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RESUMO

O uso de benzodiazepinicos (BZDs) durante a gestacdo, destacando-se o alprazolam, ¢
comum ¢ nao se conhece o impacto disso no tecido neural do feto. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos do alprazolam no Sistema
Nervoso Central (SNC) de filhotes de ratas Wistar expostas ao farmaco. Foram
utilizados 30 animais (24 fémeas e 6 machos, CEUA protocolo 014/17). As fémeas
foram divididas em trés grupos (n=8): controle (CT, 0 mg/animal), tratamento 1 (T1,
1,25 mg/animal) e tratamento 2 (T2, 30 mg/animal), e, ficaram dois machos por grupo
para a copula. O alprazolam foi administrado por via oral dez dias antes da copula e
durante toda a gestacdo. Foram avaliados: o nimero de individuos por ninhada, a
porcentagem de machos e fémeas por ninhada, o peso das maes e dos filhotes, as
alteragdes macroscopicas do encéfalo. E, no bulbo olfatério e cerebelo dos filhotes,
avaliamos: a densidade e tamanho celular, gliose, densidade sinaptica, inflamagao, e,
estresse oxidativo. Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significativas em
relacdo a quantidade e sexo dos filhotes, peso corporal das maes e dos filhotes, e,
alteragdes macroscopicas do encéfalo. Em relagdo a morfologia, as duas areas
analisadas ndo apresentaram diferencas em relacdo a densidade celular, mas, no
cerebelo foi detectada uma maior presenca de células menores nos grupos T1 e T2. De
todas as proteinas analisadas por Western blotting, o cerebelo apresentou aumento na
expressao de Iba-1 e NF-xBp65 no grupo T1 quando comparada aos demais grupos. Ja
o bulbo olfatério ndo apresentou alteragdes nas expressoes proteicas analisadas. Os
experimentos de estresse oxidativo mostraram um aumento na degradacdo oxidativa dos
lipidios nos grupos T2 quando comparados com T1 em ambas as regides e aumento dos
niveis de proteinas carbonilas no grupo T1 em relagdao ao CT no cerebelo. Concluimos
que o tratamento com alprazolam durante a gestacdo pode estar envolvido com

alteracdes celulares que afetaram mais o cerebelo dos filhotes.

Palavras-chave: benzodiazepinicos, desenvolvimento, sistema nervoso, neuronio, glia.



ABSTRACT

The use of benzodiazepines (BZDs) during pregnancy, especially alprazolam, is
common and its impact on the fetal neural tissue is not known. In this sense, the present
study aimed to investigate the effects of alprazolam on the Central Nervous System
(CNS) of Wistar rat pups exposed to the drug. Thirty animals (24 females and 6 males,
CEUA protocol 014/17) were used. Females were divided into three groups (n = 8):
control (TC, 0 mg / animal), treatment 1 (T1, 1.25 mg / animal) and treatment 2 (T2, 30
mg / animal). With two males per group for copulation. Alprazolam was administered
orally ten days before copulation and throughout pregnancy. We evaluated: the number
of individuals per litter, the percentage of males and females per litter, the weight of
mothers and pups, the macroscopic changes of the brain. And, in the pups' olfactory
bulb and cerebellum, we evaluated: cell density and size, gliosis, synaptic density,
inflammation, and oxidative stress. The results showed no significant differences
regarding the number and sex of pups, body weight of mothers and pups, and
macroscopic changes of the brain. Regarding morphology, the two areas analyzed
showed no differences in cell density, but in the cerebellum a significant decrease in the
amount of smaller cells was detected in T1 and T2 groups. Of all proteins analyzed by
Western blotting, the cerebellum showed increased expression of Iba-1 and NF-xBp65
in T1 group compared to the other groups. The olfactory bulb, on the other hand,
showed no alterations in the protein expressions. Oxidative stress experiments showed
an increase in oxidative degradation of lipids in groups T2 compared to T1 in both
regions and increased levels of carbonyl proteins in group T1 compared to CT in the
cerebellum. We conclude that treatment with alprazolam during pregnancy may be

involved with cellular changes that most affected the pups' cerebellum.

Keywords: benzodiazepines, development, nervous system, neuron, glia.
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1.INTRODUCAO

Embora existam varios estudos e relatos de casos individuais sobre o uso de
benzodiazepinicos (BDZs) na gravidez humana, os dados referentes a teratogenicidade e
aos efeitos no desenvolvimento ainda sdo inconsistentes. Desde a década de 70 ha
evidéncias que a exposi¢ao do primeiro trimestre de vida fetal aos BZDs no tutero
resultou no nascimento de alguns bebés com fissuras faciais, malformagdes cardiacas e
outras malformacgdes multiplas. J4 o uso tardio do terceiro trimestre e exposi¢ao durante
o trabalho de parto parece estar associado a riscos muito maiores para o neonato.

Testes de teratologia em roedores e coelhos sdo normalmente requisitados para
que uma nova medicacdo seja aprovada. Os testes pré-clinicos sdo importantes na
previsdo de tratamentos que podem ter potencial teratogénico, entretanto, alguns dados
de toxicidade reprodutiva sdo limitados antes da comercializacdo de uma medicagao.
Apesar do diazepam e do maleato de midazolam terem sido aprovados pela agéncia
reguladora norte-americana Food and Drug Administration (FDA) sem indicios de
efeitos teratogénicos, varios estudos e relatos de casos demonstraram a possibilidade de
teratogenicidade destas substancias que se enquadram no conjunto de drogas
denominadas BZDs.

Considerando-se o elevado niimero de gestantes que utilizam medicagdes de
forma cronica e pelo fato de os farmacos poderem causar danos fetais e possiveis
teratogenicidade, justifica-se a realizacdo de ensaios biologicos para analises
toxicoldgicas e teratogénicas dos efeitos do uso de medicagdes durante o periodo preé-
natal. Uma vez que, ainda, ha poucos estudos que avaliaram o potencial lesivo dos
BZDs, especialmente do Alprazolam, o mais usado por gestantes. Nesse contexto,
alguns dados da literatura cientifica apontam que o uso de BZDs na gestagdo pode
prejudicar o desenvolvimento do Sistema Nervoso do feto, por atuar de forma agonista
ao neurotransmissor acido gama amino-butirico (GABA), influenciando o periodo da
sinaptogénese, ou, tendo acdo sobre o balanco redox, disparando estresse oxidativo no

tecido neural.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Transtornos mentais durante a gesta¢ao

O transtorno mental comum refere-se a um grupo de doencas mentais, tais como:
depressdo, transtorno de ansiedade generalizada e social, transtorno do panico, fobias,
transtorno obsessivo compulsivo e transtorno de estresse pos-traumatico, que estdo
envolvidas com alteracdes dos pensamentos, sentimentos, comportamento e
relacionamento. Sua prevaléncia na populacdo mundial ¢ de 29,2%, sendo mais comum
no sexo feminino (LUCCHESE et al., 2017; CAMACHO et al., 2006). A ansiedade
destaca-se dentro desses transtornos e pode ser definida como um estado desagradavel
de medo, apreensao, tensdo e inquietacdo, caracterizada por desconforto derivado de
antecipagdo de perigo ou de algo desconhecido. Seus sintomas envolvem ativagdo do
Sistema Nervoso Autonomo Simpdatico levando a taquicardia, sudorese, tremor e
palpitacdes. Quando o individuo passa por episddios de ansiedade leve, relacionadas a
experiéncias comuns da vida, ndo se justifica o tratamento medicamentoso, mas quando
esta se torna intensa, cronica e debilitante, deve ser tratada com ansioliticos e assisténcia
comportamental ou psiquica (CASTILLO et al., 2000; MATTE & PLETSCH, 2014).

Ansiedade e outros transtornos mentais sao realidade durante a gestagdo, e pode
estar associado as variaveis de baixa idade, escolaridade, renda, desemprego, situacao
conjugal e intercorréncias na gestacdo. Assim, os estudos atuais buscam caracterizar os
fatores de risco durante a fase gestacional, para diagnostico e tratamento precoces, pois,
quando subdiagnosticados ou ndo tratados, podem levar a consequéncias materno fetais,
como dificuldades durante o trabalho de parto, e, sintomas depressivos no puerpério
(LUCCHESE et al., 2017). Adicionalmente, as exacerbacdes dos transtornos
psiquiatricos colocam em risco a vida da propria gestante e do seu feto, havendo uma
relagdo direta entre a intensidade dos sintomas e os descontroles comportamentais
(JABLENSKY et al., 2005). Logo, a privagao medicamentosa na tentativa de proteger o
feto ndo ¢ uma opgdo racional, no entanto, pode se evitar a exposi¢cdo desnecessaria do
feto com medicamentos sem comprovagdes cientificas, sem prescrigdes e utilizados em

excesso (SILVA, 2014).



