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    "Vou dizer-lhe uma coisa que você nunca esquecerá: a 

cada homem são dadas as chaves dos portões do céu. 

Mas essas chaves abrem também os portões do inferno.  

E assim é com a ciência."  

Richard Feynnman, em "A Incerteza da Ciência" 
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RESUMO 

 

 O consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação e lactação pode provocar 

uma série de efeitos adversos no feto. Por exemplo, a síndrome alcoólica fetal (SAF) 

causada pelo consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação e é caracterizada por 

déficits de crescimento, dismorfia facial e evidências de anormalidades no sistema 

nervoso central (SNC). No presente estudo, nós investigamos os efeitos da exposição ao 

etanol administrado cronicamente em ratas durante a gestação e lactação sobre a 

homeostase do citoesqueleto de neurônios e astrócitos das progenitoras, no final da 

lactação, e da prole aos 9 e aos 21 dias de idade. Nossos resultados mostraram que os 

filhotes de ratas expostas ao etanol durante a gestação e lactação apresentaram, aos 21 

dias de idade no hipocampo, um aumento na fosforilação das subunidades de baixo e 

médio peso molecular dos neurofilamentos (NF-L e NF-M) e da proteína glial fibrilar 

ácida (GFAP) de neurônios e astrócitos, respectivamente. Este efeito foi mediado pela 

proteína quinase ativada por sinal extracelular (ERK1/2) que pertence à família das 

proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK). No entanto, esse mesmo efeito não 

ocorreu no córtex e hipocampo dos filhotes dessa idade. Nas progenitoras, no final do 

período de amamentação, e na prole aos 9 dias pós-natal não houve uma alteração na 

homeostase dos filamentos intermediários (FIs) do córtex, hipocampo e cerebelo. Esses 

dados reforçam a idéia que algumas regiões cerebrais são mais susceptíveis aos efeitos 

danosos do álcool e, também, que há uma janela de vulnerabilidade para esses danos. 

Sabendo-se que as crianças com SAF possuem déficits de aprendizado e memória e que 

o hipocampo está relacionado com essas funções, nossos resultados sugerem que uma 

alteração no citoesqueleto pode contribuir com os danos hipocampais relacionados à 

SAF. 
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ABSTRACT 

 

 Maternal drinking during pregnancy and lactation can cause a number of adverse 

effects on the fetus. For example, the fetal alcohol syndrome (FAS) caused by prenatal 

exposure to alcohol is characterized by growth deficiency, facial dysmorphology and 

central nervous system (CNS) disorders. In the present study we investigated the effects 

of exposure to alcohol chronically administered to rats during pregnancy and lactation 

on the homeostasis of the cytoskeleton of neurons and astrocytes from dams at the end 

of lactation, and the offspring at 9 and at 21 days postpartum. Results showed that 

exposure to ethanol during pregnancy and lactation lead to increased phosphorylation of 

low and medium molecular weight neurofilament subunits (NF-L and NF-M) and of 

glial fibrillary acidic protein (GFAP) in astrocytes and neurons in the hippocampus of 

21-day-old pups. This effect was mediated by extracellular signal regulated protein 

kinases (ERK1/2) which belongs to the family of mitogen-activated protein kinases 

(MAPK). However, this effect was not observed in the cerebral cortex and hippocampus 

of these animals. In dams at the end of the nursing period, and in  9-day-old pups the 

homeostasis of the intermediate filaments (IFs) of the cerebral cortex, hippocampus and 

cerebellum was not altered. These data reinforce the idea that some brain regions are 

more susceptible to the harmful effects of alcohol and reinforces the window of 

vulnerability of the hippocampus of immature brain. The children with FAS have 

deficits in learning and memory and the hippocampus is related to these functions, 

therefore it is feasible that an disruption of the homeostasis of the cytoskeleton can 

contribute to hippocampal damage related to ethanol exposure during pregnancy and 

lactation. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ERK1/2 Proteína quinase ativada por sinal extracelular 

