterino aumenta de modo lento e progressivo e, 

repentinamente, cresce de modo exponencial durante certo período de tempo (Figura 2).  
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Figura 2 - Representação do surto de crescimento neural em humanos e camundongos 
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Em humanos, o surto de crescimento tem início no terceiro trimestre de gestação e 

atinge seu pico por volta do nascimento. Em camundongos este periodo se inicia no dia do 

nascimento e tem seu pico por volta do décimo dia pós-natal. Com base no período de surto 

de crescimento cerebral, vários autores têm considerado que, em ratos e camundongos, os 

primeiros 10 dias de vida pós-natal correspondem, do ponto de vista de desenvolvimento 

neural, ao período equivalente ao terceiro trimestre da gestação humana (Dobbing e Sands, 

1979; Nunes et al., 2011). Durante o surto de crescimento cerebral de humanos e roedores, 

algumas estruturas, como o neocórtex, o hipocampo e o cerebelo, estão em um período de 

intensa sinaptogênese e esta característica torna o sistema nervoso especialmente vulnerável 

ao contato com substâncias neurotóxicas (Dobbing e Sands, 1979; Hannigan e Armant, 2000; 

Spohr et al., 2007; Welch-Carre E., 2005). 

 

 

Alterações neurocomportamentais em roedores expostos ao etanol durante o 

desenvolvimento 

 

 

Os estudos realizados em roedores têm possibilitado um bom avanço na compreensão 

da fisiopatologia e dos fatores de risco associados com a exposição precoce ao etanol (Becker 

et al., 1996; Cudd, 2005; Hannigan JH. e Berman RF., 2000; Hannigan, 1996). Assim como 
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os humanos, roedores expostos ao etanol durante o desenvolvimento apresentam retardo de 

crescimento, anomalias crânio-faciais e uma série de distúrbios neurocomportamentais como 

a hiperatividade locomotora (Gilbertson e Barron, 2005; Melcer et al., 1994; Tran et al., 2000) 

e déficits de aprendizado e memória (Becker et al., 1996; Berman e Hannigan, 2000). 

Estudos em roedores sugerem que o tipo de anomalia provocada pelo etanol depende 

da linhagem estudada, quantidade consumida e do momento do desenvolvimento em que 

ocorre a exposição (Becker et al., 1996; Hannigan, 1996). Por exemplo, camundongos 

expostos a uma única dose de etanol no 7 dia de gestação apresentam defeitos crânio-faciais 

semelhantes aos observados em crianças com FAS que incluem olhos com fissuras palpebrais 

curtas, hipoplasia na porção média da face, narina reduzida, lábio superior bem mais fino que 

o inferior e o philtrum achatado (Sulik, 2005). Em um estudo em que uma solução de etanol 

(4,8%) foi utilizada como única fonte de água a qual fêmeas grávidas das sublinhagens de 

camundongos C57BL/B6J e C57BL/6NHsd tiveram acesso entre o 7º e o 16º dia  de gestação, 

mostrou que as fêmeas C57BL/6NHsd beberam maior quantidade de etanol, tiveram níveis de 

etanol em sangue superiores e seus filhotes apresentaram no 17º dia de gestação um número 

significativamente maior de alterações craniofaciais quando comparadas as fêmeas 

C57BL/B6J (Anthony et al., 2010).  

De modo geral, testes comportamentais têm sido desenvolvidos em roedores com o 

intuito de simular os três principais sintomas do TDAH (impulsividade, desatenção e 

hiperatividade) (Sagvolden et al., 2005). Contudo, o registro da hiperatividade locomotora em 

testes de campo aberto é, de longe, o mais amplamente estudado em roedores expostos ao 

etanol durante o desenvolvimento (Kelly et al., 1987; Melcer et al., 1994; Riley et al., 1993; 

Sagvolden et al., 2005; Slawecki et al., 2004; Thomas et al., 2001; Thomas et al., 2007). Além 

da simplicidade, a medida da distância percorrida por ratos ou camundongos em testes de 

campo aberto tem se mostrado uma ferramenta importante no estudo de vários aspectos do 

comportamento, genética e neurobiologia do TDAH (Lalonde e Strazielle, 2009; Sagvolden et 

al., 2005). A hiperatividade locomotora é uma característica comumente observada em várias 

linhagens endogâmicas, knockouts e transgênicas de roedores que normalmente são utilizadas 

como modelos de TDAH (Russell, 2007; Sagvolden et al., 2005). 

De particular interesse para este estudo, trabalhos realizados por diversos grupos de 

pesquisa vêm demonstrando de modo consistente que, em ratos e camundongos, o período de 

surto de crescimento cerebral é um período crítico para a manifestação da hiperatividade 

locomotora causada pelo etanol (Kelly et al., 1987; Melcer et al., 1994; Nunes et al., 2011; 

Riley et al., 1993; Slawecki et al., 2004; Thomas et al., 2001). Durante este período, que 
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corresponde aos 10 primeiros dias de vida pós-natal em ratos e camundongos, uma das 

consequências mais notáveis da exposição ao etanol é um grande aumento na morte neuronal 

por apoptose em diversas regiões cerebrais (Ikonomidou et al., 2000; Olney, 2004). De modo 

geral, o aumento da apoptose em estruturas como o neocórtex, o hipocampo e o cerebelo tem 

sido apontada como um fator preponderante na manifestação de transtornos 

neurocomportamentais decorrentes da exposição ao etanol durante o desenvolvimento como a 

hiperatividade locomotora (Han et al., 2005; Ieraci e Herrera, 2007; Medina, 2011; Wozniak 

et al., 2004).  

Nos últimos anos, contudo, um número crescente de estudos vem demonstrando que a 

exposição precoce ao etanol afeta o desenvolvimento de outras estruturas cerebrais que 

podem contribuir para a manifestação dos transtornos neurocomportamentais normalmente 

observados na FASD. Dentre estas estruturas, destaca-se o núcleo supraquiasmático do 

hipotálamo que exerce um papel central na manutenção dos ritmos circadianos e 

sincronização de um grande número de processos fisiológicos (Agapito et al., 2010; Allen et 

al., 2004; Allen et al., 2005a; Allen et al., 2005b; Farnell et al., 2008; Farnell et al., 2009; 

Handa et al., 2007). Particularmente, ratos expostos ao etanol durante o desenvolvimento 

apresentam mudanças no padrão circadiano de oscilação da atividade locomotora espontânea 

(Allen et al., 2005a) e no controle da temperatura corpórea e da secreção de corticosterona 

(Handa et al., 2007). Estas alterações fisiológicas têm sido associadas a alterações na 

produção de fatores neurotróficos (Allen et al., 2004; Farnell et al., 2009) e na expressão de 

vários genes que controlam o ritmo circadiano (Agapito et al., 2010; Farnell et al., 2008) 

causadas pelo etanol em neurônios do núcleo supraquiasmático.  

 

 

O Núcleo supraquiasmático e os sistemas de controle do ritmo circadiano 

 

 

Os ritmos biológicos são produto da interação existente entre o indivíduo e o meio e 

são coordenados por diferentes ciclos externos, como por exemplo, o sol, a lua e as estações 

do ano. Desta forma, os ciclos endógenos são coordenados por relógios biológicos que 

determinam em nosso organismo ritmos específicos em fase com a natureza. A rotação da 

Terra em torno de seu próprio eixo dura 24 horas e determina ciclos claros e escuros dentro 

desse período. Com o passar do tempo, os seres vivos desenvolveram habilidades para 

interpretar estes ciclos e associar de modo adequado algumas de suas atividades ao período 



23 

 

claro (dia) e outras ao período escuro (noite), portanto, foi possível assegurar que os processos 

fisiológicos aconteçam de maneira sincronizada e durante o momento mais apropriado do dia 

ou da noite (Panda S. et al., 2002). Em mamíferos, o ritmo circadiano tem influência sobre 

quase todos os aspectos fisiológicos e comportamentais como, sono e vigília, atividade 

cardiovascular, sistema endócrino, temperatura corporal, atividade renal, fisiologia do trato 

gastrointestinal, metabolismo hepático,etc (Panda S. et al., 2002; Reppert SM. e Weaver DR., 

2002).  

O ritmo circadiano desses animais é organizado da seguinte maneira: os chamados 

relógios periféricos se localizam em diversos tecidos do corpo e atuam em sincronia com o 

relógio central localizado no núcleo supraquiasmático, esse por sua vez, coordena os demais 

relógios fazendo com que ocorra uma troca de informação entre eles (Figura 3). Este núcleo, 

localizado bilateralmente na base do hipotálamo, recebe (por meio do feixe nervoso retino-

hipotalâmico) informação da luminosidade do ambiente. Propriedades essenciais do sinal 

luminoso como a duração e intensidade dos períodos, a duração das transições dia-noite e 

noite-dia (que dependem da estação do ano e da latitude) e a composição espectral da luz 

influenciam a função do núcleo supraquiasmático (Comas M. e Hut RA, 2009) que age como 

um relógio geneticamente determinado, que sincroniza a ordem temporal interna com o ciclo 

claro/escuro dado pelo movimento de rotação da terra em relação ao sol (Weaver, 1998). 

O núcleo supraquiasmático e os relógios periféricos atuam por meio de um circuito 

comum de transcrição de genes (genes de relógio) que gera os padrões rítmicos que regulam a 

sua própria expressão e a expressão de outros genes (genes controlados por relógio) que estão 

envolvidos na expressão, metabolismo, e/ou função de uma série de proteínas, dependendo da 

célula ou órgão. Em insetos e em mamíferos, os ritmos circadianos resultam da atuação de 

relógios controlados por tais genes relógios que geram ritmicidade e distribuição de sinais 

temporais, ajustando os ritmos internos em fase com ritmos externos (zeitgeber, do alemão, 

zeit = tempo; geber = doador), num processo chamado “entrainment”. Além dos ritmos 

diretamente controlados pelo núcleo supraquiamático, sabe-se hoje que células de diferentes 

órgãos como fígado, pulmão e rins contêm seus osciladores circadianos próprios e são 

capazes de gerar os ritmos circadianos, quando isolados do organismo e cultivados in vitro 

(Yamazaki et al., 2000). As bases moleculares da associação entre os relógios centrais e os 

periféricos são, entretanto pouco conhecidas.  
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Figura 3 - Sistema de controle do ritmo circadiano 
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Legenda: Representação esquemática da organização funcional do sistema de controle do ritmo circadiano. O 

núcleo Supraquiasmático é o relógio central que se relaciona com os demais relógios periféricos. 

 

 

Figura 4 – Representação do Núcleo Supraquiasmático e hipotálamo 

 

 

Legenda: O núcleo supraquiasmático (no centro do quadrado) em uma imagem de ressonância magnética 

(esquerda) e em uma representação esquemática com os outros núcleos hipotalâmicos (direita). 

 

Atualmente, é bem aceito que, em termos moleculares, o controle da expressão do 

ritmo circadiano envolve regulação celular através dos genes do relógio biológico (Albrecht e 



25 

 

Eichele, 2003; van Esseveldt et al., 2000). Esses genes codificam uma família de proteínas 

auto-reguladas por um mecanismo de feedback positivo e alças de feedback negativo da 

transcrição que ocorrem em ciclos de 24 horas (Albrecht e Eichele, 2003). 