2.2. Psicofarmacos

Os ansioliticos sao medicamentos que possuem a propriedade de atuar sobre a
ansiedade e tensdo. Também denominados tranquilizantes por “acalmarem”. Foram
denominados como ansioliticos, pois "destroem" (lise) a ansiedade. Sendo também
utilizados no tratamento de insOnia e, nesse caso, também recebem o nome de drogas
hipnoticas, isto €, indutoras do sono. Os ansioliticos mais comuns s3o substincias
chamadas BZDs que aparecem em medicamentos como o alprazolam (CEBRID, 2003).
Estudos mostraram que os BZDs estdo entre os farmacos mais prescritos mundialmente
e vendidos no Brasil, e, seu consumo dobra a cada cinco anos. Logo o consumo
excessivo por automedica¢do levou as autoridades sanitdrias a estabelecer controle
sobre as prescricoes (AUCHEWSKI et al., 2004; YATES & CATRIL, 2009;
BALDISSERA, DE FATIMA COLET & MOREIRA, 2010).

As recomendagodes de uso dos BZDs s3o de duracdo de semanas, mas sabe-se de
seu uso durante anos ou décadas, mesmo com sua acdo diminuida e efeitos adversos
aumentados. Apds seis semanas, seu uso pode levar ao desenvolvimento de tolerancia,
abstinéncia e dependéncia (MATTE & PLETSCH, 2014; MENGUE et al., 2016).
Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS, 2002) cerca de 10% das populacdes
dos centros urbanos mundiais consumem de maneira abusiva substancias psicoativas,
independendo de idade, sexo e nivel educacional. Os BDZs sdo rapidamente absorvidos,
independente da via de administragdo, devido sua alta lipossolubilidade, conferindo
uma ampla distribui¢cdo pelos tecidos e facil passagem pela barreira hematoencefalica.
Também conseguem ultrapassar a barreira placentaria e sao excretados através da urina
e pelo leite materno. A agdo dos BZDs ¢ resultante da potencializagdo do efeito inibidor
do GABA (NUNES & BASTOS, 2016).

O GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitério do SNC, possuindo receptores
especificos para sua ligagdo, como o receptor GABA-A, que além de possuir sitios de
ligagdo para GABA, contém regides especificas para ligacdo de BZDs, barbitlricos e
alcool (DE AZEVEDO, ALOE & HASAN, 2004). Quando os BZDs se ligam aos
receptores GABA-A torna-os mais sensiveis a ativacdo pelo proprio neurotransmissor
GABA, promovendo a abertura dos canais de cloro, aumentando o influxo celular de
cloro, levando a uma hiperpolarizagdo do neurdnio pos-sindptico, inibindo a excitagao

celular (DE ALMEIDA, 2015). Esse receptor esta relacionado com efeitos hipndticos,
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cognitivos, psicomotricidade, ansioliticos, limiar convulsivo, depressdo respiratoria,
relaxamento muscular e potencializacao dos efeitos do etanol. Logo, drogas agonistas
a0 GABA-A exercem efeitos farmacologicos ansioliticos, antiepilépticos, relaxante
muscular e hipnéticos. E seus efeitos colaterais podem estar relacionados a doses
terapéuticas normais, superdoses e ao uso prolongado, gerando prejuizos sobre a
memoria, habilidades psicomotoras, insonia e abstinéncia (DE OLIVEIRA, MOTA &
CASTRO, 2015).

Devido esses efeitos colaterais comuns, que na maioria das vezes sdao provocados
pelo uso indevido desse farmaco, eles merecem uma atengdo especial dos profissionais
da saude (NUNES & BASTOS, 2016). Segundo a bula do remédio Frontal®, composto
por alprazolam, um medicamento da classe dos fArmacos BZDs que atua no SNC, ap6s
administracdo oral, ¢ rapidamente absorvido, atingindo a concentracdo maxima no
organismo entre uma ou duas horas. O alprazolam ¢ um medicamento classificado como
pertencentes a categoria C de risco fetal, segundo a classificagdo da FDA, em que o
risco nao pode ser excluido pois faltam estudos em humanos, porém, os estudos em
modelos animais sdo positivos para o risco fetal ou estdo ausentes, mas os potenciais
beneficios podem justificar o risco potencial (CAMACHO et al., 2006; NUNES et al.,
2015).

2.3. Uso de psicofarmacos durante a gestacio

Qualquer agente que possa ser permeavel a placenta ¢ considerado perigoso,
devido a possibilidade de desenvolvimento de alteragdes fetais, seja morfologica ou
fisiolégica. A malformacdo congénita ¢ um defeito morfologico que estd presente
durante o nascimento, sendo resultado de um desenvolvimento embrionario anormal,
causados por agentes teratogénicos. Esses agentes podem apresentar natureza bioldgica,
fisica ou quimica, destacando-se as drogas de abusos e os medicamentos pelo consumo
usual pela populacdo. Assim a farmacovigilancia tem avaliado os efeitos do uso de
medicamentos por gestantes, possibilitando determinar o impacto dos defeitos
congénitos na populacdo, e, a partir disto, elaborar estratégias para reduzir sua
incidéncia (RAMOS et al., 2008).

Estudos mostraram que 2% das gestantes americanas receberam uma ou mais

prescricdes de BZDs (BLAYA et al, 2005). Seu emprego ndo ¢ totalmente
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contraindicado, contando que seja em menores doses, divididas em duas vezes didrias,
mas recomenda-se evitar seu uso no primeiro trimestre de gestagao e durante a lactagao
(PHEULA, BANZANATO & DALGALARRONDO, 2003; RAM & GANDOTRA,
2015).

A maneira como o farmaco afetarda o feto, dependerd de qual estigio de
desenvolvimento esse feto se encontra, da poténcia e da dose administrada do farmaco
pela gestante (OGAWA, TAKESHIMA & FURUKAWA, 2018; DE ABREU TACON,
DO AMARAL & TACON, 2017). Nesse contexto, prioriza-se o uso de medicagdes que
possuem meia vida curta, que corresponde a aproximadamente 11,2 horas em adultos
saudaveis, e que sejam ausentes de metabdlitos ativos, como exemplo o alprazolam
(PHEULA, BANZANATO & DALGALARRONDO, 2003). No entanto, existe
aumento de possiveis riscos envolvendo a toxicidade fetal, com morte intrauterina,
malformagodes fisicas, prejuizo de crescimento e teratogenicidade comportamental.
Alguns estudos foram mais especificos quanto as possiveis malformagdes, como a
presenca de problemas neurocomportamentais, labio leporino, fenda palatina,
microcefalia, estrabismo, deslocamento do quadril, obstrucdo do ducto lacrimal,
sindrome de Down, estenose pilorica, dentre outras (IQBAL, SOBHAN & RYALS,
2002; CAMACHO et al., 2006; LUCCHETTA, DA MATA & MASTROIANNI, 2018).

2.4. Alprazolam: indicativos de danos ao tecido neural

A morte celular fisioldégica ¢ um processo pelo qual os neurénios malsucedidos
sao excluidos por apoptose durante o desenvolvimento do SNC, sendo reconhecido
como um fendmeno natural. Entretanto, fatores ambientais podem influenciar nos
mecanismos de morte celular, aumento do nimero de neurdnios submetidos a apoptose,
convertendo um fendmeno natural em um processo patolégico (MENNERICK &
ZORUMSKI, 2000). O estudo de OLNEY et al. (2002) demonstrou que agentes
potencializadores da acdo do neurotransmissor GABA nos receptores GABA-A, como
BZDs, desencadearam a morte celular generalizada no cérebro de ratos neonatos,
quando administrados no periodo de sinaptogénese, resultando em uma massa cerebral
reduzida que, a longo prazo, pode levar a distirbios neurocomportamentais. Os autores

sugeriram que a depressdo excessiva da atividade neuronal (aumento do estimulo



inibitério via GABA) durante a sinaptogénese pode constituir um sinal para os
neurdnios em desenvolvimento entrarem em apoptose.