Eth  Etanol 

FIs  Filamentos Intermediários 

GFAP  Proteína Glial Fibrilar Ácida 

MAPK  Proteína quinase ativada por mitógeno 

MT  Microtúbulo 

NFs  Neurofilamentos 

NF-H  Subunidade protéica de 200 kDa dos neurofilamentos 

NF-L  Subunidade protéica de 68 kDa dos neurofilamentos 

NF-M  Subunidade protéica de 150 kDa dos neurofilamentos 

SAF  Síndrome Alcoólica Fetal 

SNC  Sistema Nervoso Central 

Vim  Vimentina 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. ETANOL E ALCOOLISMO 

 

O etanol é um composto orgânico utilizado como combustível, germicida, solvente, 

na composição de bebidas alcoólicas entre outros produtos. Ao longo da história, na 

maioria dos países, o álcool tem sido legalmente produzido a partir de uma série de 

produtos e é consumido para melhorar o bem-estar e as relações sociais. No entanto, 

uma grande quantidade de indivíduos não consegue manter-se dentro dos limites de 

segurança do consumo (Enoch, 2012). O abuso de bebidas alcoólicas e a dependência 

são parte de uma doença crônica, progressiva, reincidente que avança do estágio de 

experimentação para a dependência, tornando-se uma desordem psiquiátrica (Enoch, 

2012; Spanagel, 2009). O Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) 

americano classifica o consumo excessivo de álcool como a terceira principal causa de 

morte evitável (Mokdad et al., 2004). A dependência ao etanol é uma desordem 

heterogênea já que o consumo de bebidas alcoólicas pode variar tanto na quantidade 

quanto na freqüência (Johnson et al., 2010). 

Quando consumido em excesso, o álcool pode interferir no status nutricional do 

indivíduo alcoólico afetando, por exemplo, o consumo, absorção e utilização de 

nutrientes pelo organismo (Lieber, 2000). Alcoolistas possuem sinais de deficiência de 

algumas vitaminas, particularmente, tiamina, riboflavina, piridoxina e ácido ascórbico, 

bem como o ácido fólico (Lieber, 2003). As complicações clínicas do abuso dessa 

substância incluem: danos ao sistema imunológico e ao cérebro, câncer, diabetes, 

desordens neuropsiquiátricas, doenças cardiovasculares, doenças do fígado e do 
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pâncreas (Spanagel, 2009; Rehm, 2011). O etanol ainda afeta diversos sistemas 

neurotransmissores: inibe a neurotransmissão glutamatérgica (Rao & Sari, 2012) e 

aumenta a função do receptor GABAA (Boehm et al., 2004). Além de tudo, ainda traz 

sérios problemas sociais e econômicos incluindo, criminalidade, diminuição da 

produtividade e aumento de gastos médicos (Nutt et al., 2007).   

Além disso, o etanol também exerce uma variedade de ações através de seus 

produtos metabólicos. Por exemplo, o acetaldeído, que é o primeiro produto gerado 

durante o metabolismo do etanol, pode afetar a atividade de diferentes sistemas de 

neurotransmissores e, assim contribuir com os efeitos comportamentais causados pelo 

etanol (Quertemont et al., 2005).  Metabólitos não-oxidativos do etanol, tais como etil-

ésteres de ácidos graxos exercem efeitos na homeostase intracelular do Ca
2+

 (Pettersen 

& Sutton, 2006) e, portanto, podem mediar, em parte, as ações do etanol (Spanagel, 

2009). 

Em relação ao sistema fosforilante, baixos níveis de etanol estimulam e altos 

níveis inibem a fosforilação da proteína associada aos microtúbulos, MAP2, a qual 

regula a dinâmica de polimerização dos microtúbulos em cérebro de ratos (Ahluwalia et 

al., 2000). Também, Rothenfluh et al. (2006) e Offenhäuser et al. (2006) mostraram que 

a dinâmica do citoesqueleto de actina pode ser alterada em cérebro de camundongos por 

efeito do álcool. Ainda, o etanol administrado a culturas de células da linhagem glial 

B92 foi capaz de causar alteração sobre o citoesqueleto de actina através de vias de 

sinalização envolvendo a PI3K/AKT e MEK/ERK (Villegas et al., 2006). Além disso, 

em células C6 (linhagem celular que pode apresentar propriedades de astrócitos) a 

exposição aguda ao etanol provocou uma reorganização do citoesqueleto de actina 

(Loureiro et al., 2010). O etanol também prejudica a via secretória de astrócitos e esse 

processo está envolvido com alterações na atividade dos microtúbulos (Tomás et a.l, 
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2005). Em diversos estudos também tem sido relatado que o álcool pode alterar o 

citoesqueleto de hepatócitos, incluindo os filamentos intermediários (Sanhai et al, 1999; 

Shepard & Tuma, 2010). 