As investigações genéticas e moleculares do ritmo circadiano em mamíferos 

demonstraram inicialmente a existência de um gene denominado CLOCK (Circadian 

Locomotor Output Cycle Kaput) basicamente temporizador  (Vitaterna et al., 1994). 

Sucessivamente, foi descoberto o gene BMAL1 que também é um temporizador, e que se une 

ao CLOCK formando um heterodímero, responsável pela transcrição dos genes: Period1 

(Per1), Period2 (Per2), Period3 (Per3), Cry1 (Cryptochome 1) e Cry2 (Cryptochome 2). Os 

genes Per1 e Per2 apresentam diferentes respostas a pulsos de luz enquanto o Per3 é 

independente da luz (Pereira et al., 2009). Este complexo gênico situa-se no núcleo 

supraquiasmático e atua na periodicidade dos ritmos circadianos. Em relação à mecânica 

molecular, sabe-se que os genes CLOCK e BMAL1 possuem domínio chamado basic-

heliloop-helix, que permite a interação destes genes com a molécula de DNA. Ou seja, o 

heterodímero uma vez formado possui capacidade de ligação com o DNA e age como um 

fator de transcrição para os outros genes relógio. Desta forma, foi proposta uma alça de 

retroalimentação negativa, que envolve a transcrição e tradução de todos os genes relógio, 

atuando como reguladora dos ritmos circadianos. Em resumo, o heterodímero formado pelas 

proteínas CLOCK/BMAL1, promove a transcrição dos genes Per1, Per2, Per3, Cry1 e Cry2. 

As proteínas codificadas por estes genes, uma vez sintetizadas, formam dímeros (PER-CRY) 

no citoplasma que, a partir de determinada concentração, retornam ao núcleo, bloqueando a 

ação do heterodímero CLOCK/Bmal1 na transcrição dos próprios genes, formando assim uma 

alça de retroalimentação negativa de transcrição e tradução, que dura aproximadamente 24 

horas. Outros genes têm sido descobertos e possuem como função estabilizar e realizar o 

controle fino do processo de temporização (Takumi et al., 1998).  

Na maquinaria molecular do relógio circadiano, além dos genes Per1, Per2, Per3, 

Cry1, Cry2 também são conhecidos: Reverbα (reverse erythroblastosis virus α) e Rorα 

(retinoid-related orphan receptor-α); dentre outros, representados pelos CCGs (clock-

controlled genes) (figura 5). O heterodímero CLOCK /BMAL1 viabiliza a transcrição destes 

genes. O feedback negativo é regulado pela associação de CRYs e PERs, que também 

formam um heterodímero no citoplasma. Ao penetrarem no núcleo, por força de concentração 

citoplasmática, inibem a transcrição e atividade de CLOCK/BMAL1 e consequentemente a 

produção de PERs e CRYs (Zanquetta et al., 2010). Receptores nucleares Reverbα e Rorα 

participam na regulação da expressão de BMAL1, inibindo ou ativando a transcrição, 
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respectivamente (Froy, 2010); a expressão gênica de Bmal1 também é regulada por Reverbα 

(inibição) e Rorα (estimulação), que concorrem para o mesmo elemento Rorα presentes no 

promotor BMAL1. A regulação da expressão dos CCGs do relógio circadiano confere 

ritmicidade a uma variedade de processos moleculares e fisiológicos. 

 

 

Figura 5 - Maquinaria molecular do relógio circadiano 

 

Citoplasma

Núcleo

 

Legenda: As linhas retas representam  estimulação. As linhas tracejadas, inibição.  

Fonte: (Zanquetta et al., 2010)  

 

De modo interessante, defeitos nos mecanismos acima podem ser responsáveis pela 

desincronização dos ritmos internos com o meio gerando uma dificuldade de manutenção da 

homestase ou até mesmo um processo patológico. Em acordo com esta ideia, pesquisas 

recentes sugerem que os genes controladores do ritmo circadiano, bem como suas variantes 

(polimorfismos de nucleotídeo único) contribuem para a manifestação de algumas desordens 

psiquiátricas em crianças e adolescentes, como o Transtorno de Défict de Atenção e 

Hiperatividade (TDAH), transtornos do humor (depressão e transtorno bipolar), esquizofrenia 

e ansiedade (Dueck A. et al., 2012). 
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Associação entre a disfunção dos sistemas de controle do ritmo circadiano, o TDAH e a 

hiperatividade induzida pela exposição ao etanol durante o desenvolvimento 

 

 

Nos últimos anos, um número crescente de estudos vem demostrando alterações de 

ritmo circadiano em individuos com TDAH. Comparadas a controles, crianças com TDAH 

apresentam um aumento da atividade durante o dia (principalmente no início da tarde), mas 

não apresentam este aumento durante a noite (Imeraj et al., 2011). Em estudos que avaliam o 

comportamento durante o sono, crianças com TDAH exibem um aumento significativo da 

atividade motora durante as primeiras horas da noite, logo após as luzes se apagarem durante 

o período de indução do sono (Ironside et al., 2010). Atrasos no início e término do período 

de sono associados a atrasos na produção de melatonina também foram observados em 

crianças e adultos com TDAH (Bijlenga et al., 2013; van der Heijden et al., 2005; Van Veen 

et al., 2010). Algumas anormalidades na secreção de cortisol foram verificadas em crianças 

com TDAH (Blomqvist et al., 2007; Kaneko et al., 1993), mas não foram encontradas em 

adultos com TDAH (Guilding e Piggins, 2007).  

Alterações nos genes de controle do ritmo circadiano têm sido descritas nos indivíduos 

com TDAH. Polimorfismos no gene CLOCK são um fator de risco para o TDAH, tanto em 

adultos (Kissling et al., 2008) como em crianças (Xu et al., 2010). Um estudo mais recente 

demonstrou que o ritmo de expressão dos genes BMAL1 e PER2 é reduzido e os níveis de 

cortisol apresentam uma alteração em seu ritmo em adultos com TDAH(Blagrove et al., 

2012). Polimorfismos no gene Per2 também têm sido descritos em jovens com TDAH 

(Brookes et al., 2006).  

Em roedores, alterações de ritmo circadiano têm sido associadas com a hiperatividade 

locomotora. Hamsters adultos submetidos a uma dieta insuficiente em ácidos graxos poli-

insaturados desde o inicio da gestação apresentaram, quando comparados aos controles, 

hiperatividade locomotora e uma redução de 52% nos picos noturnos de melatonina (Lavialle 

et al., 2008). Ratos Wiggling com idades entre 12 a 14 semanas apresentaram uma 

hiperatividade locomotora mais proeminente durante a noite (Masuo et al., 2007). Em 

contraste, ratos adolescentes expostos ao bisphenol-A no 5º dia pós-natal apresentaram uma 

hiperatividade locomotora que foi mais acentuada durante a fase clara do ciclo circadiano do 

que durante a fase escura (Kiguchi et al., 2008).  
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 Tomados em conjunto, estes estudos sugerem que distúrbios no sistema de controle do 

ritmo circadiano podem contribuir para a manifestação dos transtornos neurocomportamentais 

observados no TDAH, em particular a hiperatividade locomotora. Este dado é particularmente 

importante se considerarmos que a exposição ao etanol durante o período de surto de 

crescimento cerebral que causa uma marcante hiperatividade locomotora (Gilbertson e 

Barron, 2005; Melcer et al., 1994; Nunes et al., 2011; Tran et al., 2000) e também é capaz de 

afetar a função do núcleo supraquiasmático e dos sistemas de controle do ritmo circadiano. 

Particularmente, ratos expostos ao etanol durante o desenvolvimento apresentam mudanças no 

padrão circadiano de oscilação da atividade locomotora espontânea (Allen et al., 2005a; 

Earnest et al., 2001; Farnell et al., 2008; Sakata-Haga et al., 2006).  

Desta forma, é possível que os distúrbios nos sistemas de controle no ritmo estejam 

associados à manifestação da hiperatividade locomotora causada pela exposição precoce ao 

etanol, contudo, esta hipótese, ainda que plausível, carece de suporte experimental capaz de 

validá-la. 
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1 OBJETIVOS 

 

 

Considerando a necessidade de se compreender melhor os mecanismos envolvidos 

com a manifestação dos efeitos deletérios da exposição ao etanol durante o desenvolvimento 

do sistema nervoso e que os déficits neurocomportamentais observados na FASD como a 

hiperatividade locomotora podem estar associados com alterações no sistema de controle do 

ritmo circadiano os principais objetivos deste projeto foram: 

 

a) Avaliar os efeitos da exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento 

cerebral na atividade locomotora medida em diferentes períodos do ciclo circadiano; 

 

b) Avaliar se a exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento cerebral 

afeta a expressão de proteínas dos genes de controle do ritmo circadiano PER 1, PER 

2 e PER 3 (Clock gens) em diferentes horários. 
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2 METODOLOGIA 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Esse estudo foi realizado sob aprovação do Comitê de Ética Para Uso Animal do 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(CEUA/002/2014). Todos os procedimentos realizados neste estudo estão de acordo com a 

declaração de Helsinque e com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratório adotado 

e promulgado pelo Instituto Nacional de Saúde.  

Neste estudo foram utilizados camundongos Suíços cujas matrizes foram adquiridas 

do Instituto Vital Brazil (Niterói, RJ). Os animais foram criados e mantidos no biotério do 

Laboratório de Neurofisiologia da UERJ em um ciclo de luminosidade de 12 horas (início do 

período escuro = 13 horas) a uma temperatura controlada em torno de 22 °C. Os animais 

tiveram livre acesso à comida e água.  

 

 

2.2 Exposição ao etanol ou salina 

 

 

No dia do nascimento (PN1), as ninhadas foram designadas para receber uma injeção 

ip de 5 µl/g de etanol (25% em salina) constituindo o grupo exposto ao álcool (ETOH, 186 

animais, provenientes de 14 ninhadas) ou receberam uma injeção ip de 5 µl/g de solução de 

NaCl a 9% formando o grupo controle (SAL, 174 animais provenientes de 12 ninhadas ). As 

injeções foram feitas, alternadamente, do segundo dia pós-natal (PN2) ao oitavo dia pós-natal 

(PN8), ou seja, em PN2, PN4, PN6 e PN8. 

Após as injeções, os filhotes eram recolocados em uma caixa com maravalha onde 

permaneciam por um período aproximado de 10 minutos até serem devolvidos à progenitora. 

Com base no risco de lesão dos órgãos da cavidade abdominal, utilizamos uma agulha de 

calibre 28. A agulha era cuidadosamente inserida apenas para penetrar na parede abdominal e 

chegar à cavidade peritoneal. Para minimizar o vazamento pelo local da injeção a agulha era 

retirada lentamente da cavidade abdominal.  
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A dose de etanol foi escolhida baseada em estudos anteriores realizados em nosso 

laboratório (Filgueiras et al., 2009; Nunes et al., 2011) que utilizaram a mesma dose e geraram 

níveis de etanol em soro semelhantes àqueles encontrados em fetos humanos após a ingestão 

materna de doses moderadas a altas de etanol (Eckardt et al., 1998). O tratamento em dias 

alternados foi realizado a fim de reproduzir o consumo intermitente e abusivo de etanol (binge 

drinking) em humanos, o qual está associado a severos danos cognitivos e a déficits 

comportamentais (Maier e West, 2001).  