Adicionalmente, estudos realizados por MUSAVI & KAKKAR (1998) mostraram
que a administragdo de Diazepam (DZP) em ratos, um BZD, resultou em uma série de
processos pro-oxidativos médios e danos moleculares em regides especificas do
cérebro, sendo uma delas o cerebelo. Outro estudo realizado por EGER et al. (2016)
investigou os efeitos da administragdo de DZP sobre o equilibrio redox no encéfalo de
ratos, e os resultados mostraram que houve alteracao nos niveis de peroxidacao lipidica,
teor de proteinas carboniladas e a de atividade enzimatica da catalase, concluindo que o
DZP causou um desequilibrio oxidativo em d&reas cerebrais, mais especificamente
cerebelo e hipocampo.

Atualmente, vem crescendo os estudos com interesse no papel do dano oxidativo
por radicais livres em doencas humanas, e a patogénese da ansiedade tem sido associada
a esse estresse oxidativo, que ¢ fortemente apoiada por modelos animais e dados
bioquimicos clinicos. Sabe-se que o estresse oxidativo contribui para a degeneragdo
neuronal no SNC, pois o cérebro estd vulneravel a producdo de espécies reativas de
oxigénio por metabolizar 20% do oxigénio total do corpo e possuir pouca capacidade

antioxidante (SHAHZAD et al., 2014).

2.5. Escolha do cerebelo e do bulbo olfatorio para investigacdo dos efeitos do
uso do Alprazolam na gestaciao

Devido técnicas de radioligantes especificas foi possivel identificar e caracterizar
receptores de neurotransmissores e farmacos (GRALLERT, TAVARES & DE
ARAUJO, 2003). As primeiras investigacdes possibilitaram a caracterizagio dos
receptores BZDs em varias areas do SNC, com maior densidade nas areas de cortex
cerebral, cerebelo, e estruturas do sistema limbico como o bulbo olfatério e hipocampo
(GUEDES, 2008). Sendo possivel correlacionar a distribuicdo anatomica desses
receptores com seus efeitos farmacoldgicos quando ativados, assim areas do sistema
limbico estariam relacionadas a agao ansiolitica, areas corticais estariam relacionadas ao
efeito anticonvulsivante, e, nucleos talamicos a acdo hipnoético-sedativa (BERNIK,

SOARES & SOARES, 1990).



Sabe-se que o cerebelo (Figura 1A) recebe e envia informacgdes para regides
corticais cerebrais para controle motor e cogni¢do, que inclui aten¢do, processamento de
informagdes, aprendizagem, memoria motora, linguagem e percepcao espacial. Quando
lesionado, o cerebelo pode desenvolver varios sintomas como: dismetria, hipotonia,
tremor, ataxia, distonia e fala desarticulada, que podem estar relacionados com a
neurodegeneragdo (WALLAUER, 2016; GLICKSTEIN, STRATA & VOOGD, 2009).
O cerebelo possui trés diferentes regides celulares, sendo: camada granulosa, camada
molecular e células de Purkinje. Um estudo mostrou que o cerebelo pode ser alvo de
varias substancias toxicas, sendo a camada granulosa e as cé¢lulas de Purkinje os dois
alvos mais facilmente reconhecidos (FONNUM & LOCK, 2000).

Os bulbos olfatorios (Figura 1B) sdo pequenas estruturas telencefalicas, situadas
acima da lamina cribriforme do osso etmoide, que recebem muitas informacdes
oriundas de moléculas de odor captadas por receptores localizados na area olfatoria do
nariz ¢ as direcionam para o cortex cerebral, sendo essenciais para nutrigdo e
reproducdo animal. O epitélio olfativo (EO) dos vertebrados ¢ altamente regenerativo
que ¢ mantido em condigdes normais por uma populacdo de células-tronco, que
contribuem para a reconstituicdo epitelial apos a lesdo. Mas com o tempo héa exaustio
neurogénica, com desaparecimento dos neurdnios sensoriais olfativos (CHILD et al.,
2018). O bulbo olfatdrio possui os receptores GABA-A expressos em niveis muito altos
e possuem funcdes importantes nesses tecidos, juntamente com os receptores de
glutamato, estdo envolvidos na codificacdo olfativa que, por sua vez, pelo menos em

roedores, estdo envolvidos no aprendizado e condicionamento (LAMEH et al., 2000).

Fonte: autora

Figura 1. Encéfalo
de ratos Wistar neonatos,
sendo A demarcando a
regido de cerebelo e B a

regido do bulbo olfatorio.
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A hipotese do nosso trabalho foi que o tratamento com Alprazolam durante a
gestagdo pode afetar o desenvolvimento do sistema nervoso € comprometer
especialmente areas como o cerebelo e o bulbo olfatorio tanto na sua morfologia quanto
na sua fisiologia. Nesse sentido nosso trabalho vem contribuir com esse olhar cientifico
-clinico para essas areas escolhidas do tecido neural de filhotes de ratas tratadas com o

farmaco.



3.0BJETIVOS

3.1. Objetivos gerais:
Estudar o potencial toxico do Alprazolam aos filhotes de ratas tratadas com o
medicamento Alprazolam durante a gestacdo, com destaque para o SNC motor e

sensitivo da prole.

3.2. Objetivos especificos:

e Analisar possiveis alteracdes na quantidade de filhotes por ninhada e sexagem de
maes tratadas com Alprazolam durante a gestacao;

e Analisar possiveis alteragdes nos pesos individuais de maes tratadas com
Alprazolam durante a gestagdo e do peso de seus filhotes;

e Analisar possiveis alteracdes macroscopicas do encéfalo de filhotes de maes
tratadas com Alprazolam durante a gestacao;

e Analisar alteragdes da densidade de células neurais no cerebelo e no bulbo olfatorio
de filhotes de maes tratadas com Alprazolam durante a gestagao;

e Analisar alteragdes da gliose e da densidade sinaptica no cerebelo e no bulbo
olfatério de filhotes de maes tratadas com Alprazolam durante a gestagao;

e Analisar a inflamac¢ao no cerebelo € no bulbo olfatério de filhotes de maes tratadas
com Alprazolam durante a gestacao;

e Analisar o estresse oxidativo no cerebelo e no bulbo olfatério de filhotes de maes

tratadas com Alprazolam durante a gestacao.
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4. METODOLOGIA

4.1. Animais
Todos os procedimentos realizados com animais foram previamente aprovados

pela Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-
UFU), protocolo nimero 014/17. Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar (Rattus
novergicus) gerados na Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU). Sendo
24 fémeas e 6 machos, animais adultos jovens, com peso entre 150 a 180 gramas para as
fémeas e 200 a 250 gramas para os machos.

Os animais foram mantidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres da UFU (LAPAS-UFU) em caixas de policarbonato opaco com a capacidade
maxima de cinco animais por caixa. Mantidas em ambiente ventilado, com substrato de
serragem, em temperatura entre 18 a 22°C, umidade de 45 a 55% e ciclo de luz claro-
escuro de 12/12 horas. Devidamente nutridos com ra¢do comercial e agua potavel ad

libitum.

4.2. Tratamento

O BZD alprazolam (8-cloro-1-metil-6-fenil-4H-[1,2,3]triazolo(4,3-a][1,4]), com
nome comercial Frontal® (Laboratério Pfizer, Sdo Paulo, SP) foi o formaco utilizado no
projeto. O farmaco foi solubilizado em 4gua destilada e as dosagens foram calculadas de
acordo com o peso dos animais. Como nao ha dose de alprazolam determinada para
ratos Wistar, o protocolo foi definido por meio de extrapolagdo alométrica, de acordo
com a taxa metabdlica basal (TMB) do roedor. As doses extrapoladas foram obtidas a

partir da equacio (P)*”

x K, sendo que P representa o peso médio dos roedores, ¢ K, a
constante para mamiferos placentarios, que equivale a 70. Calcula-se a TMB para o
animal-referéncia (homem) e para o animal-alvo (roedor) (TMB = K x P%7),
Posteriormente divide-se a dose total indicada para o animal-referéncia, em miligramas,
por sua TMB e multiplica-se esse resultado pela TMB do animal-alvo. O resultado
obtido ¢ a dose total em miligramas para o animal alvo (ANDREOLLO et al., 2012,
SEDGWICK, 1991).

Baseado na dose média clinica recomendada pela posologia da bula do

medicamento, a quantidade total didria administrada aos roedores foi de 1,25 mg
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durante o tratamento. E, overdose de 24 vezes a dose clinica recomendada, a quantidade
de 30 mg por animal. Adicionalmente, o grupo controle recebeu diariamente 0,04 ml do
veiculo de dilui¢cao do farmaco.

Cada grupo experimental, correspondente aos tratamentos 1 (1,25 mg/dia), 2 (30
mg/dia) e controle (0,04 ml do veiculo), foi formado por oito fémeas nuliparas, que
foram tratadas dez dias antes do acasalamento e durante todo o periodo de gestagdo com
alprazolam ou veiculo por via oral, com auxilio de sonda flexivel orogastrica.