 Conforme a crença popular, o álcool seria galactogênico, faria o leite ―descer‖, 

teria efeito sedativo, relaxando o bebê e diminuindo suas cólicas (Mennella & 

Beauchamp, 1991; Menella, 1997). A quantidade de etanol presente no leite materno 

possui uma relação de proporcionalidade com a quantidade dessa substância no sangue, 

ou seja, o leite apresenta quantidades consideráveis de álcool enquanto os níveis dessa 

substância são mensuráveis no sangue materno (Lawton 1985; Mennella & Beauchamp 

1991). Mas, contrariando a fé popular, estudos demonstraram que as crianças 

amamentadas consumiam 20% menos leite materno e apresentavam alterações no 

padrão de sono nas horas imediatamente após a exposição materna ao etanol (Mennella 

& Beauchamp, 1991, 1993; Menella & Garcia-Gomez, 2001). O álcool, como já foi 

demonstrado em estudos com ratos, pode ter efeitos adversos sobre a ocitocina e a 

prolactina, dois hormônios essenciais na lactação normal (Subramanian & Abel, 1988; 

Subramanian, 1999). Isso, então, poderia explicar, em parte, a redução no consumo de 

leite pelos filhos de mães que consumiram bebidas alcoólicas. 

.  

1.1.1. Síndrome Alcoólica Fetal 

 Não apenas durante a amamentação, mas em todo o período gestacional, o álcool 

entra em contato com o feto através da circulação materna, atravessando facilmente a 

placenta e, assim, causando efeitos adversos na função e no crescimento placentário e, 

também, no desenvolvimento fetal. Em cerca de uma hora os níveis de etanol no líquido 

amniótico e no feto são aproximadamente os mesmos encontrados no sangue materno 

(Burd et al., 2007). A placenta humana tem uma capacidade mínima de metabolização 
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do etanol - produz acetaldeído que vai em direção ao sangue fetal e pode ser prejudicial 

ao embrião (Karl et al., 1988) - e a atividade da enzima álcool desidrogenase em 

lactentes é 80% menor que nos adultos (Burd et al., 2007; Pikkarainen & Rhaia, 1967; 

Tran, et al. 2007).  

O consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação pode acarretar uma gama de 

efeitos adversos no feto. O termo ―desordens do espectro alcoólico fetal‖ é utilizado 

para denotar o conjunto de condições causadas pela exposição ao etanol durante o 

desenvolvimento (Sokol et al., 2003). Os efeitos incluem: déficits cognitivos, de 

aprendizagem e de memória, anomalias estruturais e comportamentais (Ervalahti et al., 

2007). Os diagnósticos clínicos que se enquadram nas desordens do espectro alcoólico 

fetal incluem: síndrome alcoólica fetal (SAF), síndrome alcoólica fetal parcial, 

encefalopatia alcoólica e desordens neurocomportamentais da exposição ao álcool 

(Franklin et al., 2008). A SAF, descrita completamente pela primeira vez em 1973 por 

Jones e Smith, é a mais severa do espectro e os danos à capacidade cognitiva podem 

variar e em casos graves chegar à retardo mental severo (Mattson et al., 1998). 

A tríade sintomática da SAF é caracterizada por: déficit de crescimento pré e pós-

natal, dismorfia craniofacial e evidências de anormalidades no SNC (Lipinsk et al., 

2012; Bertrand et al., 2005; Jones e Smith, 1973). Uma das alterações no SNC é a 

diminuição do volume cerebral que está relacionada à reduzida proliferação celular no 

SNC (Miller, 1988, 1989) e apoptose induzida pelo etanol em neurônios pós-mitóticos 

(Ikonomidou et al., 2000). Modelos experimentais de animais expostos ao etanol 

demonstram que o tipo e a extensão da perda neuronal dependem do período de 

desenvolvimento onde ocorreu a exposição, bem como das vulnerabilidades inerentes às 

diferentes regiões do cérebro a exposição do álcool (Maier et al., 1996; Bonthius & 

West, 1991). Por exemplo, a exposição a essa substância durante o período da 
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neurogênese resulta em diminuição do número de células piramidais CA1 do 

hipocampo (Miller, 1995), células de Purkinje do cerebelo (Maier & West, 2001; Maier 

et al., 1999) e neurônios corticais (Miller, 1986, 1988). O cérebro é, também, vulnerável 

à exposição ao etanol durante o período da sinaptogênese que ocorre ao longo do 

terceiro trimestre de gestação em humanos, que equivale aos primeiros dez dias pós-

natal nos ratos. 

