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RESUMO
Avaliacéao as alteracOes cerebelares decorrentes da exposicao do etanol da

adolescéncia a fase adulta.

O abuso de &lcool tem alcancado propor¢des massivas, associado a uma série de
consequéncias adversas, transformando-se num dos fendmenos mais generalizados
das ultimas décadas sendo, portanto o alcool, agente da doenca alcodlica, um
problema de saude publica.Os jovens estdo em fase de transicao fisioldgica e social,
sendo a curiosidade, a presséo do grupo social, o0 modelo familiar, a propaganda e a
falta de politicas publicas,os principais fatores de riscos que os conduzem para o
consumo precoce de alcool. O adolescente uma vez que se encontra em fase de
maturacdo apresenta seu sistema nervoso central (SNC) vulneravel as agressoes
causadas pelo consumo dessa droga. Sabe-se que o &lcool promove uma série de
alteracdes motoras do ponto de vista clinico e concomitantemente fisiologico. Estas
alteracdes sdo consequentes da acéo do alcool sobre o SNC, mais especificamente
sobre o Cerebelo, e que mediante uso crbnico da droga sofre (como os demais
orgdos do SNC) algumas alteracdes.O objetivo desse trabalho foi avaliar as
alteracdes cerebelares decorrentes da exposicdo ao etanol da adolescéncia afase
adulta em ratos, sobre os padrdes morfométricos observados no érgédo, investigacao
da resposta tecidual e balanco oxidativo do o6rgao frente a injaria causada pelo
toxico. Ratos receberam a partir do 35° dia de vida pés-natal (periodo de
puberdade), por gavagem, EtOH na dose de 6,5 g/kg/dia até completar 90 dias (fase
adulta). Para visualizacdo da injuria causada ao tecido, foi feito investigacao
morfométrica e analise bioquimica através de estresse oxidativo. Os resultados
encontrados mostram que a massa cerebelar ndo é alterada, porém ha uma reducéo
no tamanho do 6rgdo e houveum aumento na densidade da populagédo celular nas
camadas molecular e granular.No entanto ocorreu uma diminuicdo de células
neuronais, contudo as alteracbes morfohistolégicas ndo foram acompanhadas de

alteracdes na bioguimica oxidativa.

Palavras-chave: etanol, cerebelo, comportamento motor, injuria tecidual.



ABSTRACT

Evaluation cerebellar changes resulting from exposure of ethanol from
adolescence to adulthood.

Alcohol abuse has reached massive proportions, associated with a number of
adverse consequences, becoming one of the most widespread phenomena of recent
decades and therefore alcohol, alcoholic disease agent of a public health problem.
Young people are under physiological and social transition, with the curiosity, the
pressure of the social group, the family model, propaganda and lack of public
policies, the main risk factors which lead to early alcohol consumption. The teenager
once is maturing presents its central nervous system (CNS) vulnerable to aggression
caused by the consumption of this drug. It is known that alcohol promotes a series of
motor change the point of view of clinical and physiological concurrently. These
amendments are consequential action of alcohol sore CNS, specifically on the
Cerebellum, and by chronic use of the drug suffer (like other organs of the CNS)
some changes. The aim of this study was to evaluate the cerebellar changes
resulting from exposure to ethanol from adolescence to adulthood in rats, on the
morphometric patterns observed in the organ, tissue response and investigation of
oxidative balance the body against the injury caused by toxic. Mice received from the
35th day of postnatal life (puberty period) by gavage at a dose of EtOH 6.5g/kg/day
for 90 days (adulthood). To view the injury caused to the fabric was made
morphometric biochemical research and analysis through oxidative stress. The
results show that cerebellar mass is not changed, but there is a reduction in organ
size and an increase in the density of the cell population in the molecular and
granular layers, however a decrease in neuronal cells, with all the changes occurred
were not morphohistologics accompanied by alterations in the biochemical oxidation.

Keywords: ethanol, cerebellum, motor behavior, tissue injury.
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1. O alcool e a Saude Publica.

O uso abusivo de bebidas alcodlicas é um sério problema de saude publica
que acomete o mundo inteiro. O alcoolismo € conceituado como a ingestdo de
bebidas alcoodlicas de forma continuada provocando prejuizo psicolédgico, social e
fisico ao ser humano. E uma doenca de carater cronico e progressivo, sendo um
transtorno de alta prevaléncia (TWERSKI, 1987; CARLINI, GALDUROZ e NOTO,
2001), constituindo fator de risco para outras doencas, como, por exemplo, cancer
de boca, esb6fago, figado e pulmé&o, depressdo maior, epilepsia, hipertensdo e
problemas cardiacos (REHM, SEMPOS e TREVISAN, 2003), assim como
comportamentos violentos, tais como agressodes fisicas, verbais e problemas com o
sistema judiciario (ZHANG, WELTE e WIECZOREK, 2002).