Sabendo que 30 dias de vida do homem equivale a um dia de vida de um rato, e
que o uso crénico do alprazolam em humanos é de no minimo seis meses, foi
determinado qual seria o periodo pré-natal de tratamento, que foram de 10 dias,
equivalentes a 10 meses em um humano. Garantindo assim um tratamento cronico

(ANDREOLLO et al., 2012).

4.3. Acasalamento

Foram utilizados oito fémeas e dois machos por grupo, sendo trés grupos para
diferentes tratamentos que estdo explicados no topico abaixo (4.4).

Foram organizados os periodos de acasalamento, em que foram colocadas duas
fémeas por vez junto a um macho, por um periodo de quatro dias. Todos os animais
foram corretamente identificados com canetas cirrgicas atoxicas de acordo com seus

grupos.

4.4. Grupos e variaveis analisadas

Quando obtidos os filhotes, estes foram divididos nos seguintes grupos:

e Grupo 1 (Controle/CT): Filhotes (n=8, um filhote de cada mae) de maes que
receberam diariamente 0,04 ml do veiculo de dissolu¢do do farmaco via oral;

e Grupo 2 (Tratamento 1/T1): Filhotes (n=8, um filhote de cada mae) de maes que
receberam diariamente 1,25 mg de alprazolam diluido em 4gua destilada via oral.

e Grupo 3 (Tratamento 2/T2): Filhotes (n=8, um filhote de cada mae) de maes que

receberam diariamente 30 mg de alprazolam diluido em agua destilada via oral.

No periodo ap6s o parto, as fémeas de ambos os grupos foram avaliadas em

relacdo ao peso corporal em gramas por meio da pesagem dos animais em uma balanga
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eletronica com precisdo de 0,1 grama, e posteriormente eram destinadas a outro grupo
de pesquisa para realizagdo dos seus respectivos experimentos. Apds a obtengdo dos
filhotes, os mesmos foram pesados e foi realizada a separacdo por gé€nero, assim,
quantificando o nimero de filhotes por mae e relagdo de machos e fémeas por ninhada.
Para essas andlises foi considerado o numero total de filhotes por grupo (CT =92, T1 =

92, T2 = 81).

4.5. Eutanasia dos animais

No segundo dia pos-parto, todos os animais foram submetidos a eutanasia
conforme normas éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). As fémeas e as progénies foram eutanasiadas com superdosagem de 150
mg/kg de tiopental sddico misturado a lidocaina na concentragdo de 10 mg/ml, aplicado
por via intraperitoneal (FIOCRUZ, 2008). Esse procedimento foi realizado conforme

técnicas aprendidas em treinamento na REBIR-UFU.

4.6. Analises do Sistema Nervoso

4.6.1. Macroscopia do encéfalo

Os neonatos eutanasiados (n=8) foram encaminhados para o Laboratorio de
Morfologia e Cultura Celular (LAMOC) onde foi realizada a extracdo do encéfalo e
avaliacdo de possiveis alteragdes macroscopicas da organizagdo anatomica do SNC de

cada animal.

4.6.2. Morfologia

Apoés a eutandsia, parte dos animais (n=4) foi submetida a toracotomia para
perfusdo transcardiaca com 5 ml de solugdo salina tamponada (5 ml de tampao fosfato
0,2 M e pH 7,4 contendo 0,9% de cloreto de so6dio) e, posteriormente, os animais foram
fixados com 5 ml de solugdo fixadora (5 ml de solucdo de paraformaldeido 4% diluida
em tampao fosfato 0,2 M e pH 7,4).

Com auxilio de instrumentos cirurgicos, foram extraidos os encéfalos de todos os
animais e mantidos em solucao fixadora por 48 horas em temperatura de 4°C. O preparo
histologico consistiu em desidratagdo em alcool etilico em concentragdes progressivas

de 80 a 100%, diafanizacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina em
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temperatura de 58 a 60°C para a confeccdao do bloco de parafina. Posteriormente, foram
realizados os cortes histologicos em microtomo (Leica®) dos blocos de parafina, com 5
um de espessura, com auxilio do mapa PAXINOS & WATSON (1997) para localizagao
das regides de interesse (cortes frontais de bulbo olfatorio e cerebelo). As sec¢des foram
transferidas para laminas de vidro gelatinizadas para realizacdo das analises de
histoquimica.

Foi realizada a coloracdo dos corpusculos de Nissl (especificos das células
neurais), que sao reticulos endoplasmaticos rugosos com caracteristicas basofilas que se
coram em roxo. Os cortes frontais de bulbo olfatorio e cerebelo foram previamente
desparafinizados em xilol I e II, durante cinco minutos em cada, depois hidratados em
uma bateria de alcoois nas concentragoes 100%, 90%, 80%, 70%, durante trés minutos
em cada, posteriormente foram corados em solugdo Cresyl Violeta (1g de Cresyl
Violeta, 100 ml de 4gua destilada e 10 ml de acido acético 10%) durante 5-10 minutos,
e, posteriormente, lavados em agua destilada. Em seguida, passaram por uma bateria de
alcoois para desidratacdo e xilol. Para a montagem das laminas, foram utilizados
Entellan® e laminula devidamente limpa. As laminas foram mantidas em temperatura
ambiente e protegidas da luz até a analise.

Foram fotografadas trés laminas coradas por animal, de cada regido estudada
(bulbo olfatorio e cerebelo), utilizando camera fotografica digital acoplada ao
microscopio de luz, obtendo assim trés imagens de cada lamina para cada aumento (40x
e 100x). As medidas consistiram na contagem do nimero de células neurais em areas de
tamanhos pré-determinados e padronizados para todos os animais, e, na morfometria
realizada por meio da mensuragdo das dreas de dez células neurais por imagem. Essas
medidas foram realizadas nas duas regides selecionadas para o estudo (cerebelo e bulbo
olfatério), utilizando o software ImageJ. E mediante a essas andlises obtivemos a
densidade de células neurais e suas respectivas areas de cada regido estudada. Foram
calculadas as médias aritméticas para cada grupo, as quais foram comparadas entre si a

partir de andlises estatisticas adequadas usando o software GraphPad Prism.

4.6.3. Extracdo de proteinas
Os demais animais (n=4) foram eutanasiados e perfundidos apenas com solucio

salina tamponada para limpeza do sangue dos vasos sanguineos e tiveram seus encéfalos
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extraidos para a dissecagdo das areas de interesse (bulbo olfatério e cerebelo). Essas
areas foram retiradas de ambos os hemisférios cerebrais. Todo esse material seguiu para
a extragao de proteinas totais com uso do tampao RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH
8,0, ] mM PMSF, 1 mM EDTA, 0,5% Na-deoxicolato acido, 0,1% SDS ¢ 1% Triton X-
100) e, para tanto, foram mantidos no tampao e submetidos a homogeneizagdo e
centrifugacdo refrigerada, os sobrenadantes foram submetidos ao método de
BRADFORD (1976) para quantificacao de proteina total com leitura de absorbancia em
leitor de Elisa em 595 nm. Posteriormente, cada sobrenadante foi dividido em duas
aliquotas, uma aliquota contendo apenas o sobrenadante ¢ estocada em ultrafreezer a -
80°C para a realizagdo das andlises de estresse oxidativo, e, a outra aliquota, foi
adicionada tampao Laemmli para preservacao de proteinas e estocadas em freezer a -

20°C para a realizagdo de Western blotting.

4.6.4. Western blotting

Foram utilizadas 50 ou 100 pg de proteinas para eletroforese em gel de
poliacrilamida (gel de empacotamento 4% e gel de corrida 20%). As placas contendo os
géis foram montadas em cuba vertical para eletroforese (Bio-Rad®) contendo tampao
de corrida (Tris 0,25 M, glicina 1,9 M e 1% de SDS, pH 8,7). A corrida foi sempre
acompanhada por padrdo de peso molecular Precison Plus Protein Standards (Bio-
Rad®) e fonte de corrente elétrica continua ajustada manualmente de 70-120 volts.