Estudos da exposição ao etanol durante o desenvolvimento em modelos animais 

são excelentes ferramentas para identificar possíveis mecanismos e intervenções que 

possam prevenir ou atenuar os efeitos do etanol no cérebro em desenvolvimento (Ieraci 

& Herrera, 2006).  A exposição de roedores ao etanol em períodos sensíveis do 

desenvolvimento do cérebro induz condições neuropatológicas similares àquelas da 

SAF humana (Saito et al., 2007) o que nos permite, atualmente, ter algum conhecimento 

sobre a extensão dos efeitos do álcool sobre a anatomia, fisiologia e comportamento dos 

filhos de mães alcoólatras a partir dos resultados dos estudos com modelos 

experimentais em roedores (Maier & West, 2003). 

 

1.2. CITOESQUELETO CELULAR 

 

O citoplasma das células eucarióticas é organizado espacialmente em uma rede 

de proteínas filamentosas conhecida como citoesqueleto. Essa rede forma uma estrutura 

altamente dinâmica que se reorganiza continuamente sempre que a célula altera a sua 

forma, se divide ou responde ao ambiente. É responsável por movimentos como o 

deslocamento das células sobre um substrato e a contração muscular. O citoesqueleto 

também fornece a maquinaria necessária para movimentos intracelulares como, por 
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exemplo, o transporte de organelas de uma região para outra no citoplasma e a 

segregação de cromossomos na mitose (Alberts et al., 2008).  

Além disso, nas células neurais, as proteínas do citoesqueleto apresentam um 

papel fundamental na criação e manutenção do calibre axonal, bem como transporte de 

organelas e substâncias envolvidas na transmissão sináptica (Kirkpatrick & Brady, 

1999; Ackerley, 2000). Várias doenças neurodegenerativas e distúrbios psiquiátricos 

estão associados com alterações no citoesqueleto neuronal (Lariviere, 2004). Nesses 

casos, o citoesqueleto é anormalmente organizado o que, portanto, diminui a ocorrência 

das neurotransmissões (Benitez-King et al., 2004). 

Essas funções do citoesqueleto dependem de três estruturas distintas: filamentos 

de actina ou microfilamentos (MFs), microtúbulos (MTs) e filamentos intermediários 

(FIs) (figura 1). Cada tipo é formado pela associação ou polimerização de monômeros 

específicos. Os microfilamentos (7 nm de diâmetro) são polímeros de actina globular; 

os microtúbulos (25 nm de diâmetro), são formados por associações de dímeros de 

tubulina alfa e beta, produzindo longos e rígidos polímeros (Yoon et al., 2002) e os 

filamentos intermediários (10 nm de diâmetro), são constituídos por associações de 

proteínas fibrosas célula-específicas (Alberts et al., 2008; Helfand et al., 2004). Estes 

três tipos de filamentos, embora com suas características individuais, conectam-se entre 

si e suas funções são coordenadas, permitindo a participação em inúmeras atividades 

celulares em conjunto com diversas proteínas acessórias (Alberts et al., 2008). 

Fornecem estabilidade, polaridade e organização à célula (Yoon et al., 2002), além de 

garantirem rigidez celular e funcionarem como âncoras intracelulares que mantém as 

organelas no lugar (Wettstein et al., 2012). Sua reorganização constante permite os 

movimentos internos, incluindo o deslocamento dos cromossomos e a deformação da 
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membrana que permitem, dessa forma, a endocitose e a migração celular (Wettstein et 

al., 2012). 

Figura 1. Representação esquemática dos elementos do citoesqueleto celular. Adaptado 

de http://course1.winona.edu/kbates/Bio241/images/figure-04-21.jpg (acesso em 

12.03.2013). 