Nas ultimas trés décadas, o consumo de 4&lcool sofreu um aumento
significativo e, segundo estudos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
populacdo mundial consome a substancia em intensidade diversa, desde os que
bebem com o menor efeito toxico possivel aos que bebem de forma problematica e
abusiva. Dentre os consumidores abusivos, 0S grupos mais preocupantes sao as
gravidas, criancas e adolescentes (TWERSKI, 1987; OLIVEIRA e ARNAUTS, 2011).
De acordo com a OMS, o alcoolismo consiste em uma doenca de natureza
complexa, na qual o alcool atua como fator determinante sobre razdes
psicossomaticas preexistentes no individuo e o tratamento requer uma busca a

processos profilaticos e terapéuticos de grande amplitude (TWERSKI, 1987).

No Brasil, o primeiro contato da populagdo com o alcool se da na
adolescéncia por volta dos 12 anos (CEBRID, 2010). Legalmente, o consumo de
bebidas alcodlicas é proibido para menores de 18 anos no pais, segundo a Lei n°
8.069/90, art. 243 - Estatuto da Crianca e do Adolescente, no entanto, os obstaculos
sdo pequenos para que os adolescentes adquiram a droga licita iniciando seu
consumo de forma precoce (ROMANO et al. 2007). Desta forma, em um universo de
adolescentes representativo das varias regides do Pais e de areas urbanas e rurais,
aproximadamente 35% dos jovens consomem bebidas alcodlicas ao menos uma vez
no ano. Da mesma maneira, o fato de que 24% destes adolescentes consumirem
alcool pelo menos uma vez no més merece atencdo (BRASIL, 2007). Além disso,

constatou-se por estudo epidemiolégico nacional sobre a ingestdo diaria de etanol
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(EtOH), que Belém foi apontada como a 12° capital brasileira em quantidade de
consumo da droga, com 31% dos entrevistados afirmando ter ingerido o equivalente
a uma dose de alcool no dltimo més da pesquisa, situando a capital no 9° lugar em
incidéncia de consumo (INCA, 2003).

Segundo dados da OMS (2011), 2,5 milhdes de mortes por ano sdo causados
pelo consumo nocivo do &lcool, em que uma propor¢cdo consideravel de jovens,
entre 15 e 29 anos, morre por causas relacionadas a sua ingesta. As bebidas
alcodlicas sdo as substancias psicotropicas mais utilizadas por adolescentes
(FADEN, 2005; GALDUROZ et al. 2005). Este consumo pode ter consequéncias
negativas tdo diversas como déficit no aprendizado, problemas sociais, pratica de
sexo sem protecdo e/ou sem consentimento, maior risco de suicidio ou homicidio e

acidentes relacionados ao uso abusivo (FADEN, 2005).

Para tratamento, grande parte dessa populagdo recorre ao auxilio do Sistema
Unico de Saude (SUS) gerando um custo social, pois grande parte do atendimento
primario é realizada nos postos de saude, gerando 6nus pra o Estado equivalente a
7,3% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (GALLASSI et al. 2008). Nos Estados
Unidos da América, cerca de 14% da populacdo pode ser considerada dependente
de alcool, segundo o National Institute on Drug Abuse (NIDA, 1998) e o National
Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA, 1998), em que o alcoolismo
provocou um prejuizo de 166 bilhdes de ddélares aos cofres publicos norte-

americanos nesse ano.

Segundo o DATASUS, em 2001 foram realizadas 388.722 internagdes por
transtornos mentais e comportamentais devido ao uso de alcool, e este consumo se
encontra como a segunda causa de morbidade. Todas as internagdes custaram ao
SUS neste ano R$ 488,4 milhdes, sendo que R$ 60,1 milhdes (12,31%) foram

gastos com as internacdes por transtornos devido a sua utilizagdo (BRASIL, 2002).

Quanto mais cedo se inicia 0 uso do alcool, maior a vulnerabilidade ao abuso
e a dependéncia, podendo ser o inicio para o uso de drogas ilicitas. Desta forma, o
consumo precoce é considerado fator de risco para a dependéncia na vida adulta,
sendo a adolescéncia a porta de entrada para esse vicio (LARANJEIRA, 2002;
PECHANSCKY, 2004).
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2. Metabolismo do Alcool.

O EtOH é formado de uma pequena molécula apolar solivel em agua e em
lipidios, de férmula quimica (C,HsOH) (Figura 1). Apresenta-se no estado liquido,
variando de cor transparente a escuro quase opaco, sendo a sua via de
administracéo a oral (LIEBER e ABITTAN, 1999).