ApoOs a corrida, foi feita a eletrotransferéncia das proteinas dos géis para
membranas de nitrocelulose Hybond-ECL (Amersham Biosciences®) utilizando-se
tampao de transferéncia (Tris 0,25 mM, glicina 12,5 mM e 20% de metanol, pH 8,3),
durante duas horas com corrente elétrica de 120 volts. As membranas de nitrocelulose
foram, entdo, coradas com Ponceau S 1% (0,5 g de Ponceau S, 250 ul de acido acético
glacial e 50 ml de 4gua destilada) para garantir que as proteinas correram de maneira
adequada e as bandas estavam presentes, sendo fotografadas para arquivamento.
Posteriormente as membranas foram lavadas com TBS-T (tampao Tris, 0,2% Tween20)
até a retirada de todo o corante. Logo apds, foram bloqueadas com BSA 5% (0,5 g de
BSA diluido em 10 ml de TBS-T) durante duas horas, lavadas trés vezes com TBS-T e,
posteriormente, incubadas com anticorpo primario diluido em BSA 3% (0,3 g de BSA

diluido em 10 ml de TBS-T) overnight em temperatura de 4°C sob agitagdo continua.
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Foram utilizados os seguintes anticorpos primdarios: camundongo anti-sinaptofisina
(Abcam® 1:1500, marcador de vesiculas sinapticas), camundongo anti-neurofilamento
(Sigma® 1:1000, marcador de citoesqueleto neural), camundongo anti-GFAP (Santa
Cruz® 1:500, marcador de astrécito), camundongo anti-Iba-1 (Imuny® 1:300, marcador
de microglia), coelho anti-NF-kB p65 (Imuny® 1:500, marcador de precursores
inflamatoérios), coelho anti-IL-1 (Abcam® 1:800, marcador de citocina inflamatoria), e
camundongo anti-a-Tubulina (Cell Signaling® 1:1200, marcador de citoesqueleto para
controle molecular). No outro dia, as membranas foram lavadas trés vezes em TBS-T e
incubadas durante duas horas com anticorpo secundario adequado conjugado a
peroxidase (HRP) diluido em BSA 3% na concentracdo 1:5000. Apds outra série de
lavagens, foi realizada a detec¢do das bandas imunorreativas através de
quimiluminescéncia (Amersham Biosciences®). A intensidade das bandas foi
determinada através de densitometria de pixels com normalizagdo usando bandas da

proteina controle (a-Tubulina) com o auxilio do software ImageJ.

4.6.5 Estresse oxidativo

Os radicais reativos sdo produzidos a partir do metabolismo celular, como as
espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo potencialmente prejudiciais. Mas estes
radicais livres podem ser removidos ou inativados por varios antioxidantes por meio de
mecanismos que envolvem a transferéncia de elétrons ou hidrogénios (URREA-
VICTORIA et al., 2016).

Para avaliacdo do balanco redox foi medida a atividade antioxidante total pelo
método de reducdo do ferro, indicadores de estresse oxidativo pela andlise da
peroxidagdo lipidica, proteinas carboniladas e os niveis de glutationa na amostra de

proteina total isenta de Laemmli dos filhotes.

a. Atividade Antioxidante Total

Trata-se de um ensaio antioxidante de determina¢do do poder de redu¢do do ion
ferro ou do inglés FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) em fluidos bioldgicos e
solugdes aquosas de compostos isolados. Que estd baseado na produgio do ion Fe?*
(forma ferrosa) a partir da redugdo do ion Fe*' (forma férrica) presente em um

complexo Tripiridiltriazina (TPTZ). Quando a reducdo ocorre, hd uma alteragdo na
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tonalidade da mistura de reagdo, passando de roxo claro a um roxo intenso, cuja
absorbancia pode ser medida no comprimento de onda de 595 nm. Logo quanto maior a

absorbancia, maior sera o potencial antioxidante (URREA-VICTORIA et al., 2016).

b. Peroxidacao Lipidica

A peroxidagdo lipidica constitui uma rea¢do em cadeia dos acidos graxos poli-
insaturados das membranas celulares, gerando radicais livres que alteram a
permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas (FRANCA et al., 2013).

Um dos métodos para se quantificar os produtos da peroxidagdo lipidica é o
método de analise da formagao de substancias que reagem ao acido tiobarbittrico ou do
inglés TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Esse método consiste na
analise dos produtos finais da peroxidac¢ao lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeido,
e outros aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o acido tiobarbitirico
ou TBA (Thiobarbituric Acid) formam bases de Schiff. Esses complexos sio de

coloragdo rosea e sua concentracdo pode ser determinada espectrofotometricamente a

532 nm (BUEGE & AUST, 1978).

c. Proteinas Carboniladas

O nivel de proteinas carboniladas ¢ um indicador de danos oxidativos as
proteinas. As proteinas carboniladas reagem com 2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH),
formando um correspondente hidrazone. Para determina¢do das mesmas, as proteinas
foram precipitadas, concentradas, reagidas com DNPH, e sendo retirado o DNPH ndo
ligado as proteinas, assim sendo lido apenas as hidrazones ligadas as proteinas (FIELDS
& DIXON, 1971; LEVINE et al., 1990; LEVINE et al., 1994; REZNICK & PACKER,
1994; VOSSEN, HAGE & KARIM, 2000).

d. Niveis de Glutationa

A glutationa (GSH) estd entre os antioxidantes mais importantes nas células,
sendo utilizada em reagdes enzimaticas para eliminar peroxidos e em reagdes nao
enzimaticas para manter o ascorbato e o-tocoferol em suas formas reduzidas e
funcionais. Nessas reagdes, o GSH ¢ convertido em glutationa dissulfeto (GSSG). Uma

redutase dependente de NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) que
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esta presente nas células para reduzir o GSSG de volta ao GSH. Consequentemente, o
desequilibrio de GSH e GSSG fornece um indicador dindmico de estresse oxidativo,
isto €, condigdes sob as quais os pro-oxidantes predominam sobre os antioxidantes
(JONES, 2002).

Este método mede a concentrag@o de sulfidrilas ndo proteicas. O grupo sulfidrila
da glutationa reduzida (GSH) reage com reagente Ellman ou J5,5"-Dithiobis-(2-
Nitrobenzoic Acid) (DTNB) e produz um cromoéforo 5-Thio-2-Nitrobenzoic Acid (TNB)
lido a 412 nm.

4.7. Descarte de materiais
O lixo resultante da limpeza da sala, materiais descartaveis e carcagas dos animais
provenientes da se¢ao de experimentagdo, foram acondicionados em sacos plasticos

brancos, identificados como risco bioldgico e descartados em local apropriado.

4.8. Analise estatistica

De acordo com RAZALI & WAH (2011) e TORMAN, COSTER & RIBOLDI
(2012), para amostras pequenas (n<10) ¢ recomendado o uso direto de testes estatisticos
ndo paramétricos. Assim, os resultados numeéricos cujo n<10 foram analisados pelos
testes nao-paramétricos Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn ou U de Mann Whitney.
Somente a analise quantidade de animais por ninhada e sexagem, cujo n>10, foi usado
testes paramétricos caso os dados apresentassem dentro da normalidade (Anova One-
Way com pos-teste de Bonferroni).

O programa usado foi o software GraphPad Prism 5.0 considerando nivel de
significancia adotado para estes testes de p < 0,05. Os graficos foram plotados

apresentando média e erro padrao.
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5.RESULTADOS

5.1. O tratamento com Alprazolam durante a gestacio nao influencia a
quantidade e sexagem dos filhotes ou o peso corporal das maes e dos filhotes

A Figura 2 mostra andlises das varidveis avaliadas no momento do nascimento
dos filhotes: quantidade de filhotes e porcentagem de machos e fémeas por ninhada.
Logo, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos para ambas
as variaveis, mostrando que o uso de alprazolam pelas maes nao teve interferéncia direta
na quantidade (p = 0,9956) e na sexagem (p = 0,8406) dos filhotes. A Figura 3 mostra
as andlises de pesos das maes que foram avaliadas depois do uso do Alprazolam,
enquanto, os filhotes foram pesados no momento do nascimento. Nao houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos tanto para os pesos corporais das maes (p
= 0,3288) quanto para os filhotes (p = 0,6277), mostrando que o uso do alprazolam

pelas maes ndo teve interferéncia direta no ganho de peso corporal.
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Figura 2. A, B e C sao fotografias e grafico, respectivamente, referentes ao niamero de filhotes
por mie que foram comparados entre os grupos; D, E e F sdo fotografias e grafico,
respectivamente, referentes a porcentagem de filhotes machos e fémeas por mie que foram
comparados entre os grupos. Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos em relacdo a quantidade de filhotes (p = 0,9956) e em relag@o a sexagem (p = 0,8406)
(Anova One-Way com poés-teste de Bonferroni).
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Figura 3. A e B sdo fotografia e grafico, respectivamente, referentes aos pesos das maes que
foram comparados entre os grupos; C e D sdo fotografia e grafico, respectivamente, referentes
aos pesos dos filhotes que foram comparados entre os grupos. Nao houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos em relagdo ao peso das maes (p = 0,3288) e dos
filhotes (p = 0,6277) (Anova One-Way com poés-teste de Bonferroni).