 

1.2.1. Filamentos Intermediários 

Os filamentos intermediários (FIs) estão entre as mais insolúveis e resistentes 

estruturas sólidas do citoesqueleto de células eucarióticas (Nicholl & Quinlan, 1994). 

São filamentos longos de proteínas fibrosas que possuem subtipos específicos em 

diferentes tecidos e grande diversidade em sua sequência (Alberts et al., 2008). Essas 

proteínas apresentam um domínio central em forma de α-hélice altamente conservado e 

regiões amino-terminal e carbóxi-terminal variáveis (figura 2). Essas últimas duas 

apresentam diferenças que permitem uma subclassificação em seis diferentes grupos.  
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Tipos I e II incluem, respectivamente, as queratinas e citoqueratinas (epiteliais). 

O tipo III compreende a vimentina (expressa em células de origem mesenquimal), a 

desmina (característica das células musculares), a proteína glial fibrilar ácida - GFAP 

(nas células gliais) e a periferina (na periferia do sistema nervoso). Já o tipo IV é 

encontrado nos neurônios e inclui os neurofilamentos e a α-internexina. Por fim, o tipo 

V são as lâminas que são exclusivamente nucleares e ocorrem em todos os tecidos e o 

tipo VI inclui a nestina (nas células musculares e neuroepiteliais) (Fuchs & Weber, 

1994; Inada et al., 2000; Hermann & Aeb, 2000; Lariviere & Julien, 2004; Szeverenyi 

et al., 2008).  

A principal função intracelular dos FIs é a sustentação da célula conferindo 

proteção contra o estresse mecânico, portanto mantém a integridade tecidual (Fuchs & 

Weber, 1994; Eriksson et al., 2004). Além dessa conhecida função, os FIs têm um 

importante papel na distribuição intracelular de organelas e proteínas (Toivola et al., 

2005; Styers et al., 2004), na migração e na divisão celular, estão envolvidos em 

processos regulatórios, metabólicos e de sinalização da célula e na transdução de sinal 

da membrana plasmática para o núcleo (Chang & Goldman, 2004; Eriksson et al., 2009; 

Paramio & Jorcano, 2002). 

 

 

 

     

 

 

α-hélice 

amino-terminal 

carbóxi-terminal 

Figura 2. Representação dos domínios dos FIs: amino-terminal, carbóxi-

terminal e cadeia em α-hélice. Adaptado de 

http://micro.magnet.fsu.edu/cells/intermediatefilaments/intermediatefilaments.h

tml (acesso em 17.02.2013). 
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1.2.1.1. Neurofilamentos 

 

Os neurofilamentos (NFs) são os filamentos intermediários presentes nos 

neurônios, esses FIs correm em paralelo ao longo do axônio e ocupam uma grande 

fração do volume do axoplasma (Kumar, et al., 2002). São formados por três 

subunidades: de alto (NF-H – 200 kDa); médio (NF-M – 150 kDa) e baixo (NF-L - 68 

kDa) peso molecular (Alberts et al., 2008) (figura 3). Possuem domínios estruturais 

similares, incluindo uma região central em α-hélice, um domínio amino-terminal 

(cabeça) e uma região carboxi-terminal (cauda) (Steinert & Roop, 1988). Essas três 

proteínas possuem similaridades estruturais na região central e diferem tanto no 

comprimento quanto na sequência de seus N-terminais e, principalmente, nos seus C-

terminais (Chang et al., 2009). 

A extremidade N-terminal juntamente com a região em α-hélice da subunidade 

de baixo peso molecular, NF-L, interagem lateralmente e longitudinalmente formando a 

estrutura propriamente dita do neurofilamento (Geisler & Weber, 1981), enquanto as 

regiões C-terminais das subunidades de médio (NF-M) e alto peso molecular (NF-H) 

são responsáveis pelas projeções laterais, que permitem a interação dos NFs entre si e 

com os demais constituintes do citoesqueleto (Gotow et al., 1992). 

Os NFs são sintetizados dentro do corpo celular e posteriormente transportados 

para o axônio (Miller et al., 2002) e a principal função é o controle do calibre axonal 

(Chang et al., 2009; Liem & Messing, 2009; Perrot et al., 2008), sendo que o diâmetro 

dos axônios está diretamente relacionado com a velocidade de transmissão do impulso 

elétrico (Cleveland et al., 1991).  