Estudos realizados por nosso grupo utilizando este protocolo de administração de 

etanol demonstraram que aproximadamente 90% dos animais injetados com etanol 

sobrevivem até a idade dos testes (Filgueiras et al., 2009; Nunes et al., 2011). A taxa de 

sobrevivência foi calculada para cada ninhada pela razão entre o número de animais vivos no 

dia do teste e o número de animais observados em PN2.  

Ao completarem 21 dias de vida (PN21) os animais foram desmamados e separados 

em gaiolas de acordo com os horários em que seriam submetidos ao teste de campo aberto 

(mínimo de 2 animais, máximo de 5 animais por gaiola).  

 

 

2.3 Análise da atividade locomotora  

 

 

Em PN30, a atividade locomotora espontânea foi avaliada automaticamente em um 

monitor de atividade (EP-149, Insight, SP), que consistiu em uma caixa de acrílico (46.5 × 

46.5 × 35 cm) equipada com duas barras paralelas contendo 16 pares de emissores e sensores 

de infravermelho alinhados e posicionados a 1,5 cm do chão (Figura 6). A distância 

percorrida pelos animais, parâmetro utilizado para avaliar a atividade locomotora espontânea, 

foi calculada automaticamente por um computador conectado ao monitor de atividade a partir 

da contagem do número de interrupções dos feixes de infravermelho. A distância percorrida 

pelos animais foi registrada em intervalos de 1 minuto durante um período de 15 minutos.  

Para a realização do teste, cada camundongo foi individualmente colocado no centro 

da arena. No final de cada sessão, o animal era retirado do monitor de atividade e, antes do 

próximo animal ser colocado na arena, o chão e as paredes eram limpos com toalha de papel 

descartável levemente embebida com solução de 40% de álcool. 
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         Figura 6 - Foto do equipamento para teste de campo aberto 

 

 

 

Os animais de cada uma das ninhadas foram submetidos ao teste de campo em um dos 

seguintes horários: durante o período claro, os animais foram testados entre 6:00 e 7:30h ou 

entre 12:00 e 13:30h e durante o período escuro os testes foram realizados entre 18:00 e 

19:30h ou entre 0:00 e 01:30h. Durante o período escuro, os animais foram manipulados e 

testados sobre iluminação com luz vermelha (λ > 620nm). A temperatura foi mantida por 

volta de 22°C. 

 

 

2.4 Análise de Imunofluorescência 

 

 

2.4.1 Fixação do cérebro por perfusão intracardíaca 

 

 

Imediatamente após os testes comportamentais, uma parte dos animais de cada 

ninhada (no máximo 3 machos e 3 fêmeas por ninhada e horário) foram imediatamente 

anestesiados profundamente com Avertin e perfundidos por via intracardíaca. Neste 

procedimento, a cavidade torácica foi exposta e o pericárdio e timo extraído, para facilitar a 

introdução do scalp 21G , na extremidade inferior do ventrículo esquerdo dos animais. Logo 

após a introdução do scalp, foi rompida a parede do átrio direito dos animais e então, a bomba 

peristáltica MasterFlex L/S (Coole Parmer, USA) foi ligada em fluxo de gotejamento 

(4mL/min) com solução de NaCl 0,9%. Os animais foram submetidos a esta solução por cerca 
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de cinco minutos, ou até que seu fígado e pulmões apresentassem perda acentuada de 

coloração. Neste momento, procurou-se observar a ocorrência de extravasamento de líquido 

pelas narinas do espécime, o que indicava que a pequena circulação estava recebendo a 

perfusão, em detrimento da rede vascular cerebral. Neste caso procurou-se a correção do 

procedimento com a acomodação do scalp na aorta e oclusão das vias respiratórias dos 

animais, visando aumentar a pressão vascular da pequena circulação. Em seguida, a solução 

de salina foi substituída por uma solução de paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M e 

pH 7,4. A observação da contração de músculos da face indicava a preservação da circulação 

cerebral, que passava a receber o fixador durante os dez minutos seguintes. Finalmente, os 

animais foram submetidos à perfusão de solução de sacarose 10% em solução de 

paraformaldeido 4% diluído em tampão fosfato 0,1M e pH 7,4, durante cinco minutos. 

Finda a perfusão, os cérebros foram cuidadosamente extraídos e imersos em solução 

de sacarose 10% em paraformaldeido 4% diluído em tampão fosfato 0,1M e pH 7,4 durante 

duas horas, quando então eram imersos em solução de sacarose 20% em tampão fosfato 0,1M 

e pH 7,4 durante a noite. 

 

 

2.4.2 Preparação dos cortes histológicos  

 

 

O corte dos cérebros foi realizado em criomicrótomo (HYRAX C 25, ZEISS) regulado 

para obtenção de cortes de 20 micrometros de espessura. Para isto, os cérebros foram 

incluídos em meio para cortes congelados OCT (do inglês: Optimal Cutting Temperature; 

Tissue-Tek 4583, Sakura, USA), congelando em nitrogênio líquido durante a inclusão. Os 

cérebros foram montados de modo a permitir a obtenção de cortes coronais a partir da parte 

frontal do cérebro. Com o auxílio de um atlas estereotáxico (Paxinos G.,Franklin K., 1996) o 

espécime foi alinhado, de modo a fornecer cortes coronais de porções equivalentes dos dois 

hemisférios cerebrais. Os cortes foram desprezados até o surgimento do núcleo 

supraquiasmático na região hipotalâmica do cérebro (de Bregma - 0,22 mm a Bregma – 0,82 

mm). A partir daí, os cortes foram recolhidos em lâminas gelatinizadas de modo seriado. 

Dispostos em dois cortes por lâmina. Cada um foi recolhido sequencialmente em uma posição 

da lâmina, permitindo que cada lâmina contivesse regiões semelhantes do núcleo 

supraquiasmático (SCN).  
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As lâminas serialmente numeradas foram embrulhadas em pacotes de papel laminado 

e armazenadas em freezer a -20°C. A expressão dos Clock gens: PER 1,2,3 no hipotálamo dos 

animais, foi avaliada em diferentes tratamentos (ETOH ou SAL) sob diferentes horários e 

iluminação.  

 

 

2.4.3 Imunofluorescência 

 

 

A imunomarcação para a identificação dos Clock gens foi feita em cortes de regiões 

semelhantes do SCN e a marcação foi feita em um mesmo momento para todos os cortes. A 

marcação de PER 1,2,3 foi feita, respectivamente com o uso do anticorpo primário PER1 N-

20; PER2 E -20; PER3 T-20 (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) diluição 1:200. A contra-

marcação para a localização das células foi feita com o uso de DAPI (Sigma-Aldrich) diluição 

1:5000. A montagem das lâminas foi realizada com o uso do Prolong Antifade (Invitrogen). 

Para todas as marcações, foi usado anticorpo primário diluído em BSA (do inglês: 

Bovine Serum Albumin) e DAPI diluído em água destilada. Dispostas em bandeja de análise 

histológica, uma lâminas de cada espécime, contendo 4 cortes de regiões do núcleo 

supraquiasmático, foram usadas para cada marcação. Cada corte foi fixado com acetona a -20 

ºC por quinze minutos e recebeu três lavagens de cinco minutos cada, com triton X-100 0,5% 

em tampão fosfato diluído em salina (PBS), pH 7,4. Posteriormente, os cortes receberam três 

lavagens de cinco minutos, primeiro de PBS 1X, após mais três lavagens de PBS/BSA 1%. Os 

cortes receberam PBS/BSA 5% durante uma hora. Após a retirada do PBS, cada corte recebeu 

30 μL do anticorpo primário e foram colocados overnight em geladeira a 4
o
C. 

No dia seguinte, os cortes foram submetidos a uma lavagem de vinte minutos cada 

com PBS/BSA 5%; três lavagens de cinco minutos com PBS/BSA 1% e incubados com 

anticorpo secundário anti-goat 1:400 diluído em PBS/BSA 1% conjugado com fluoróforo 

Alexa 546 (Invitrogen) por 60 minutos. Em seguida foram submetidos a seis lavagens de 

cinco minutos cada com PBS pH 7,4, três lavagens de dois minutos com água destilada e, em 

seguida foram marcados com DAPI e novamente lavados com água destilada. As lâminas 

foram secas com papel filtro, e montadas com Prolong Antifade e seladas com esmalte. 
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2.4.4 Análise dos cortes histológicos  

 

 

As laminas foram observadas em microscópio confocal Zeiss 510 Meta (Laboratório 

de Microscopia Eletrônica Prof. Luiz Henrique Monteiro Leal LABMEL/UERJ /IBRAG). Em 

objetiva de 63x, foram obtidas imagens de áreas semelhantes, identificadas próximo ao 

terceiro ventrículo da região do SCN de cada corte. As imagens histológicas coletadas foram 

analisadas quantitativamente com o auxílio do software Image Pro Plus (Media Cybernetics, 

USA) sendo os dados expressos sob a forma de percentual de área imunomarcada ocupada no 

campo. Cada animal foi representado por três campos e para cada campo escolhemos cinco 

áreas de interesse baseados na marcação do DAPI, marcador de DNA, que delimita o núcleo 

das células (figura 7). Estas áreas de interesse, reposicionadas precisamente nas imagens das 

proteínas estudadas, forneceram os dados sobre a área relativa de marcação, expressa em 

termos de % de área (figura 8). Como não observamos a marcação da proteína alvo na 

imagem usada para dispor as regiões de interesse, eliminamos o viés da escolha de áreas mais 

ou menos marcadas para a quantificação, alem de evitarmos artefatos histológicos, como 

bordas de tecido e vasos sanguíneos. Estes dados foram transportados para uma planilha 

eletrônica e derivaram a média de área ocupada de determinada proteína em cada animal. 

Estas médias devidamente agrupadas foram comparadas estatisticamente pelo software Prism 

(GraphPad Inc., USA) com a aplicação do teste de Mann Whitney e Kruskal-Wallis. 

 

Figura 7 – Imagens da técnica de imunofluorescência 

   

Legenda: Imagens de um campo do núcleo supraquiasmático analisado de um animal do grupo ETOH testado 

entre 18:00 -19:30h. À esquerda a imagem dos núcleos marcados com DAPI, onde foi disposta uma 

área de interesse retangular. À direita a marcação de PER2 do respectivo campo com a proteína 

marcada em vermelho nos limites da área de interesse escolhida. 
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Figura 8 – Imagens da técnica de imunofluorescência 

 

     

Legenda: Imagens de um campo do núcleo supraquiasmático analisado, de um animal do grupo ETOH testado 

entre 18:00 -19:30h. À esquerda a imagem dos núcleos marcados com DAPI. No centro, a marcação 

de PER2, e à direita, a imagem composta. 