5.2. Anatomia normal do encéfalo de filhotes apés tratamento com
Alprazolam na gestaciao

O encéfalo de ratos saudaveis ¢ formado por cérebro, cerebelo e tronco encefalico,
apresentando coloracdo esbranquicada e livre de areas necrdticas. Os encéfalos obtidos
dos animais de ambos os grupos (Figura 4) apresentaram todas as caracteristicas

macroscopicas de um encéfalo saudavel.

Figura 4. Fotografia do encéfalo dos filhotes de
ratas tratadas com Alprazolam mostrando a auséncia
de alteracdo.
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5.3. O tratamento durante a gestacdo com Alprazolam parece influenciar na
maior presenca de células de menor area no cerebelo

As Figuras 5 ¢ 6 apresenta as andlises feitas nas regides do cerebelo e bulbo
olfatério, respectivamente, localizados microscopicamente com o auxilio do mapa
PAXINOS & WATSON (1997). Ambas as regides apresentando densidade (aumento de
40x) e area celular (aumento de 100x) sendo comparada entre os grupos de estudo (CT,
T1 e T2). Em relagdao ao cerebelo nao foram observadas diferencgas estatisticamente
significativas em relacao a densidade celular (p = 0,7546), mas em relagdo a area celular
observou-se que células de menor area estavam mais presentes nos grupos tratados em
relacdo ao grupo controle, sendo essas estatisticamente significativas (p = 0,0135). Em
relacio ao bulbo olfatério nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas tanto em relacdo a densidade celular (p = 0,4909) quanto a area celular (p

=0,3925).
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Figura 5. A, B e C sao fotomicrografias de 40x de aumento ¢ E, F ¢ G de aumento de 100x do cerebelo de ratos Wistar. Sendo A e E referentes ao grupo
controle; B e F ao grupo tratamento 1 (1,25 mg); C e G ao grupo tratamento 2 (30 mg). D ¢é o grafico de médias que compara a densidade de células neurais
entre os grupos. E H ¢ o grafico de médias que compara a area de células neurais entre os grupos. Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo a densidade
celular (p = 0,7546), mas houve uma maior presenca de células menores nos dos grupos T1 e T2 quando comparadas ao controle, estatisticamente
significativos (p = 0,0135) (testes ndo-paramétricos Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn ou U de Mann Whitney). Escala =1 pm.
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Figura 6. A, B e C sdo fotomicrografias 40x de aumento ¢ E, F ¢ G de aumento de 100x do bulbo olfatério de ratos Wistar. Sendo A e E referentes ao grupo
controle; B e F ao grupo tratamento 1 (1,25 mg); C e G ao grupo tratamento 2 (30 mg). D ¢é o grafico de médias que compara a densidade de células neurais
entre os grupos. E H é o grafico de médias que compara a area de células neurais entre os grupos. Nao houve diferenca entre os grupos em relagdo a
densidade celular (p = 0,4909), e em relagdo a area celular (p = 0,3925) (testes ndo-paramétricos Kruskal-Wallis com poés teste de Dunn ou U de Mann
Whitney). Escala =1 pm.
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5.4. O estudo da expressao proteica indicou aumento de microglia e elevagio
do fator de transcricio NF-kB p65 no cerebelo de filhotes de maes tratadas com
Alprazolam

A Figura 7 e 8 apresentam as quantificacdes de bandas imunorreativas do extrato
proteico feitas por imunoblotting nas regides do cerebelo e do bulbo olfatorio,
respectivamente.

Na Figura 7 foram marcadas proteinas especificas na regido do cerebelo,
utilizando anticorpos anti-sinaptofisina, anti-neurofilamento, anti-GFAP, anti-Iba-1, e
anti-NF-kB p65, para verificagdo de gliose, densidade sinaptica e neuroinflamagao,
sendo comparada entre os grupos CT, T1 e T2. Pudemos observar um aumento na
expressdao de Iba-1 (p = 0,0334) e NF-xB p65 (p = 0,0098) no grupo T1 quando
comparado com CT, estatisticamente significativas.

Na Figura 8 foram marcadas proteinas especificas na regido do bulbo olfatorio,
utilizando anticorpos anti-sinaptofisina, anti-neurofilamento, anti-GFAP, anti-Iba-1,
anti-NF-xB p65 e anti-IL-1, para verificagdo de gliose, densidade sindptica e
neuroinflamag¢do, sendo comparada entre os grupos CT, T1 e T2. Nao sendo observadas

nenhuma diferenca estatisticamente significativa nessa regiao.
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Figura 7. Bandas reativas de imunoblotting de extrato proteico do cerebelo com graficos representando média normalizada pela proteina controle (aTubulina) e erro padrdo
para as proteinas Sinaptofisina (A), Neurofilamento (B), GFAP (C), Iba-1 (D) e NF-xB p65 (E). CT (controle), T1 (tratamento 1) e T2 (tratamento 2). Nao houve diferencas
entre os grupos em relacdo a Sinaptofisina (p = 0,5163), Neurofilamento (p = 0,1662) e GFAP (p = 0,9099), mas houve diferenca entre os grupos CT e T1 em relagdo a Iba-1
(p =0,0334) e a NF-xB p65 (p = 0,0098), estatisticamente significativas (testes ndo-paramétricos Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn ou U de Mann Whitney).
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Figura 8. Bandas reativas de imunoblotting de extrato proteico do bulbo olfatério com graficos representando média normalizada pela proteina controle (aTubulina) e erro
padrdo para as proteinas Sinaptofisina (A), Neurofilamento (B), GFAP (C), Iba-1 (D), NF-«xB p65 (E) e IL-1 (F). CT (controle), T1 (tratamento 1) e T2 (tratamento 2). Nao
houve diferengas entre os grupos em relagdo a todas proteinas, Sinaptofisina (p = 0,9099), Neurofilamento (p = 0,9099), GFAP (p = 0,1376), Iba-1 (p = 0,4274), NF-kB p65
(p=0,4274) e aIL-1 (p = 0,2929) (testes ndo-paramétricos Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn ou U de Mann Whitney).
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5.5. O tratamento com Alprazolam influencia alguns aspectos do balanc¢o redox no
cerebelo e no bulbo olfatério

A Figura 9 apresenta as quantificacdes das anélises do balanco redox nas regides do
cerebelo e do bulbo olfatorio. Sendo medidas a atividade antioxidante total pelo método de
reducdo do ferro (FRAP), os indicadores de estresse oxidativo pela andlise da peroxidacao
lipidica (TBARS), as proteinas carboniladas e os niveis de glutationa (GSH e GSSG) nas
amostras de proteinas totais, sendo comparada entre os grupos CT, T1 e T2.

Nas Figuras 9B e 9F pudemos observar um aumento nos niveis de peroxidag¢ao lipidica
nos grupos T2 quando comparado ao T1 no cerebelo (p = 0,0111) e no bulbo olfatério (p =
0,0007), mostrando que a overdose favoreceu significativamente a peroxidacao lipidica, que
acarretou alteragdes na estrutura e permeabilidade das membranas celulares acarretando
perdas de seletividade nas trocas ionicas e liberagdo de contetido das organelas, com formacgao
de produtos citotoxicos, como radicais livres, podendo ocasionar morte celular. A Figura 9C
mostrou um aumento nos niveis de proteinas carboniladas no grupo T1 quando comparado ao
CT no cerebelo (p = 0,0074), mostrando que o tratamento favoreceu significativamente o
aumento nos niveis das proteinas carboniladas que também podem resultar em danos

teciduais.
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Figura 9. Avaliacdo do balanco redox do cerebelo (coluna a esquerda) e bulbo olfatério (coluna a
direita) com graficos representando média e erro padrdo das medi¢des de atividade antioxidante total
pelo método de redugdo do ferro (FRAP) (A e E), peroxidacdo lipidica (B e F), proteinas carboniladas
(C e G), e arazdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (D e H). CT (controle),
T1 (tratamento 1) e T2 (tratamento 2). Em relacdo a FRAP nfo houve diferengas no cerebelo (p =
0,4658) e no bulbo olfatério (p = 0,1394); em relacdo a peroxidagao lipidica houve diferencas entre os
grupos T1 e T2 no cerebelo (p = 0,0111) e no bulbo olfatério (p = 0,0007); em relagéo a proteinas
carboniladas houve diferengas entre os grupos CT e T1 no cerebelo (p = 0,0074), mas ndo no bulbo
olfatorio (p = 0,2929); e em relagdo a razdo dos niveis de glutationa reduzida e oxidada eq-
GSH/GSSG nédo houve diferengas no cerebelo (p = 0,7473) e no bulbo olfatdrio (p = 0,3088), (testes
nao-paramétricos Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn ou U de Mann Whitney).
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6.DISCUSSAO

A reacdo de ansiedade ¢ compreendida como a resposta dos organismos a qualquer
ameaca a sua integridade, que visa garantir a sobrevivéncia e a adaptacdo as mudangas do
meio ambiente. No entanto, quando desproporcionais, essas reagcdes se tornam patologicas e
resultam no surgimento de doengas para as quais o individuo tenha predisposi¢ao genética
(CASTILLO et al., 2000). A resposta ao evento estressor demanda aspectos fisioldgicos,
cognitivos € comportamentais, para percepcao da situagdo, processamento rapido e busca de
solugdes, que pode desencadear um efeito desorganizador quando em excesso (OLIVEIRA &
DO AMARAL, 2019).