H H
I I

H=-C-C-0-H
I I
H H

Figura 1 - Molécula de etanol.

Quando ingerido, a absorcéo do alcool no estbmago e nas primeiras porcdes
do intestino delgado é bastante rapida, principalmente na auséncia do bolo
alimentar, pois este fato aumenta a superficie de mucosa livre para absorcdo
(HOFFMANNI et al.,1996). A droga € diretamente absorvida no tubo digestivo, sendo

30% no estbmago, 65% no duodeno e o restante no colon (MELLO et al. 2001).

A absorcdo se da pela livre passagem do EtOH pela mucosa digestiva sem
sofrer prévia digestdo, inversamente ao que ocorre com o0s alimentos, e a velocidade
absortiva no estdmago vai depender do tipo de bebida, da concentracdo do EtOH,
do pH do meio e do estado de vacuidade ou replecédo do estomago (HOFFMANNI et
al., 1996; MELLO et al., 2001). No intestino delgado, este fenbmeno é extremamente
rapido, completo e independe de concentracdo da droga ou da presenca de
alimentos (HOFFMANNI et al.,1996).

O EtOH atinge os tecidos do organismo e afeta a maioria das funcdes vitais
(JUNIOR et al.,1998). E uma molécula psicotrépica e necessita de algumas gramas
para produzir efeito, com consequéncias bastante complexas sobre o Sistema
Nervoso. Transita facilmente entre o0s obstaculos bioldgicos, equilibrando-se
rapidamente entre o sangue e os tecidos (ROBERTS e KOOB, 1997).



14

A excrecdo de 10% do total da droga ingerida é realizada pelos pulmdes (o
que permite o doseamento da alcoolemia pela sua pesquisa no ar expirado), pelo
suor e pela urina. O restante (90%) é metabolizado no figado, quase na sua
totalidade nos hepatocitos (MELLO et al. 2001). No hepatdcito, o EtOH é oxidado no
citoplasma por trés vias: a alcooldesidrogenase (ADH), a catalase e o citocromo
P4502E1 (CYP 2E1), anteriormente designado como MEOS (do inglés microsomal
ethanol oxydizing system) (MANSO, 1985; JUNIOR et al. 1998).

Na primeira fase de biotransformacdo, a ADH age sobre o EtOH em uma
reacdo de oxidacdo com formacdo de acetaldeido, que posteriormente é oxidado
pela aldeido desidrogenase. No entanto, o acetaldeido ndo € o Unico produto
formado nesta reagdo, ocorre também a formacdo de um mol de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) para cada mol de etanol oxidado. Como representado

na reacdo a seguir:
CH3CH,OH + NAD® ——CH3;CHO + NADH + H*

Porém, NADH néo é reoxidada em taxa suficiente para repor o NAD, desta
forma ha uma consideravel producdo de NADH e um aumento do NAD + H" livre.
Como consequéncia do aumento da relacdo NADH,/NAD, observa-se uma série de
alteracBes metabdlicas decorrentes do consumo do EtOH, tais como, o aumento da
a-glicerofosfato hepética e o estimulo a sintese de acidos graxos com concomitante
diminuicdo da oxidacdo normal dos &cidos graxos (KITSON e WEINER, 1996;
JUNIOR et al. 1998).

Em individuos que possuem o consumo do tipo crénico, a atividade de
oxidacao por via microssomal (MEOS) apresenta-se aumentada (MOAK e ANTON,
1999). Nesta via, a CYP 2E1 age como principal enzima na transformacédo do EtOH
em acetaldeido levando também a producédo de peroxido de hidrogénio, como na

reacao abaixo:
CH3CH,OH + NADPH + H, + O, —CH3CHO + NADP" + H,0,

Com a formacédo de peroxido de hidrogénio, a via da catalase é ativada,
ocorrendo a oxidacdo do NADPH através da NADPH-oxidase na presenca da
catalase, leva a oxidacdo do EtOH. Neste processo, tem-se como consequéncia a
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formacdo de radicais de oxigénio téxicos, que podem induzir a formacdo de
lipoperoxido, advindos das reagfes demonstradas abaixo:

NADP-oxidase
NADPH + H" + O, —*>NADP" + H,0,
Catalase
H,0, + CH3CH,OH —2H,0 + CH3CHO

Independentemente do sistema enzimatico, ADH, MEOS ou catalase, a
primeira etapa do metabolismo do EtOH leva a producdo de hidrogénio e
acetaldeido. Seguindo o processo de oxidacdo do EtOH, a segunda etapa se da a
partir da formacdo do acetaldeido catalizado pela aldeidodesidrogenase, com a
formacdo de acetil-COA e acetato, sendo esta uma reacdo irreversivel. O
acetaldeido pode interagir com aminoacidos como lisina, serina e cisteina (KITSON
e WEINER, 1996).