 

 

2.5 Avaliação do efeito da alteração da iluminação nos testes de campo aberto realizados 

durante o período escuro 

 

 

Com base nos resultados comportamentais obtidos no grupo de animais testados 

durante o período escuro no horário entre 18:00 e 19:30h, optamos por realizar um 

experimento adicional investigando o efeito de testar os animais sob iluminação de lâmpada 

fluorescente (luz branca) durante o período escuro. Para tanto, uma amostra independente de 

camundongos foram expostos ao etanol (64 animais, provenientes de 9 ninhadas) ou salina 

(76 animais, provenientes de 10 ninhadas) de modo idêntico ao descrito no item 3.2. Em 

PN30, os animais de cada ninhada foram distribuídos em quatro grupos experimentais 

organizados de acordo com o horário de teste e a condição de iluminação:  

 

a) Grupo testado entre 14:00 e 15:30h sob luz branca;  

b) Grupo testado entre 14:00 e 15:30h sob luz vermelha; 

c) Grupo testado entre 18:00 e 19:30h sob luz banca; 

d) Grupo testado entre 18:00 e 19:30h sob luz vermelha. 

 

Cumpre mencionar que nesta etapa, todos os testes foram realizados durante o período 

escuro do biotério, ou seja, os testes executados sob iluminação fluorescente branca 

representam uma quebra no ritmo circadiano destes animais.  
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Em todos os testes, a atividade locomotora foi registrada automaticamente conforme 

descrito no item 3.3. 

 

 

2.6 Análise estatística 

 

 

Os dados serão apresentados como médias e desvios padrões. Para todos os testes 

estatísticos o limite de significância foi de P< 0,05 (bicaudal). Com o objetivo de minimizar a 

influência dos efeitos de ninhada, nós consideramos a média dos valores dos machos e das 

fêmeas de uma mesma ninhada e não valores individuais (Wainwright, 1998).  

O teste exato de Fisher (2x2) foi utilizado para avaliar as diferenças entre os grupos 

com relação às taxas de mortalidade. Análises de variância univariadas (uANOVA) foram 

utilizadas para avaliar os dados de peso em P30. Análises de variância de repetição 

(rANOVA) foram realizadas para avaliar os dados de peso durante o tratamento (de PN2 até 

PN8) e os dados comportamentais. O tratamento neonatal, o horário de teste e o gênero foram 

usados como fatores de classificação (Between-Subjects Factors) tanto para as uANOVAs 

quanto para as rANOVAs. A idade e os intervalos de tempo foram utilizados como fatores de 

repetição (Within-Subjects Factors). Para simplificar a apresentação dos resultados das 

rANOVAs, foram mostrados apenas os resultados dos testes univariados e, nos casos em que 

houve rejeição da hipótese de esfericidade, os graus de liberdade foram corrigidos pelo 

método de Greenhouse-Geisser (Huynh e Feldt, 1976). ANOVAs de menor ordem para cada 

horário foram utilizadas toda vez que foram detectados efeitos do horário (P <0,05) ou 

interações envolvendo este fator (P < 0,10) nas ANOVAs (Snedecor GW. e Cochran WG., 

1967). Testes FLSD (Fisher’s Least Significant Difference Test) foram utilizados para as 

análises post hoc. 
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Massa corpórea 

 

 

A média de peso das ninhadas aumentou significativamente de PN2 a PN8 [Idade: F 

(1,74 / 55,72) = 340; P < 0,001]. Contudo, durante este período, os animais injetados com 

etanol apresentaram um ganho de peso menor do que os animais injetados com salina [Idade 

× Tratamento: F (1,7/55,7) = 8,0; P < 0,05]. Enquanto o aumento na massa corpórea dos 

animais do grupo ETOH foi de 110% e o dos animais do grupo SALINA foi de 140% (Tabela 

1).  

 

 

Tabela 1 - Massa corporal das ninhadas durante o período de exposição 

Peso médio das ninhadas (g) 

 PN2 PN4 PN6 PN8 

SALINA 2,0 ± 0,0 2,8 ± 0,0 3,8 ± 0,0 4,8 ± 0,0 

ETOH 2,0 ± 0,0 2,7 ± 0,0 3,5 ± 0,0 4,2 ± 0,0 

Valores representam as médias ± EPM 

 

 

Em PN30, não houve diferença de massa corpórea entre os animais dos grupos ETOH 

(21,3 ± 0,3 g) ou SALINA (20,6 ± 0,3 g) [Tratamento: F (1/69) = 0,001; P = 0,97]. Conforme 

o esperado, a massa corpórea média das fêmeas (19,8 ± 0,3 g) foi significativamente menor 

do que a dos machos (22,1 ± 0,3 g) [Sexo: F (1/69) = 8,5; P < 0,01]. Não houve interação 

entre Sexo e Tratamento para as medidas de massa corpórea em PN30. 
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3.2 Taxa de sobrevivência 

 

 

A maioria dos animais dos grupos ETOH e SALINA sobreviveu até a conclusão dos 

testes comportamentais (tabela 2). Não houve diferença na taxa de sobrevivência entre os 

animais que receberam injeções de salina ou etanol.  

 

Tabela 2 - Taxa de sobrevivência dos animais expostos ao etanol ou salina 

Grupo 
Total de animais 

injetados em PN2 

Total de animais 

mortos até PN30 

Taxa de 

sobrevivência 

SALINA 174 22 87,3% 

ETOH 186 34 81,7% 

 

 

3.3 Atividade locomotora  

 

 

De modo geral, a atividade locomotora caiu de modo marcante a partir do sexto 

minuto de teste [Intervalo de tempo: F (6,6/1050,2) = 37,8; P < 0,001]. Do primeiro ao sexto 

minuto do teste, o comportamento dos animais variou em função do horário em que foram 

realizadas as sessões experimentais [Intervalo de tempo × Horário: F (19,8/1050,2) = 3,0; P < 

0,001] (Figura 9A). Ao longo dos seis primeiros intervalos de tempo, a atividade locomotora 

dos animais testados entre 6:00 e 7:30h não mudou significativamente, a dos animais testados 

entre 12:00 e 13:30h apresentou um leve aumento (27 %) e a dos animais testados entre 18:00 

e 19:30h e entre 00:00 e 1:30h apresentou uma redução (respectivamente, 14% e 18%). Além 

disso, a atividade locomotora dos animais testados 00:00 e 1:30h foi maior que a dos animais 

testados entre 12:00 e 13:30h ao longo de todos os intervalos tempo. De fato, o grupo de 

animais testados entre 00:00 e 1:30h apresentou a maior atividade locomotora, o grupo dos 

animais testados entre 12:00 e 13:30h apresentou a menor e os grupos de animais testados 

entre 6:00 e 7:30h e entre 18:00 e 19:30h apresentou valores intermediários que não diferiram 

entre si [Horário: F (3/159) = 6,5; P < 0,001] (Figura 9B). 
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Gráfico 1 - Médias (+EPM) da ambulação em diferentes horários 

 

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

250,0

300,0

350,0
6:00-7:30h

12:00-13:30h

18:00-19:30h

0:00-1:30h

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

6:00-7:30h 12:00-13:30h 18:00-19:30h 0:00-1:30h

A

B

#

+

A
m

b
u

la
çã

o
 T

o
ta

l 
(c

m
)

A
m

b
u

la
çã

o
 T

o
ta

l 
(c

m
)

 

 

Legenda: Médias (+EPM) da atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto em diferentes horários 

do ciclo circadiano. Em A, estão representados os valores obtidos ao longo dos 15 intervalos de 1 

minuto. Em B, estão representados os valores obtidos no tempo total de teste (15 minutos). Notar que 

o grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h apresentou a maior atividade locomotora (+) e o 

grupo dos animais testados entre 12:00 e 13:30h apresentou a menor (#). Teste FLSD: * P < 0,001. 
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 De modo interessante, ANOVAs realizadas separadamente para cada horário 

indicaram que a exposição neonatal ao etanol promoveu hiperatividade locomotora apenas no 

grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h [Tratamento: F (1/35) = 4,5; P < 0,05] (Figura 

10). Neste grupo, é possível notar que, ao longo dos seis primeiros intervalos de tempo, a 

atividade locomotora dos animais expostos à salina caiu significativamente e a dos animais 

expostos ao etanol se manteve constante (Figura 10G e H). 
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Gráfico 2 - Médias (+EPM) da ambulação dos animais ETOH ou SAL em diferentes 

horários
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Legenda: Médias (+ erro padrão da média) da distância percorrida no teste de campo aberto dos animais 

expostos ao etanol (ETOH) ou à salina (SAL) no período neonatal em diferentes horários: durante a 

fase clara entre 6:00 e 7:30h (A e B) e entre 12:00 e 13:30h (B e C) e durante a fase escura entre 18:00 

e 19:30h (E e F) e entre 0:00 e 1:30h (G e H). Na coluna da  direita (A,C,E e G), estão representados 

os valores obtidos ao longo dos 15 intervalos de 1 minuto. Na coluna da esquerda (B,D,F e H), estão 

representados os valores no tempo total de teste (15 minutos). Notar que os animais expostos ao etanol 
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apresentaram maior atividade locomotora que os animais expostos à salina (A) durantes os testes 

realizados entre 0:00 e 1:30h (G e H). Teste FLSD: * P < 0,05. 

 

 

3.4 Efeito da alteração da iluminação nos testes de campo aberto realizados durante o 

período escuro 

 

 

A ausência de hiperatividade causada pelo etanol nos animais testados entre 18:00 e 

19:30h contrasta com um estudo anterior realizado em nosso laboratório em que animais 

injetados com etanol e salina nas mesmas condições do presente estudo apresentaram 

hiperatividade locomotora (Nunes et al., 2011). Duas diferenças metodológicas entre estes 

estudos poderiam explicar esta discrepância nos resultados: 1) no primeiro estudo os animais 

foram testados na primeira metade da fase escura do ciclo claro/escuro (luz apagando as 

13:00h e testes realizados entre 13:30 e 17:00h) e; 2). No primeiro estudo os animais foram 

testados com as luzes da sala de teste acesas. Desta forma, realizamos um experimento 

adicional para investigar os efeitos das condições de iluminação e do horário do durante o 

período escuro.  

 

 

3.4.1 Massa corpórea e taxa de sobrevivência 

 

 

A média de peso das ninhadas aumentou significativamente de PN2 a PN8 [Idade: F 

(1,5 / 23,2) = 313,9; P < 0,001] e conforme observado no estudo anterior, durante este 

período, os animais injetados com etanol apresentaram um ganho de peso menor do que os 

animais injetados com salina [Idade × Tratamento: F (1,5/23,2) = 5,0; P < 0,05]. Enquanto o 

aumento na massa corpórea dos animais do grupo ETOH foi de 107%, o dos animais do 

grupo SALINA foi de 129 % (Tabela3).  
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Tabela 3 - Massa corporal das ninhadas durante o período de exposição 

Peso médio das ninhadas (g) 

 PN2 PN4 PN6 PN8 

SALINA 2,1 ± 0,1 3,0 ± 0,1 3,9 ± 0,2 4,9 ± 0,2 

ETOH 2,0 ± 0,1 2,6 ± 0,0 3,4 ± 0,2 4,2 ± 0,0 

Valores representam as médias ± EPM 

 

Em PN30, não houve diferença de massa corpórea entre os animais dos grupos ETOH 

(21,8 ± 0,8 g) ou SALINA (22,0 ± 1,1 g) [Tratamento: F (1/37) = 0,03; P = 0,86]. Embora os 

valores de massa corpórea das fêmeas (20,9 ± 1,0 g) tenham sido menores que o dos machos 

(22,9 ± 1,0 g), esta diferença não alcançou significância estatística [Sexo: F (1/37) = 2,3; P = 

0,14]. Não houve interação entre Sexo e Tratamento para as medidas de massa corpórea em 

PN30. 