Os ansioliticos, como o Alprazolam, sdo os medicamentos prescritos para o tratamento
dos quadros de ansiedade durante a gestagdo, cujo composto principal ¢ denominado
benzodiazepinico (BZD). Seu consumo cronico leva a uma acdo diminuida e a efeitos
adversos aumentados. Sendo o BZD um agente capaz de permear a placenta e ser excretado
no leite materno, ele pode ser toxico ao feto podendo ocasionar morte intrauterina,
malformagdes morfologicas e problemas neurocomportamentais (NUNES et al., 2015).

Tendo em vista que o Alprazolam ¢ um agonista GABA¢érgico, agindo nos receptores
GABA-A (DE ALMEIDA, 2015), e, sendo o cerebelo e o bulbo olfatério regides encefalicas
de grande densidade desses receptores (GUEDES, 2008), nosso estudo focou em encontrar
alteracdoes morfologicas e celulares nessas regioes do SNC de neonatos de ratas tratadas com
o BZD Alprazolam durante a gestacdo. Também fizemos algumas andlises gerais como a
quantidade de filhotes e o sexo desses, peso corporal tanto da mae quanto dos filhotes
gerados. Esses dados gerais contaram com um numero de individuos superior as andlises do
tecido nervoso, uma vez que a totalidade de filhotes por grupo foi dividida entre
pesquisadores cuja especialidade de estudo poderia abordar diferentes tecidos, dessa maneira,
a0 nosso grupo, cuja especialidade ¢ a andlise do Sistema Nervoso, foi reservada a quantidade
de um animal por ninhada, resultando num total de oito individuos em cada grupo (CT, T1 e
T2) para as andlises do tecido nervoso.

Os resultados obtidos apds os experimentos realizados mostraram que o tratamento com
Alprazolam durante a gestacdao ndo influenciou a quantidade e sexagem dos filhotes ou o peso

corporal das maes e dos filhotes.
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Nenhum dado da literatura consultada apontou qualquer interferéncia na resolu¢ao do
sexo do feto com o uso de BZDs, estando de acordo com nossos resultados. O numero de
filhotes também nao foi afetado pelos tratamentos com Alprazolam em nosso trabalho, apesar
de possuir potencial efeito letal ao feto em algumas situacdes ja descritas (OGAWA,
TAKESHIMA & FURUKAWA, 2018; DE ABREU TACON, DO AMARAL & TACON,
2017).

Em relagdo ao peso corporal, embora a bula do remédio Frontal® indique que uma das
reagdes comuns dos pacientes que utilizam esse medicamento seja a perda ou ganho de peso,
nossos resultados ndo identificaram alteragdo no peso entre os grupos tratados e controle tanto
para maes quanto para os filhotes.

Os BZDs quando empregados por tempo prolongado durante a gravidez podem afetar o
neonato devido ao seu potencial teratogénico neurocomportamental, bem como promover
sintomas de abstinéncia no recém-nascido (BALDISSERA, DE FATIMA COLET &
MOREIRA, 2010). Sabendo que o Alprazolam atravessa a placenta, os pesquisadores
IQBAL, SOBHAN & RYALS (2002) fizeram um levantamento de estudos prospectivos que
avaliaram gestantes expostas ao Alprazolam durante o primeiro trimestre de gravidez para
monitorar sinais precoces de potenciais riscos para o feto, e assim alguns desses estudos nao
observaram nenhum padrdo de defeito, anomalia congénita ou aborto espontdneo entre os
bebés expostos ao medicamento no primeiro trimestre, enquanto outros encontraram
associagdes do consumo de Alprazolam pelas maes e presenga de malformagdes congénitas
nos fetos, incluindo 1abio leporino unilateral, hipospadia (abertura da uretra em localizagdo
anormal), luxacdo congénita do quadril, hérnia inguinal, ducto lacrimal fundido, microcefalia,
estrabismo, sindrome de Down, estenose pildrica, hérnia umbilical, inversdo de tornozelo,
sindrome de abstinéncia neonatal, letargia, sedacdo e perda de peso. No entanto, segundo os
autores IQBAL, SOBHAN & RYALS (2002), esses dados nao suportam uma associagdo clara
entre 0 uso do Alprazolam e defeitos congénitos, mas sugerem que o mais prudente seria
evitar o seu consumo durante a gravidez e lactagdo.

Outros pesquisadores também apontaram a relagdo entre o consumo de Alprazolam e o
baixo peso ao nascer € a pequena circunferéncia da cabega em 17 criancas nascidas de
mulheres que tomaram o BDZ durante a gestacdo. O peso dessas criangas havia normalizado
em dez meses, mas a circunferéncia da cabega ainda era menor do que o esperado aos 18

meses de vida (LAEGREID, HAGBERG & LUNDBERG, 1992). Outro trabalho também
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associou de maneira significativa o uso de BZDs por gestantes com aumento dos riscos de
nascimentos pré-termos (<37 semanas) e o baixo peso ao nascer (OGAWA, TAKESHIMA &
FURUKAWA, 2018). Corroborando com a pesquisa de CALDERON-MARGALIT et al.
(2009) que concluiram que o uso materno de BZDs estd associado a um risco aumentado de
parto prematuro, baixo peso ao nascer, baixo Indice de Apgar, internacio em unidade de
terapia intensiva neonatal e sindrome do desconforto respiratorio. Por outro lado, um estudo
analisou 460 mulheres que relataram exposi¢cdo ao farmaco antes ou durante a gestacao que
apresentaram 3,1% de incidéncia de doengas congénitas, o que nao diferiu das 424 gestagdes
controle, que tiveram 2,6% de incidéncia de anomalias congénitas. Logo, concluiram que o
uso de BZDs durante a gravidez pode nao ser uma causa suficiente ou necessaria a incidéncia
de defeitos congénitos (ORNOY et al., 1998).

Com o apresentado, ¢ evidente que ndo existe consenso na literatura cientifica quanto a
associacao entre o uso de BZDs durante a gestacdo ¢ o aumento de anomalias congénitas ou
abortos espontaneos ou outras sequelas para o feto. Nesse contexto, nosso estudo vem
contribuir para melhores evidéncias que possam embasar o uso ou nao do farmaco durante a
gestacao.

Para tanto, nossa primeira andlise do Sistema Nervoso foi uma analise qualitativa
macroscopica em relacdo ao padrdo de normalidade dos encéfalos dos filhotes dos trés
grupos. Considerando-se um encéfalo saudavel aqueles que apresentaram dois hemisférios
cerebrais de tamanhos semelhantes, presenca de cerebelo e tronco encefalico, coloragao
esbranquicada e sem areas de necrose. Nesse sentido, observamos que todos os encéfalos
(n=8 por grupo) permaneceram normais apos o tratamento com o Alprazolam durante a
gestacao.

Ao analisarmos a microscopia € a expressao proteica das areas selecionadas para o
estudo, notou-se que o tratamento durante a gestacdo influenciou na maior presenca de células
menores no cerebelo dos filhotes, e, ainda no cerebelo, notou-se aumento na expressao de Iba-
1 e NF-«xBp65, sendo um indicativo de microgliose. Enquanto o bulbo olfatério nao
apresentou alteracdes morfoldgicas e nem na expressao proteica.