Agregados intracelulares de NFs são encontrados em diversas patologias 

neurodegenerativas como, por exemplo, a esclerose lateral amiotrófica, a doença de 
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Alzheimer, a doença de Parkinson e a neuropatia diabética (Julien, 1999; Lee & 

Cleeveland, 1996). Múltiplos fatores podem induzir ao acúmulo de NFs, incluindo a 

desregulação da expressão de genes que codificam as diferentes subunidades dos NFs, 

defeitos no transporte axonal e, além disso, injúrias físicas ou químicas podem ser 

responsáveis por esses acúmulos (Troncoso et al., 1985; Griffin et al., 1985; Povlishock 

et al., 1997; Perrot & Eyer, 2009). 

 

 

 

 

 

1.2.1.2.  Vimentina e Proteína Glial Fibrilar Ácida (GFAP) 

 Entre as proteínas dos filamentos intermediários, a vimentina é a mais 

amplamente distribuída, ocorrendo em muitas células de origem mesenquimal. Além 

disso, é expressa de forma transitória durante o desenvolvimento em muitos tecidos 

Figura 3. Representação dos elementos do citoesqueleto celular em um neurônio 

(A). Microtúbulos (B), Neurofilamentos: a região central é formada pelas três 

subunidades (NF-L, NF-M e NF-H) e as projeções laterais são constituídas pelas 

regiões carbóxi-terminais das subunidades NF-M e NF-H (C), Filamentos de 

actina (D). Adaptado de Fletcher & Mullins, 2010. 
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(Alberts et al., 2008). No SNC, é expressa na glia radial, astrócitos imaturos e também 

na glia de Bergmann no cerebelo. Durante a diferenciação dos astrócitos é substituída 

progressivamente pela GFAP (Menet et al., 2001). 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) pertence ao tipo III de proteínas dos 

filamentos intermediários e está presente predominantemente em astrócitos maduros. 

Além disso, é expressa também nas células de Schwann (Bianchini et al., 2002), 

fibroblastos (Hainfellner et al., 2001), e nas células estreladas do fígado (Carotti et al., 

2008; Middeldorp, 2009). 

Essa proteína é considerada um marcador de astrócitos e é importante na 

manutenção da forma e na modulação da motilidade celular. No sistema nervoso central 

de vertebrados há um rápido aumento na síntese de GFAP nos astrócitos em resposta a 

injúrias causadas por traumas químicos, físicos e também por determinadas doenças, 

processo esse chamado astrogliose (Pekny et al., 1999; Eng et al., 2000; Wilhelmsson et 

al., 2004).  

Além disso, a GFAP é importante também para a interação entre astrócito-

neurônio (Eliasson, 1999; Potokar et al., 2007), participando do sofisticado sistema de 

comunicação intercelular recíproca que pode regular a liberação de neurotransmissores, 

a excitabilidade neuronal, a homeostase do glutamato (Sullivan et al., 2010; Sullivan et 

al., 2012) a transmissão sináptica (Carmignoto, 2000) e a mobilidade de vesículas nos 

astrócitos (Potokar et al., 2007). 
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1.3.  FOSFORILAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

A fosforilação de proteínas é um processo molecular reversível que contribui 

para a homeostase celular, regulando processos como a sinalização, o crescimento, o 

metabolismo, a proliferação, a diferenciação e a divisão celular (Leung-Pineda et al., 

2006; Evans & Hemmings, 1998). A dinâmica da reação de fosforilação/defosforilação 

se deve à participação de sistemas fosforilantes intracelulares que consistem em uma 

proteína quinase, um substrato protéico e uma proteína fosfatase. As proteínas quinases 

catalisam a transferência de um grupamento fosfato do ATP para o grupo hidroxila dos 

resíduos de serina, treonina ou tirosina de um substrato protéico. As fosfatases catalisam 

a hidrólise do grupo fosfato ligado ao substrato protéico, permitindo a reversibilidade 

desse processo (Nestler & Greengard, 1999). A fosforilação de uma proteína altera sua 

carga, pois grupos fosfato sendo carregados negativamente, determinam uma mudança 

na sua conformação e consequentemente na sua atividade funcional. A relação entre a 

concentração intracelular e a atividade de quinases e fosfatases determina o estado de 

fosforilação do substrato (Walaas & Greengard, 1991; Nestler & Greengard, 1999).  