A maioria dos animais dos grupos ETOH e SALINA sobreviveu até a conclusão dos 

testes comportamentais (ETOH = 84%; SALINA = 97%). Não houve diferença na taxa de 

sobrevivência entre os animais que receberam injeções de salina ou etanol.  

 

 

3.4.2 Atividade locomotora 

 

 

De modo semelhante ao estudo anterior, a atividade locomotora caiu de modo 

marcante a partir do sexto minuto de teste [Intervalo de tempo: F (7,6/699,7) = 25,1; P < 

0,001]. Do segundo ao sexto minuto do teste, o comportamento dos animais variou em função 

da condição de iluminação na qual os testes foram realizados [Intervalo de tempo × 

Iluminação: F (7,7/699,7) = 2,3; P < 0,05] (Figura 11A). Neste período, a atividade 

locomotora dos animais testados sob a iluminação com luz branca não mudou 

significativamente e a dos animais testados sob a iluminação com luz vermelha apresentou 

uma significativa redução (22 %). Apesar disso, ao longo do teste, a atividade dos animais 

testados sob a iluminação com luz vermelha foi maior que a dos animais testados a 

iluminação com luz branca [Iluminação: F (1/91) = 7,8; P < 0,01] (Figura 11B).  
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Gráfico 3 - Médias (+EPM) da ambulação sob luz branca ou luz vermelha 
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Legenda: Médias (erro padrão da média) da atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto 

realizados durante a fase escura sob iluminação de luz branca ou luz vermelha. Em A, estão 

representados os valores obtidos ao longo dos 15 intervalos de 1 minuto. Em B, estão representados os 

valores obtidos no tempo total de teste (15 minutos). Notar que a atividade nos testes realizados sob 

iluminação de luz vermelha é a maior que a realizada sob iluminação com luz branca.  

 

 Não foram observadas diferenças entre os animais expostos ao etanol ou salina em 

nenhuma das condições avaliadas neste experimento (Gráfico 4).  
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Gráfico 4 - Médias (+EPM) da ambulação dos animais expostos ao ETOH ou SAL sob luz 

branca ou vermelha 
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Legenda: Médias (+erro padrão da média) da distância percorrida no teste de campo aberto dos animais expostos 

ao etanol (ETOH) ou à salina (SAL) no período neonatal durante o ciclo escuro entre 14:00 e 15:30h 

(A-D) e entre 18:00 e 19:30h (E-H) e sob diferentes condições de iluminação: LB (luz branca) e LV 

(luz vermelha). Na coluna da direita (A,C,E e G), valores obtidos ao longo dos 15 intervalos de 1 

minuto do teste. Na coluna da esquerda (B,D,F e H), valores no tempo total de teste (15 minutos). 

 

3.5 Análise da expressão dos genes de controle do ritmo circadiano 
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 Em relação à expressão dos genes Per 1 (Figura9), as ANOVAs realizadas 

separadamente para cada horário indicaram que a imunomarcação do grupo ETOH foi 

significativamente menor que a do grupo SALINA para os animais testados entre 18:00 e 

19:30h [Tratamento: F (1/6) = 23,9; P < 0,01] e tendeu a significância estatística para os 

animais testados entre 12:00 e 13:30h [Tratamento: F (1/11) = 4,4; P = 0,06]. Não foram 

observadas diferenças significativas para os animais testados entre 6:00 e 7:30h e entre 0:00 e 

1:30h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Médias (+EPM) do percentual de área marcada para o gene PER 1 
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das medidas do percentual de área marcada dos

campos de imunofluorescência do núcleo

supraquiasmático para o gene PER 1 nos

diferentes horários. Em B - I, fotomicrografias

das áreas representativas do núcleo

supraquiasmático obtidos em microscopia

confocal, marcados com PER 1 em cor laranja e

DAPI em azul. Na coluna da esquerda temos as

imagens do grupo SALINA e na da direita, as do

ETOH. Na primeira linha temos as imagens dos

animais testados entre 6:00-7:30h, na segunda

linha, entre 12:00-13:30h, na terceira linha, entre

18:00-19:30h e na quarta linha, entre 0:00-1:30h.
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Em relação à expressão dos genes Per 2 (Figura 10), as ANOVAs realizadas 

separadamente para cada horário não indicaram nenhuma diferença entre os animais dos 

grupos ETOH e SALINA. 

 

Figura 10 - Médias (+EPM) do percentual de área marcada para o gene PER 2 
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Legenda: Em A, médias ( erro padrão da média)

das medidas do percentual de área marcada dos

campos de imunofluorescência do núcleo

supraquiasmático para o gene PER 2 nos

diferentes horários. Em B - I, fotomicrografias

das áreas representativas do núcleo

supraquiasmático obtidos em microscopia

confocal, marcados com PER 2 em cor laranja e

DAPI em azul. Na coluna da esquerda temos as

imagens do grupo SALINA e na da direita, as do

ETOH. Na primeira linha temos as imagens dos

animais testados entre 6:00-7:30h, na segunda

linha, entre 12:00-13:30h, na terceira linha, entre

18:00-19:30h e na quarta linha, entre 0:00-1:30h.
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Em relação à expressão dos genes Per 3, a imunomarcação variou em função do 

horário [Horário: F (3/34) = 5,0; P < 0,01]. Particularmente, os valores apresentados pelos 

animais testados entre 12:00 e 13:30h (1,3 ± 0,3) foram significativamente menores que a dos 

animais testados no período escuro entre 18:00 e 19:30h (3,1 ± 0,4) e entre 0:00e 1:30h (2,5 ± 

0,4). Além disso, os valores apresentados pelos animais testados entre 18:00 e 19:30h (3,1 ± 

0,4) foram significativamente maiores que a dos animais testados no período claro entre 6:00 

e 7:30h (1,9 ± 0,4) e entre 0:00 e 1:30h (2,5 ± 0,4). As ANOVAs realizadas separadamente 

para cada horário não revelaram diferenças significativas entre os grupos ETOH e SALINA 

para a expressão do gene Per3 (Figura 11). 
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Figura 11 - Médias (+EPM) do percentual de área marcada para o gene PER 3 
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das áreas representativas do núcleo

supraquiasmático obtidos em microscopia

confocal, marcados com PER 3 em cor laranja e

DAPI em azul. Na coluna da esquerda temos as

imagens do grupo SALINA e na da direita, as do
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4 DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Resumo dos resultados 

 

 

Considerando que os distúrbios neurocomportamentais causados pelo consumo de 

bebidas alcoólicas durante a gestação como a hiperatividade locomotora podem estar 

associados com alterações no sistema de controle do ritmo circadiano, neste estudo avaliamos, 

em camundongos, os efeitos da exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento 

cerebral na atividade locomotora e na expressão dos genes de controle do ritmo circadiano em 

diferentes momentos do ciclo claro/escuro. Além disso, investigamos se a condição de 

iluminação (luz branca x luz vermelha) afeta a atividade locomotora dos animais expostos ao 

etanol ou à salina nos testes realizados durante o período noturno (14:00 - 15:30 ou 18:00 - 

19:30h).  

Os animais injetados com etanol apresentaram um ganho de peso menor do que os 

animais injetados com salina durante o período de exposição. Contudo, em PN30, essa 

diferença de pesos nos grupos já não foi mais encontrada. Apesar do caráter invasivo das 

injeções intraperitoneais, a maioria dos animais dos grupos ETOH e SALINA sobreviveu até 

a conclusão dos testes comportamentais.  

De modo geral, a atividade locomotora caiu consideravelmente a partir do sexto 

minuto de teste. Entretanto, no início das sessões experimentais o comportamento dos animais 

foi afetado de modo marcante pelo horário e pela condição de iluminação do experimento. Ao 

longo dos seis primeiros minutos, a atividade locomotora dos animais testados durante o 

período claro ou durante o período escuro sob a iluminação com luz branca não mudou 

significativamente ou apresentou um leve aumento e a dos animais testados no período escuro 

sob iluminação com luz vermelha apresentou uma marcante redução. Além disso, o grupo de 

animais testados entre 00:00 e 1:30h apresentou a maior atividade locomotora e o grupo dos 

animais testados entre 12:00 e 13:30h apresentou a menor ambulação. Para os animais 

testados no período escuro entre 18:00 e 19:30h, a atividade locomotora foi menor sob a 

iluminação com luz branca do que sob a iluminação com luz vermelha. 

De modo importante, exposição neonatal ao etanol promoveu hiperatividade 

locomotora apenas no grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h. 
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 Em relação aos genes de controle do ritmo circadiano, exposição neonatal ao etanol 

afetou apenas a expressão do gene Per1. Em comparação com os animais do grupo SALINA, 

a expressão do grupo ETOH foi menor entre 18:00 e 19:30h e tendeu a significância 

estatística entre 12:00 e 13:30h. A imunomarcação do gene Per3 variou em função do horário 

sendo mais alta 18:00 e 19:30h e mais baixa entre 12:00 e 13:30h. 

 

 

4.2 Via de administração do etanol 

 

 

A metodologia utilizada em uma pesquisa é dependente de diversos fatores como, os 

objetivos do trabalho, o laboratório em que se desenvolve, etc, dessa maneira, Diversas 

técnicas de administração de etanol em roedores neonatos podem ser utilizadas, por exemplo, 

o modelo de criação artificial (pup in the cup model), a administração por via oral (gavagem 

ou administração da solução de etanol nas garrafas de água das gaiolas) e as câmaras de 

inalação de vapor de etanol (Diaz e Samson, 1980; Filgueiras et al., 2009; Kelly e Lawrence, 

2008; Nunes et al., 2011; Pal e Alkana, 1997).  Apesar da consistência dos resultados obtidos 

com estas técnicas, cada uma delas apresenta desvantagens e limitações, afinal, outros fatores 

inerentes às técnicas, além da toxicidade do etanol, podem afetar os resultados 

neurocomportamentais. Por exemplo, no modelo de criação artificial uma cânula é inserida 

cirurgicamente no estômago dos filhotes que ficam isolados da mãe e dos demais filhotes e 

nos modelos que envolvem a administração do etanol via gavagem os filhotes são submetidos 

à frequente estresse por manipulação e separação da progenitora e a própria inserção do tubo 

de gavagem pode lesionar o trato digestivo e afetar o comportamento de mamar. O 

procedimento empregado em nossos estudos foi o de injeções intraperitoneais, esta via de 

administração foi utilizada em estudos prévios do nosso grupo (Diaz e Samson, 1980; 

Filgueiras et al., 2009; Filgueiras et al., 2010) e por outros autores (Forbes et al., 2013; 

Legastelois et al., 2013). A técnica tem como aspectos positivos a simplicidade, a rapidez com 

que o álcool atinge o sistema nervoso central e a possibilidade de corrigir a dose de álcool 

pelo peso dos animais. Apesar do risco de lesão dos órgãos da cavidade abdominal, a maioria 

dos animais sobreviveu até o trigésimo dia pós-natal. 
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4.3 Ganho de peso e taxa de sobrevivência 

 

 

Em um estudo toxicológico, a medida de ganho de massa corpórea dos animais no 

decorrer do tratamento é de grande importância(Henck, 2002). O crescimento corpóreo pode 

ser um indicador sensível do estado de saúde geral e a avaliação periódica do peso pode 

sugerir se os animais estão com a saúde comprometida ou se estão se recuperando de um 

insulto (Henck, 2002).  Além disso, o conhecimento sobre a massa corpórea no momento do 

teste comportamental é importante para a interpretação dos dados uma vez que alterações no 

tamanho dos animais podem confundir os resultados comportamentais (Henck, 2002).  