Para a microscopia realizamos a colora¢do de Nissl nas laminas, que ¢ um método
citoquimico utilizado para estudo da morfologia e patologia do tecido neural (KADAR et al.,
2009). Com ele foi possivel quantificar o nimero e a area de células neurais inespecificas

(neurodnios e glia) presentes no cerebelo e bulbo olfatério, nos diferentes grupos. Observamos
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que no cerebelo a quantidade de células se manteve semelhante nos diferentes grupos, sem
indicios de proliferagdo ou morte celular induzida pelo tratamento, mas apresentou maior
quantidade de células menores em ambos o0s grupos que receberam o tratamento. O bulbo
olfatorio ndo apresentou diferencas em relacdo a morfologia, tanto em densidade quanto em
area celular.

As analises de expressao proteica por Western blotting tiveram como objetivo estudar
as respostas celulares em relagdo a densidade de sinapses (sinaptofisina) e axonios
(neurofilamento), da reatividade dos astrdcitos (GFAP) e da microglia (Iba-1), e, inflamagao
(NF-xBp65, IL-1). No cerebelo foi observado aumento da expressdo de Iba-1 especialmente
no grupo T1, caracterizando um aumento de microglia no tecido, o que pode explicar a maior
presenca de células de area reduzida como foi observado na andlise morfoldgica do cerebelo,
j& que a microglia, em relagdo aos neuronios e astrocitos, possuem o menor tamanho.

Quando o tecido nervoso se encontra em um processo de perda de homeostase causada
por eventos estressores, a microglia ou também denominada macrofago residente do SNC,
sofre rdpidas alteracdes na sua forma, expressdo génica e comportamento funcional, sendo
definido como microgliose, na tentativa de restaurar a homeostase tecidual (KETTENMANN
et al., 2011). Uma das caracteristicas da microgliose, ¢ o aumento da densidade microglial por
hiperplasia e/ou hipertrofia, fornecendo um maior suporte para a defesa contra os agentes
estressores. Adicionalmente ao processo de ativacdo, a microglia induz a liberagdo de
multiplos fatores pro-inflamatorios, imunorregulatorios e neurotroficos, além de efetuarem
suas atividades fagociticas (KIM et al., 2017; SCHAFER et al., 2012). Vimos no nosso
trabalho que no cerebelo houve um aumento da expressdo de NF-xB p65, que ¢ um dos
fatores de transcri¢dao reguladores de genes que codificam importantes proteinas envolvidas
em processos de inflamacdo e imunidade, ¢ bastante expresso pelas células da glia,
especialmente a microglia (GLEZER et al., 2000). E, sobre essas cé¢lulas, também exerce
papel regulador (SU et al., 2019).

Evidéncias apontaram que o NF-kB esta envolvido diretamente na funcao cerebral, apds
lesdes ou condigdes neurodegenerativas, e, durante a propria neurogénese (O'NEILL &
KALTSCHMIDT, 1997). Nesse sentido, a elevacdo dessa proteina pode influenciar aspectos
importantes do tecido nervoso em desenvolvimento.

Além dos estimulos comuns que podem ativar o NF-kB, como neurotransmissores,

citocinas, proteinas neurotdxicas, tem que haver a participagdo de espécies reativas de
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oxigénio (EROs) e o aumento de Ca?" intracelular para que a ativagdo ocorra (SU et al.,
2019). E, para analisarmos a producao de EROs também investigamos o balanco redox, e,
dessa forma notou-se que o tratamento com Alprazolam aumentou os niveis de peroxidagao
lipidica e de proteinas carboniladas no cerebelo, sendo indicativo de estresse oxidativo, que
pode acarretar danos moleculares as estruturas celulares, com consequentes alteragdes
funcionais e perda de fung¢des vitais em varios tecidos (VALKO et al., 2007).

O tecido nervoso € mais sensivel a danos oxidativos, e os resultados de EGER et al.
(2016) mostraram, de forma semelhante aos nossos resultados, que o diazepam (outro BZD)
aumentou os niveis de marcadores proteicos de estresse oxidativo no cerebelo, cortex cerebral
e hipocampo de ratos. O diazepam induziu a peroxidagdo lipidica, sendo uma das principais
consequéncias da lesdo mediada por radicais livres no cérebro, e a carbonilagdo de proteinas,
sendo o biomarcador mais utilizado para danos oxidativos as proteinas.

Interessantemente, as analises de expressao proteica do bulbo olfatério ndo apontaram
qualquer alteragdo, por outro lado, na analise de balanco redox, apresentou uma maior
degradacao lipidica no grupo T2 quando comparado ao grupo T1, indicativo de presenca de
estresse oxidativo. Apesar disso, nenhuma alteragdo que indicasse qualquer outro dano ao
bulbo foi diagnosticada. Nesse sentido, devemos lembrar que o bulbo olfatorio de roedores se
trata de uma 4rea diferente, tendo capacidade de neurogénese mesmo no tecido maduro
(KOHL et al., 2017; KETTENMANN et al., 2011).

O conjunto de nossos resultados demonstrou que o cerebelo apresentou maiores
alteracdes morfologicas e moleculares quando comparado ao bulbo olfatério, mostrando ser
um tecido mais sensivel ao tratamento com Alprazolam durante o desenvolvimento do
Sistema Nervoso. O cerebelo, uma regido motora do SNC, apresenta neurénios grandes, com
longos axonios, e, portanto, com maior necessidade metabolica o que o torna mais susceptivel
aos danos toxicos € os que envolvam sobrecarga mitocondrial (BERNARD-MARISSAL et
al., 2018). Nao ¢ apenas essa a diferenca entre as duas regides escolhidas para o presente
estudo, a propria microglia de ambas as regides pode apresentar comprometimento com
fungdes diferentes. Recentemente, foi demonstrado que microglia apresenta uma
heterogeneidade fenotipica em diferentes regides do SNC de mamiferos, contribuindo para as
diferentes respostas dessas células aos mesmos estimulos, sendo eles fisioldgicos ou
patolégicos (SMOLDERS et al., 2019). No bulbo olfatério a microglia se caracteriza por

serem células menores e mais abundantes, ja no cerebelo encontramos essas células em menor
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quantidade, mas de tamanho maior (TAN, YUAN & TIAN, 2019). Adicionalmente, a
microglia pode contribuir para a proliferacdo celular em areas neurogénicas, como o bulbo
olfatdrio, por expressar marcadores de células-tronco (KOHL et al., 2017; KETTENMANN et
al., 2011). Essas diferencas podem explicar, em parte, as diferentes respostas observadas em
nosso trabalho.

Mesmo que tenhamos observado alteracdes, e, essas mais presentes no cerebelo, os
resultados apontam que o tratamento com Alprazolam durante a gestacdo ¢ capaz de
influenciar a atividade celular da microglia, e, com isso, possivelmente, ativar mecanismos
inflamatorios no cérebro em desenvolvimento. Apesar de ndo conhecermos o impacto dessas
alteracdes em uma fase de maturidade do tecido ou até mesmo no seu envelhecimento, o
nosso estudo reafirma o cuidado com o uso de benzodiazepinicos por gestantes em qualquer
etapa da gestagdo, evitando assim possiveis riscos fetais.

A limita¢do foi o baixo nimero de individuos por grupo, que influenciou em alguns
dados numéricos, que apresentaram grandes desvios padrdes, e, também ndo houve a
possibilidade de mantermos um grupo para acompanhamento até a vida adulta, para analises

de comportamento motor e sensitivo.
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7. CONCLUSAO

Diante de nossos achados concluimos que o cerebelo dos filhotes mostrou ser mais
sensivel ao tratamento realizada por suas maes com o Alprazolam durante a gestacdo,
apresentando maior densidade de células menores, aumento na expressdo de Iba-1 e NF-kB
p65, indicativos de microgliose, € um desequilibrio no balango redox, com maiores niveis de
peroxidacao lipidica e proteinas carboniladas, indicativos de presenga de estresse oxidativo.
Enquanto o bulbo olfatério mostrou ser mais resistente, apresentando um desequilibrio no
balango redox, com maiores niveis de peroxidacao lipidica.

Logo nossos resultados sugerem que o tratamento de gestantes com o Alprazolam pode
estar relacionado com alteragdes morfologicas, inflamatorias e oxidativas no tecido nervoso,
especificamente nas regides de cerebelo e bulbo olfatério, dos seus filhotes. Nao sabemos
qual serd o impacto dessas alteragdes em um tecido maduro, mas reafirmamos que deve haver
um cuidado especial com a exposicdo aos BZDs em gerais durante as fases de gestacdo e

lactacdo, evitando assim riscos de teratogenicidade fetal.
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