Este processo desempenha um papel fundamental nas funções neuronal e glial 

incluindo: a plasticidade das células neuronais, síntese de neurotransmissores 

(Schulman, 1995), eventos de aprendizagem e memória (Izquierdo & Medina, 1997; 

Rosenegger et al., 2008; Silverman-Gavrila et al., 2011) e transdução de sinal, 

contribuindo também para a eficácia da transmissão sináptica (Wang & Salter, 1994).  

1.3.1 Fosforilação dos filamentos intermediários 

A organização intracelular dos FIs depende de seu estado de fosforilação e está 

sobre o controle de proteínas quinases e fosfatases. Os sítios de fosforilação dos FIs 
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estão localizados nos domínios amino e carboxi-terminal. A fosforilação do domínio N-

terminal está relacionada com a capacidade de polimerização e despolimerização dos 

FIs (Izawa & Inagaki, 2006), já a fosforilação do domínio C-terminal tem implicações 

na interação com outras estruturas do citoesqueleto (Chou et al., 1996). Esses filamentos 

são substrato de inúmeras quinases (Chang & Goldman, 2004) e fosfatases que também 

desempenham uma importante papel na integridade do citoesqueleto (Ceulemans & 

Bollen, 2004; Sontag, 2001). 

A fosforilação dos NFs ocorre primariamente nas regiões ricas em KSP repeats, 

os quais são repetições das sequências lisina-serina-prolina localizadas no domínio C-

terminal do NF-M e do NF-H (Julien & Mushynski, 1983; Xu et al., 1992). No entanto, 

a fosforilação de resíduos de serina ―não-KSP‖ na região N-terminal do NF-L e do NF-

M tem sido observadas (Zheng et al., 2003). O nível de fosforilação do domínio C-

terminal da NF-H é um importante mecanismo fisiológico regulador do transporte 

axonal (Jung et al., 2000). Visto a importância dos NFs na manutenção do calibre 

axonal e, portanto, na velocidade da condução nervosa, um desequilíbrio na atividade 

das proteínas quinases ou das fosfatases pode causar alterações na função neuronal. 

Além disso, a hiperfosforilação dos NFs pode estar relacionada com a patogênese de 

doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer, doença de Parkinson e 

esclerose lateral amiotrófica (Liu, et al., 2011; Zhou et al., 2010).  

Assim como ocorre com os NFs, a homeostase da rede de GFAP no citoplasma 

de astrócitos é regulada por fosforilação em múltiplos sítios (Takemura et al., 2002): a 

fosforilação na região N-terminal afeta a polimerização da GFAP, enquanto que a 

fosforilação na região C-terminal afeta a interação da GFAP com as outras proteínas dos 

FIs (Inagaki et al., 1994). A fosforilação da GFAP em sítios da região N-terminal causa 
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a despolimerização do filamento e a defosforilação destes sítios (por fosfatases) restaura 

essa habilidade de polimerizar (Inagaki et al., 1990).  

Entre as proteínas quinases envolvidas na fosforilação dos neurofilamentos, 

destaca-se a família de proteínas quinases ativadas por mitógeno – MAPKs. Essa 

família de proteínas intracelulares está envolvida na transdução de sinal, regulação da 

proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (Robinson & Cobb, 1997). Uma 

quinase integrante dessa família a ERK1/2 ou p42/44 MAPK (proteína quinase regulada 

por sinais extracelulares) pode contribuir na hiperfosforilação de proteínas dos 

neurofilamentos por fosforilar os KSP repeats dessas proteínas (Veerana et al., 1998). A 

ativação da ERK1/2 é caracterizada pela ativação inicial da Ras, uma pequena proteína 

proteína G, que resulta na ativação das proteínas Raf e da quinase MAPK/ERK1/2 

(MEK) e a sucessiva fosforilação da ERK1/2 (Thomas & Huganir, 2004). A família das 

MAPK tem um papel central nos efeitos que o etanol provoca nas células (Aroor & 

Shukla, 2003). Diversos estudos têm identificado a relação entre a ativação da ERK1/2 

e a exposição ao etanol que parece ser dependente da idade, região do cérebro e modelo 

de tratamento com etanol (Sanna et al., 2002; Kalluri & Ticku, 2003; Chandler & 

Sutton, 2005). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 Analisar o efeito do etanol administrado cronicamente em ratas durante a 

gestação e lactação sobre a homeostase do citoesqueleto de células neurais da prole. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Verificar o efeito do etanol sobre o ganho de massa corporal da prole desde o 

nascimento até os 21 dias de idade. 