Durante o período de exposição, nossos dados mostraram que os animais do grupo 

ETOH tiveram um ganho de massa inferior ao grupo SALINA, sugerindo que a exposição ao 

etanol compromete o desenvolvimento dos animais. Dado este que está em acordo com 

resultados já encontrados em ratos submetidos, em dias alternados, a injeções intraperitoneais 

de etanol (5mg/kg) de PN4 a PN10 (Filgueiras et al., 2010). Além disso, nossos dados 

também estão de acordo com estudos em humanos que mostraram que o consumo de bebidas 

alcoólicas durante a gestação é capaz de promover um retardo no crescimento corpóreo 

durante a infância (Jones KL. et al., 1973; Jones KL. e Smith DW., 1973). O retardo no 

crescimento decorrente da exposição gestacional ao álcool tem sido associado com a redução 

dos níveis de hormônio do crescimento (Blaine et al., 1999; Conway e Garbouzova, 1996), 

que é um fator promotor do crescimento durante desenvolvimento gestacional (Anderson e 

Scanes, 2012). Contudo, outros fatores podem contribuir para o retardo do crescimento 

causado pela exposição precoce ao etanol, como por exemplo, a diminuição da ingestão de 

leite decorrente da sedação, da redução dos movimentos reflexos da mandíbula responsáveis 

pela sucção do leite (Kogo et al., 1996; Turman, Jr. et al., 1999) ou da diminuição do apetite 

(Werts et al., 2013). Um estudo recente demonstrou que a maioria das crianças cujas mães 

ingeriram álcool durante a gravidez apresentavam obesidade ou baixo peso e 31,6% dessas 

crianças reclamavam de falta de apetite, enquanto 57% apresentaram um consumo excessivo 

de açúcar (Werts et al., 2013).  

Em contraste com nossos resultados, alguns estudos realizados em camundongos, 

inclusive por nosso grupo, não encontraram diferenças no ganho de peso durante o período de 

exposição. Em camundongos expostos ao vapor de etanol (com nível de álcool em sangue 

variando de 160 a 290mg/dL) de PN2 a PN14 não foram observadas diferenças de peso em 

relação aos seus controles durante o período de tratamento (Pal e Alkana, 1997). A exposição 
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ao etanol por via intraperitoneal em dias alternados de PN2 até PN8 também não afetou o 

ganho de peso dos camundongos (Filgueiras et al., 2009; Nunes et al., 2011) mesmo quando 

estes foram comparados com animais não injetados (Filgueiras et al., 2009). Vale mencionar 

que nos estudos prévios realizados por nosso grupo (Filgueiras et al., 2009; Nunes et al., 

2011), a dose de etanol, o período de exposição e a quantidade de injeções foram os mesmos 

que os do presente estudo. Contudo, enquanto no presente estudo a maioria das ninhadas 

apresentou entre 8 a 12 animais, nos demais trabalhos desenvolvidos em nosso laboratório a 

maioria das ninhadas apresentaram mais de 12 animais. Este fato é particularmente 

importante, pois, um estudo atualmente em andamento em nosso laboratório demonstra que o 

efeito do etanol no ganho de massa dos animais depende do número de filhotes da ninhada no 

momento das injeções. Ou seja, quanto menor é o número de filhotes em uma ninhada, mais 

evidente é o retardo no crescimento causado pelo etanol.  

 No dia do teste, a massa corporal dos animais tratados com etanol ou com salina não 

diferiu. Este resultado sugere que, apesar do retardo no crescimento durante o período 

neonatal, os animais conseguem recuperar a massa corporal no início da adolescência. Vale 

mencionar que a ausência de diferenças na massa corporal na adolescência não descarta a 

possibilidade de que mais tardiamente os animais expostos ao etanol apresentem alterações na 

massa corpórea. Em acordo com esta ideia está o fenômeno de programação metabólica no 

qual roedores submetidos à desnutrição durante o período de lactação desenvolvem obesidade 

na vida adulta (de Moura E.G., et al., 2008). 

 

 

4.4 Efeito do intervalo 

 

 

Para todos os grupos formados, independente do tratamento neonatal, do horário e da 

condição de iluminação, foi observado um declínio na atividade locomotora a partir do 6
o
 

minuto de teste. Em estudos de comportamento rotacional de nado livre, por exemplo, já foi 

descrito que a atividade natatória diminui do primeiro para o último intervalo de tempo 

(Krahe et al., 2001; Schmidt et al., 1999). Em relação ao teste de campo aberto, outros 

trabalhos também demonstraram que no decorrer do experimento a atividade locomotora 

apresenta uma atenuação. Em um estudo que avaliou a expressão de acetilcolina e a atividade 

locomotora, tanto os camundongos com expressão exacerbada quanto os controles tiveram 
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uma redução na taxa de ambulação no campo aberto ao longo dos 120 minutos de teste, sendo 

que nos primeiros vinte minutos a queda foi bastante acentuada (Nagy e Aubert, 2013).  

Nosso resultado foi obtido em 15 minutos de teste, sugerindo que a queda na média de 

locomoção não se deve somente à uma provável fadiga dos animais e, portanto, há um outro 

fator associado. Em estudos de comportamento é comum o uso do termo habituação, que diz 

respeito a uma aprendizagem não-associativa que é caracterizada por uma redução 

progressiva na intensidade de uma resposta a um estímulo constante ou repetitivo.  Sendo 

assim, no início do teste quando ainda há o elemento de novidade, grande parte da atividade 

dos animais está associada com a exploração do ambiente, por hora desconhecido, entretanto, 

após alguns minutos na medida em que o meio se torna familiar, o fator novidade passa a não 

contribuir mais com a locomoção dos animais (Kenzer et al., 2013; Leussis e Bolivar, 2006). 

Essa habituação dentro de uma mesma sessão de teste é denominada intra-sessão, já quando 

ela ocorre entre uma sessão e outra o termo utilizado é habituação inter-sessões (Ribeiro-

Carvalho et al., 2010; Thiel et al., 1999). Tem sido proposto que a habituação intra-sessão 

mede a capacidade de o animal aprender sobre o ambiente de teste, ao passo que a habituação 

inter-sessão reflete a memória do que foi aprendido na sessão anterior (Leussis e Bolivar, 

2006). Desta forma, quanto mais simples é um ambiente e/ou maior é a capacidade do animal 

explorar e aprender sobre o ambiente de teste, mais rápida será a habituação.  

 

 

4.5 Efeito do horário e da iluminação no comportamento ao longo do teste  

 

 

 São muitos os fatores que levaram determinadas espécies a desenvolverem hábitos 

noturnos. Roedores, em geral, apresentam uma preferência em se alimentar e se locomover 

durante o período escuro e, por isso, possuem mecanismos específicos que permitem sua 

adaptação a essas condições. Sendo assim, estudos que comparam a proporção de certas 

atividades desses animais com os horários em que são realizadas, frequentemente, 

demonstram que os comportamentos adotados pelo animal variam em função do horário do 

dia. Uma série de estudos demonstraram que a atividade locomotora de ratos e camundongos 

medida em rodas de atividade (running wheels) é maior durante toda a fase escura do ciclo 

circadiano (Allen et al., 2005a; Klejbor et al., 2013; Rosenthal et al., 2005; Sakata-Haga et al., 

2006). De modo geral, assim que as luzes apagam os animais começam a se locomover nas 

rodas de atividade e utilizam as rodas diversas vezes durante a maior parte do tempo da fase 
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escura. Durante a fase claro são raros os momentos em que os animais utilizam as rodas de 

atividade. Com base nos resultados obtidos com a roda de atividade, seria esperado que, no 

presente estudo, a atividade locomotora nos testes realizados na fase escura (18:00-19:30h 3 

0:00-1:30) fossem superiores a dos testes realizados na fase clara (6:00-7:30h e 12:00-13:30). 

Contudo, em nosso estudo diferenças foram observadas apenas entre os animais testados no 

final das fases clara e escura. Particularmente, o grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h 

apresentou a maior atividade locomotora, o grupo dos animais testados entre 12:00 e 13:30h 

apresentou a menor e os grupos de animais testados entre 6:00 e 7:30h e entre 18:00 e 19:30h 

apresentou valores intermediários que não diferiram entre si. Esta discrepância pode estar 

associada à algumas diferenças entre os testes de campo aberto e os teste realizados com as 

rodas de atividade.  

Geralmente as rodas de atividade são adaptadas nas gaiolas em que os animais são 

criados e mantidos e a atividade locomotora é registrada 24 horas por dia durante vários dias 

consecutivos. Além disso, neste modelo, o animal fica livre para iniciar e interromper a 

atividade na roda quantas vezes quiser. Por esta razão, as rodas de atividade são consideradas 

um paradigma para avaliar a atividade locomotora geral dos animais (Careau et al., 2012). 

Alguns etologistas especulam que a atividade na roda reflete aspectos das distâncias 

percorridas naturalmente pelos animais diariamente nas gaiolas (Swallow et al. 2009; Feder et 

al. 2010). Por outro lado, no teste de campo aberto os animais são colocados em um ambiente 

totalmente novo e a atividade locomotora é medida por um tempo bem menor (entre 5 

minutos e 2 horas). De fato, o teste de campo aberto vem sendo utilizado em roedores 

principalmente para avaliar o comportamento exploratório e a reatividade emocional 

(Choleris et al., 2001; Prut e Belzung, 2003). De modo geral, o teste de campo aberto é muito 

simples e consiste simplesmente em colocar o animal em uma arena da qual não há como 

escapar devido às paredes circundantes. No campo aberto, é possível extrair reações de defesa 

do animal, visto que este novo ambiente pode ser potencialmente perigoso à sua 

sobrevivência (Choleris et al., 2001). Em tal situação, roedores espontaneamente preferem a 

periferia do aparato à parte central da arena (Choleris et al., 2001; Prut e Belzung, 2003). O 

tempo gasto na parte central, a razão entre a ambulação no centro e total ou a latência para 

entrar na parte central da arena são normalmente utilizados como indicadores de ansiedade 

(Prut e Belzung, 2003). Generalizando, um aumento destas medidas pode ser interpretado 

como um efeito ansiolítico, enquanto que o contrário, isto é, a diminuição destas variáveis, 

como um efeito ansiogênico (Choleris et al., 2001; Prut e Belzung, 2003). 
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De forma interessante, no presente estudo o horário do teste afetou o comportamento 

dos animais no inicio das sessões experimentais. Particularmente, ao longo dos seis primeiros 

minutos, a atividade locomotora dos animais testados durante o período claro não mudou 

significativamente (entre 6:00-7:30h) ou apresentou um leve aumento (entre 12:00 e 13:30h) 

enquanto que nos animais testados nos dois horários do período escuro apresentou uma 

marcante redução. Considerando a natureza exploratória da atividade locomotora nos testes de 

campo aberto, a diferença início dos testes pode estar associada ao fato de que durante a fase 

clara os animais podem utilizar a visão para explorar o ambiente. Utilizando a visão os 

animais poderiam cobrir uma grande extensão da área de teste com poucos movimentos de 

cabeça necessitando, portanto, de pouca ambulação. Em contraste, nos testes realizados 

durante a fase escura, os animais não podem contar com a visão para explorar o ambiente e 

tem que contar com o sistema de vibrissas de modo mais pronunciado. Considerando a 

pequena área coberta pelas vibrissas (comparada à visão), as maiores distâncias percorridas 

pelo animal no inicio dos testes realizados na fase escura podem ser uma consequência do fato 

de que as animais precisam deambular para obter informações táteis do ambiente com as 

vibrissas (tigmotaxia). Na medida em que os animais aprendem sobre o ambiente este 

comportamento diminui e a atividade locomotora se reduz.  

Um fato interessante é que nos experimentos realizados para avaliar a condição de 

iluminação, o comportamento dos animais testados na fase escura sob a iluminação com luz 

branca foi idêntico ao comportamento dos animais testados durante a fase clara. 

Particularmente, a atividade locomotora foi menor e praticamente não caiu ao longo dos 

primeiros seis minutos. Este fato sugere que, pelo menos para o tipo de recipiente utilizado 

em nosso estudo o fato do animal poder utilizar a visão foi mais importante do que 

propriamente o horário em que foram realizadas as sessões. 
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4.6 Exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento cerebral promove 

marcante hiperatividade 

 

 

 A hiperatividade gerada pela exposição precoce ao etanol é tema de diversos estudos 

e, atualmente, além de comprovada se encontra bem difundida. Trabalhos realizados por 

nosso grupo, inclusive, demonstraram que a administração de etanol durante os 10 primeiros 

dias pós-natais causa hiperatividade locomotora em camundongos pré-púberes (Nunes et al., 

2011). Esse assunto é vasto e recorrente na literatura, sendo possível encontrar estudos da 

década de 1980 até os dias atuais, Kelly et al., 1987; Melcer et al., 1994; Riley et al., 1993; 

Slawecki et al., 2004; Thomas et al., 2001; Thomas et al., 2007, mostrando de modo 

consistente que este período é critico para a manifestação da hiperatividade locomotora em 

roedores. 

É importante notar que os 10 primeiros dias de vida pós-natal em ratos e camundongos 

correspondem à fase de aumento exponencial do período de surto de crescimento cerebral 

(Dobbing e Sands, 1979). Durante este período, ocorrem os picos de uma série de processos 

fundamentais para a formação da circuitaria neural como a migração de populações neuronais, 

o crescimento axonal e dendrítico e a sinaptogênese em diversas regiões cerebrais (Goodlett 

CR. et al., 2005; Goodlett e Horn, 2001). Além disso, neste período os circuitos já formados 

são refinados pela retração dos terminais e pela morte celular por apoptose (Olney et al., 

2000). Desta forma, qualquer perturbação durante este período pode comprometer de modo 

significativo à formação das futuras redes neurais e, portanto, acarretar em prejuízos 

geralmente irreversíveis para a vida do indivíduo. Uma série de estudos tem mostrado que a 

exposição ao etanol durante este período é capaz de interferir com a proliferação celular, a 

adesão entre células, a morte celular programada, a migração neuronal, o crescimento axonal 

e a sinaptogênese (Goodlett CR. et al., 2005; Goodlett e Horn, 2001).  

Alguns autores têm sugerido que a neuroapoptose causada pelo etanol desempenha um 

papel determinante na fisiopatologia da hiperatividade locomotora e de outras desordens 

neurocomportamentais causadas pela exposição precoce ao etanol (Han et al., 2005; Ieraci e 

Herrera, 2006; Medina, 2011; Wozniak et al., 2004). Esta ideia é consistente com os estudos 

que mostram que crianças com TDAH apresentam redução significativa na espessura cortical 

e menores volumes no córtex pré-frontal, núcleo estriado e córtex cingulado anterior e que 

quanto menores os volumes mais severos são os sintomas do TDAH (Dopheide e Pliszka, 

2009; Krain e Castellanos, 2006). Embora a etiologia do TDAH não seja completamente 
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conhecida, é bem aceita a ideia que uma disfunção do córtex pré-frontal e/ou suas conexões 

com o córtex cingulado anterior, núcleos da base e cerebelo subjazem os distúrbios 

neurocomportamentais dos indivíduos com TDAH (Arnsten, 2011; Durston et al., 2011; 

Liston et al., 2011). Particularmente, a hiperatividade locomotora tem sido associada a uma 

hipofunção dos neurônios dopaminérgicos e noradrenérgicos do núcleo estriado que projetam 

para o córtex pré-frontal (Sagvolden et al., 2005). Vale mencionar que as projeções 

catecolaminérgicas provenientes dos estriado atuam em interneurônios no córtex pré-frontal 

exercendo forte influência modulatória (Sagvolden et al., 2005). 

Além da redução do número de neurônios, a exposição ao etanol no período de surto 

de crescimento cerebral é capaz de promover outras ações que podem perturbar a sequencia 

normal do desenvolvimento e levar aos distúrbios funcionais nos circuitos corticoestriatais 

observados nos indivíduos com TDAH (Arnsten, 2011; Durston et al., 2011; Liston et al., 

2011). Um número crescente de evidências sugere que a exposição gestacional ao etanol 

durante o terceiro trimestre, promove uma diminuição das funções celulares mediadas pelos 

segundos-mensageiros AMPc e GMPc (Filgueiras et al., 2010; Lantz et al., 2012; Medina, 

2011; Nunes et al., 2011; Paul et al., 2010). Estudos em roedores têm sugerido que prejuízos 

nas vias de sinalização mediadas pelo AMPc e o GMPc contribuem para a hiperatividade 

locomotora observada em animais que estão em um estado hipocatecolaminérgico (Paine et 

al., 2009; Pascoli et al., 2005; Russell, 2003). Nestas vias o aumento das concentrações 

intracelulares de AMPc e GMPc causados pela ativação dos receptores dopaminérgicos ou 

adrenérgicos levam a ativação de proteínas cinases dependentes de nucleotídeo PKA (cAMP-

dependent protein kinase) e PKG (cGMP-dependent protein kinase) (Medina, 2011). Tanto a 

PKA como a PKG fosforilam fatores de transcrição como o CREB (cAMP response element 

binding protein) e o SRF (serum response factor) levando a expressão de uma série de genes 

que modulam a excitabilidade neuronal e a plasticidade (Goto e Grace, 2007; Gurden et al., 

1999; Gurden et al., 2000). A administração de vimpocetina, um inibidor da fosfodiesterase 

do tipo 1 (PDE1, enzima que converte o AMPc em AMP e o GMPc em GMPc), restaura os 

níveis de AMPc e GMPc e é capaz de mitigar a hiperatividade  de animais expostos ao etanol 

durante o período equivalente ao terceiro trimestre da gestação humana (Nunes et al., 2011). 
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4.7 Apenas o grupo de animais testado no final da fase escura apresentou hiperatividade 

causada pelo etanol 

 

 

A ausência de diferenças na atividade locomotora entre os animais dos grupos ETOH 

e SALINA testados nos demais horários da fase escura é, de certa forma, surpreendente uma 

vez que a hiperatividade causada pela exposição ao etanol durante o período de surto de 

crescimento cerebral tem sido demonstrada em roedores durante o período noturno 

independentemente do fato de os animais terem sido testados sob iluminação com luz 

vermelha (Melcer et al., 1994; Riley et al., 1993), luz branca (Slawecki et al., 2004) ou com as 

luzes apagadas (Thomas et al., 2001). Esta discrepância sugere que outros fatores, além do 

horário ou da condição de iluminação, podem ter interferido com os nossos resultados. De 

fato, não encontramos hiperatividade locomotora causada pelo etanol mesmo quando 

variamos a condição de iluminação (luz branca × luz vermelha) e o horário do teste durante a 

fase escura (testes entre 14:00 e 15:30h × testes entre 18:00 e 19:30h).  

Um aspecto importante na utilização do teste de campo aberto como modelo para 

avaliar a hiperatividade locomotora é que o grau de novidade da situação experimental ao 

qual o animal é submetido pode influenciar os resultados (Russell, 2011). De modo geral é 

bem aceita a ideia de que a hiperatividade locomotora é dependente do contexto e não pode 

ser observada em situações novas ou situações em que o individuo é submetido a uma grande 

quantidade de estímulos (Sagvolden et al., 2005; Wickens et al., 2011). Ratos da linhagem 

SHR (spontaneous hypertensive rat), que estão entre os modelos animais mais utilizados para 

o estudo do TDAH, não diferem dos controles no início dos testes, mas apresentam marcada 

hiperatividade com a progressão dos testes (Sagvolden, 2000). De modo semelhante, crianças 

com TDAH não se mostram hiperativas durante o inicio das consultas ou exames clínicos, 

mas mostram níveis crescentes de atividade na medida em que o tempo passa (Wickens et al., 

2011). Esta influencia do grau de novidade (ou não familiaridade) nos níveis de atividade se 

opõe a ideia de uma hiperatividade locomotora constante e involuntária no TDAH. Esta 

característica tem sido considerada de grande importância quando se considera a validade de 

modelos animais, uma vez que muitos autores se concentram apenas em obter modelos com 

altos níveis de atividade locomotora em qualquer condição experimental. 