 Verificar o ganho de massa corporal e o consumo de água/etanol e ração das 

ratas adultas durante o período do estudo. 

 Avaliar os efeitos de um modelo de alcoolismo crônico (etanol 20%) durante a 

gestação e o aleitamento sobre a fosforilação dos filamentos intermediários 

(GFAP, NF-L, NF-M e NF-H) de córtex cerebral, hipocampo e cerebelo da prole 

aos 9 dias e/ou aos 21 dias. 

 Avaliar os efeitos de um modelo de alcoolismo crônico (etanol 20%) sobre a 

fosforilação dos filamentos intermediários (GFAP, NF-L, NF-M e NF-H) de 

córtex cerebral, hipocampo e cerebelo das ratas adultas (mães) no final do 

período de lactação. 

 Verificar a participação da via das MAPK, através da ERK1/2, nos efeitos do 

modelo de alcoolismo utilizado, sobre a fosforilação das proteínas dos 

filamentos intermediários. 
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2. CONCLUSÃO 

 

2.1. CONCLUSÃO GERAL 

 O etanol administrado cronicamente em ratas gestantes e lactantes foi capaz de 

alterar a homeostase do citoesqueleto celular do hipocampo da prole aos 21 dias de 

idade. 

 

2.2. CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 A prole das ratas expostas ao etanol, durante o período de lactação, apresentou um 

menor ganho de peso comparado ao grupo controle, diferença que foi significativa 

a partir do oitavo dia pós-natal. 

 O modelo de alcoolismo crônico (etanol 20%) durante a gestação e lactação causou 

uma hiperfosforilação dos FIs (GFAP, NF-L e NF-M) no hipocampo dos filhotes 

aos 21 dias pós-natal. Nessa mesma idade não houve alteração na homeostase dos 

FIs no córtex cerebral e cerebelo. Na prole aos 9 dias de idade também não ocorreu 

alteração nos níveis de fosforilação dos FIs no córtex cerebral e cerebelo, assim 

como, nesse período o citoesqueleto do hipocampo também teve sua homeostase 

alterada. 

 As ratas adultas que foram expostas ao etanol durante o período de indução, 

gestação e lactação não apresentaram alterações nos níveis de fosforilação dos FIs 

(GFAP, NF-L, NF-M e NF-H) do córtex, hipocampo e cerebelo. 

 Não houve alteração no imunoconteúdo dos FIs: GFAP, NF-L e NF-M, no 

hipocampo da prole aos 21 dias de idade. A subunidade NF-H dos neurofilamentos 

apresentou uma redução no seu imunoconteúdo na sua forma total e na forma 

fosforilada nesse mesmo período e nessa mesma estrutura cerebral. 
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 A hiperfosforilação, causada pela exposição ao etanol, no hipocampo da prole aos 

21 dias de idade foi, em parte, provocada pela via de sinalização da proteína 

quinase ERK1/2 que estava na sua forma ativa. 
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3. PERSPECTIVAS 

 

 Identificar outras possíveis quinases envolvidas no efeito do etanol no 

hipocampo dos filhotes de 21 dias de idade. Como, por exemplo, as outras 

quinases que pertencem à família das MAPK: a p38 e a JNK. 

 Verificar os efeitos do etanol, nesse mesmo modelo de exposição durante a 

gestação e lactação, aos 15 dias de idade da prole no córtex cerebral, hipocampo 

e cerebelo. 

 Realizar estudos comportamentais nos filhotes aos 21 de idade para verificar se a 

alteração da homeostase no citoesqueleto do hipocampo leva a déficits de 

memória e aprendizado. 

 Utilizar agentes antioxidantes nas mães que possam de alguma maneira prevenir 

ou reduzir os danos que o etanol gera nos filhotes. 
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5. ANEXOS 

5.1. LISTA DE FIGURAS 

Figura 1: Representação esquemática dos elementos do citoesqueleto. 

Figura 2: Representação esquemática da estrutura da subunidade de um FI. 

Figura 3: Representação esquemática do citoesqueleto em um neurônio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