Outro fator que pode influenciar os resultados em testes de campo aberto é o tipo de 

recipiente utilizado (Russell, 2011). Em acordo com esta ideia, em um estudo realizado em 

nosso laboratório durante o mesmo período do presente estudo, seguindo o mesmo protocolo 
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de exposição ao etanol, mas utilizando outro recipiente para o teste de campo aberto (caixa de 

madeira, paredes negras, 45cm x 45cm x 45cm), observamos uma marcante hiperatividade 

locomotora em testes realizados entre 14:00 e 17:00h. Em um estudo realizado em nosso 

laboratório entre 2008 e 2010 também encontramos hiperatividade locomotora em 

camundongos Suíços expostos ao etanol de modo idêntico ao do presente estudo, mas 

utilizando um terceiro recipiente como campo aberto (caixa de polipropileno, 37,6 cm × 30,4 

cm × 17cm) e testando os animais entre 13:30 e 17:00h com as luzes da sala de teste acesas 

(Nunes et al., 2011). De modo interessante, no presente estudo, os animais expostos ao etanol 

não diferiram dos animais expostos à salina no inicio do teste e na medida em que o teste 

progrediu a hiperatividade se tornou mais evidente. No estudo realizado por Nunes e 

colaboradores (2011) os animais expostos ao etanol foram hiperativos ao longo de todos os 

intervalos de tempo dos 10 minutos de teste. Vale mencionar que um padrão semelhante de 

hiperatividade é observado quando a atividade locomotora é medida em rodas de atividade 

(situação experimental de baixíssima novidade) onde os animais expostos ao etanol 

apresentam hiperatividade locomotora que pode ser observada com facilidade do momento 

em que as luzes se apagam até a hora em que são acesas (Sakata-Haga et al., 2006).  

Com base nesses dados, é possível especular que as diferenças com relação ao 

tamanho e/ou material das caixas utilizadas como recipientes de teste tenham contribuído para 

que o grau de novidade que os animais foram expostos tenha variado em cada um dos nossos 

estudos. Particularmente, o recipiente utilizado no presente estudo pode oferecer ao animal 

uma carga de estimulação mais acentuada que os recipientes utilizados nos outros estudos e, 

portanto, constitua um ambiente menos favorável a manifestação da hiperatividade 

locomotora. Neste caso, o fato de que a exposição neonatal ao etanol promoveu hiperatividade 

locomotora apenas no grupo de animais testados entre 00:00 e 1:30h deve ser interpretado 

com cautela. Este horário não deve ser tomado como o único momento para observação da 

hiperatividade, mas sim deve ser considerado o momento mais favorável à manifestação da 

hiperatividade. Desta forma, nossos dados sugerem que os distúrbios funcionais nos circuitos 

corticoestriatais responsáveis pela hiperatividade locomotora podem estar mais acentuados no 

final da fase escura do que nas demais fases do ciclo claro escuro. 
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4.8 Efeito da exposição precoce ao etanol na expressão dos genes de controle do ritmo 

circadiano 

 

 

Nossos dados mostrando diferenças entre os animais dos grupos ETOH e SALINA na 

expressão dos genes Per 1 está em acordo com alguns estudos que mostram que durante o 

período de surto de crescimento cerebral a exposição ao etanol prejudica a capacidade de 

gerar ritmos endógenos do núcleo supraquiasmático (Allen et al., 2004; Allen et al., 2005b; 

Handa et al., 2007). Ratos adultos expostos ao etanol de PN4 até PN9 mantidos em um ciclo 

de claro/escuro de 12/12h por 21 dias aumentam prontamente sua atividade locomotora no 

running wheel se as luzes do ambiente são apagadas 6 horas antes do horário habitual 

enquanto que os animais dos grupos não-manipulado ou controle submetidos as mesmas 

condições mantém seu ritmo por pelo 10 minutos após o apagar das luzes e levam de quatro a 

cinco dias a mais que animais expostos ao etanol para se reajustar ao novo regime de claro e 

escuro (Allen et al., 2005a). Ratos expostos ao etanol entre PN4 e PN9 mantidos em total 

escuridão a partir dos 5 meses de vida apresentam, quando comparados aos controles, 

diminuição seguida pela perda do ritmo circadiano na produção de BDNF (brain derived 

neurotrofic fator) no núcleo supraquiamático (Allen et al., 2004).  

Embora os mecanismos específicos pelos quais o etanol é capaz de afetar os ritmos 

circadianos ainda não sejam conhecidos, alguns autores tem sugerido que estes distúrbios 

podem estar associados com as alterações causadas pelo etanol no desenvolvimento do núcleo 

supraquiasmático e/ou nas vias envolvidas com a transmissão da informação luminosa para o 

núcleo supraquiasmático (Allen et al., 2004; Allen et al., 2005b; Handa et al., 2007). Uma das 

possibilidades envolve o fato de que a exposição ao etanol durante o período de surto de 

crescimento cerebral promove um grande aumento da neuroapoptose em diversas regiões 

cerebrais (McGee e Riley, 2006). Em acordo com esta ideia, a exposição a 4,5 g/kg de etanol 

promove uma pequena, mas significante redução na densidade celular no núcleo 

supraquiasmático de ratos que podem representar uma grande redução na conectividade 

sináptica intranuclear (Farnell et al., 2004). Como o relógio supraquiasmático consiste de um 

conjunto de osciladores autônomos que são endogenamente capazes de gerar ritmo (Welsh et 

al., 1995), as alterações na comunicação sináptica causadas pelo etanol podem prejudicar o 

acoplamento e a sincronização dos múltiplos osciladores e assim comprometer propriedades 

básicas como a sua regulação pela luz (Allen et al., 2005a). 
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Outra explicação possível é que a exposição neonatal ao etanol pode afetar de modo 

permanente o desenvolvimento do sistema visual. A exposição ao etanol durante o período 

perinatal causa hipoplasia e diminuição da mielinização dos axônios do nervo óptico (Harris 

et al., 2000; Pinazo-Duran et al., 1997). Além disso, exposição ao etanol durante o período de 

surto de crescimento cerebral induz um aumento da neuroapoptose tanto das células 

ganglionares da retina como nos neurônios do núcleo geniculado lateral (Tenkova et al., 

2003). Vale mencionar que o período de surto de crescimento cerebral é crítico para formação 

das sinapses entre as fibras do trato retino-hipotalâmico com o núcleo supraquiasmático (Speh 

e Moore, 1993). É possível ainda que a exposição ao etanol iniba o refinamento das projeções 

do trato retino-hipotalâmico que ocorre em ratos entre PN6 e PN10 (Moore, 1991). 

Finalmente, não se pode descartar o fato de que a exposição ao etanol afete os níveis 

de substratos neuroquímicos responsáveis pela função do núcleo supraquiasmático. Dentre 

estes substratos estão o fotopigmento melanopsina e o neurotransmissor polipeptídeo 

hipofisário ativador de adenilato ciclase (PACAP) que mediam a transdução da informação 

luminosa no núcleo supraquiasmático. O primeiro presente nas células ganglionares da retina 

(Hattar et al., 2002) e o segundo é o principal neurotransmissor da via retinohipotalâmica 

(Hannibal, 2002). Tem sido sugerido que algumas alterações de ritmo circadiano decorrentes 

da exposição precoce do etanol podem ser causadas pelo aumento da fototransdução mediada 

pela melanopsina ou pela potenciação do papel do PACAP na transmissão no núcleo 

supraquiasmático (Allen et al., 2005b). Outras moléculas importantes podem ser os 

nucleotídeos cíclicos AMPc e o GMPc que participam da regulação dos ritmos do 

núcleosupraquiasmático (Feil et al., 2009; Ferreyra e Golombek, 2000). Vale mencionar que 

um número crescente de evidências sugere que a grande gama de distúrbios 

neurocomportamentais causados pela exposição gestacional ao etanol durante o terceiro 

trimestre, tem como um denominador comum uma diminuição das funções celulares 

mediadas pelos segundos-mensageiros AMPc e GMPc (Filgueiras et al., 2010; Lantz et al., 

2012; Medina, 2011; Nunes et al., 2011; Paul et al., 2010).  
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4.9 A hiperatividade locomotora causada pela exposição precoce ao etanol pode estar 

associada com as perturbações no sistema de controle do ritmo circadiano do núcleo 

supraquiasmático 

 

 

Neste estudo observamos que os efeitos da exposição ao etanol durante o período de 

surto de crescimento cerebral na atividade locomotora e no sistema de controle do ritmo 

circadiano ocorreram apenas em um dos horários da fase escura do ciclo circadiano. 

Particularmente, a hiperatividade locomotora ocorreu apenas no final da fase escura (entre 

0:00h e 1:00h) e uma redução na expressão do gene Per1 no núcleo supraquiasmático ocorreu 

no meio da fase escura (entre 18:00h e 19:30h). 

De modo interessante, polimofirsmos de nucleotídeo único (SNPs) no gene PER1 

foram observados em indivíduos com o TDAH (Lasky-Su et al., 2008). Como o núcleo 

supraquiasmático controla os relógios periféricos por meio de um circuito comum de 

transcrição de genes de relógio e que a exposição precoce ao etanol afeta os sistemas de 

controle de ritmo do núcleo supraquiasmático, é possível que a alteração na expressão do gene 

Per1 esteja associada com a alteração de ritmo em estruturas cerebrais que estão envolvidas 

com a manifestação do TDAH. Dentre estas estruturas o córtex pré-frontal merece especial 

atenção.Uma série de estudos tem associado os distúrbios neurocomportamentais observados 

no TDAH como a hiperatividade locomotora com a disfunção do córtex pré-frontal (Arnsten, 

2011; Durston et al., 2011; Liston et al., 2011; Sagvolden et al., 2005). Muitas das funções 

mediadas pelo córtex pré-frontal como a atenção (Kraemer et al., 2000) e o humor (Owens et 

al., 2000) exibem um padrão circadiano estereotipado. Além disso, o córtex infralímbico, a 

porção mais ventral do córtex pré-frontal medial recebe, via núcleo paraventricular do tálamo, 

um grande número de projeções provenientes do núcleo supraquiasmático (Sylvester et al., 

2002). 

Considerando que deve haver um intervalo de tempo entre a expressão dos genes de 

relógio e a efetiva transformação na função celular nas células dos tecidos alvo, é razoável 

supor que as alterações na atividade locomotora observadas apenas no grupo de animais 

testados entre 0:00 e 1:30h poderiam ser decorrentes de uma alteração prévia na expressão 

dos genes de relógio que regulam a função de estruturas como o córtex pré-frontal. Vale 

mencionar ainda que, de modo oposto ao observado entre 18:00 e 19:30h, a expressão de Per1 

parece estar aumentada no grupo de animais expostos ao etanol no intervalo entre 0:00 e 

1:30h. Desta forma, novos estudos devem ser conduzidos para investigar melhor esta 
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hipótese. Particularmente, deveremos investigar a expressão dos genes de relógio no córtex 

pré-frontal medial e no núcleo supraquiasmático em diferentes intervalos de tempo entre 

18:00 e 1:30h. 
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CONCLUSÕES 

 

 

a) O horário de realização dos testes foi determinante para a manifestação da 

hiperatividade locomotora causada pela exposição ao etanol durante o período de 

surto de crescimento cerebral. Particularmente, foi possível encontrar um efeito da 

exposição precoce ao etanol somente no grupo de animais testados entre 00:00 e 

01:30, quando animais que receberam álcool apresentaram hiperatividade comparados 

ao animais que receberam salina. Nos demais horários de realização dos testes os 

tratamentos não demonstraram diferença significativa na atividade locomotora. 

 

b) A exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento cerebral afetou a 

expressão dos genes de controle do ritmo circadiano. Animais tratados com álcool 

apresentaram uma expressão do gene Per1menor que os animais tratados com salina 

entre 18:00 e 19:30h. 
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