Os aldeidos e as catecolaminas e indolaminas formam produtos de
condensacao no cérebro, resultando respectivamente tetrahidroisoquimolinas (TIQs)
e B-carbolinas. Estes compostos se ligam a receptores opidides e sado
possivelmente responsaveis pela dependéncia ao alcool. Com efeito, a
administracdo destes compostos em animais induzem ao auto-consumo voluntario
da droga (MANSO, 1985).

Alguns estudos demonstram a importancia da catalase na metabolizacédo do
EtOH no SNC. Homogenatos de cérebro de rato foram incubados com EtOH e
medido o acetaldeido formado. Juntando um inibidor de ADH, o pirazol, ou um
inibidor do MEOS, a metirapona, a producao de acetaldeido néo foi afetada, porém a
adicao de inibidores de catalase (azida, cianamida, aminotriazol) promoveu bloqueio
da producdo de acetaldeido. Por outro lado, quando os homogenatos foram
submetidos ao sistema glucose e glucose oxidase houve aumento na producao de
acetaldeido. Estes dados sugerem a importancia da catalase no SNC como
importante metabolizador do EtOH (MIRA e MANSO, 1993).

Dentre seus efeitos, o alcool pode agir como reforco positivo quando

acrescenta algo desejavel como a sensacdo de euforia, e como reforco negativo
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quando elimina algo desagradavel como, por exemplo, quando reduz a ansiedade,
causado pela abstinéncia, que é dependente do periodo e do tempo de exposicdo a
droga (ROBERTS e KOOB, 1997).

3. Alcool e adolescéncia

O periodo da juventude é uma fase de transi¢éo fisioldgica e social, sendo a
curiosidade, a pressdo do grupo social (ROSSOW e ROMELSJO, 2006), o modelo
familiar (HABIB et al. 2010), a propaganda (VENDRAME e PINSKY, 2011) e a falta
de politicas publicas (DIEHL et al. 2011) os principais fatores de riscos que o0s
conduzem para o consumo precoce do alcool. Exemplificando uma situacdo de
consumo, em festas observa-se que o jovem, para se sentir integrado ao ambiente,
consome a droga de forma abusiva, caracterizando o consumo em forma de
pileques (binge), ou seja, um padrdo de consumo nos finais de semana e em

quantidade excessiva (LARANJEIRA, 2007), induzindo & intoxicagéao.

Entende-se por intoxicacdo o contato de um individuo, por ingestdo, injecdo
ou inalacdo, a uma ou mais substancias que, associadas ou ndo, tém um elevado
potencial para ocasionar efeitos adversos no organismo, sendo diagnosticada por
sinais e sintomas ou dados laboratoriais. Pode ocorrer de forma aguda,
caracterizada pela Unica ou mdltipla exposi¢cdo de curta duracdo (prazo de 24h),
havendo uma absorc¢éo rapida da substancia téxica, o qual foi administrado em uma
ou diversas doses, conduzindo a efeitos que se manifestam de forma imediata ou no
decorrer de alguns dias, podendo resultar em morte, caso a intervencao curativa nao
seja precisa e efetiva. Por fim, a intoxicacdo crbnica resulta de uma exposi¢cao
repetida ao toxico durante um longo periodo de tempo, levando a um efeito
cumulativo no organismo, ocorrendo aumento da concentracdo nos tecidos, que, ao
atingir determinado limite, origina lesdes organicas. Este efeito também pode ser

observado nas exposi¢cfes sucessivas sem ocorréncia de acumulacao (OGA, 2008).

Neste sentido, os jovens ao reproduzirem um perfil de consumo de alcool sem
um padréo regular promovem uma intoxicagao aguda organica, apresentando sinais
e sintomas caracterizados por niveis crescentes da depressao do Sistema Nervoso
Central (SNC) como euforia leve, seguido de tontura, ataxia e incoordenacdo
motora, evoluindo para confusdo, desorientacdo e atingindo niveis de anestesia,

entre eles o estupor e 0 coma (ALMEIDA, 2006). Estas respostas variam de acordo
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com o nivel de alcoolemia no organismo (APA, 2002; CRMESP, 2003) manifestando

uma condic¢do clinica transitoria.

A intoxicacéo cronica induzida pelo uso crénico do alcool altera a memoria, 0
controle dos impulsos, a analise, a aprendizagem, a sintese visuo-espacial, a
velocidade psicomotora, as funcdes executivas, a tomada de decisdes, além de
transtornos persistentes e deméncia alcodlica (MESQUITA, 2008). Além disso, o
usuario cronico apresenta manifestacbes psiquiatricas e alteragbes da estrutura
celular do SNC (BAE et al. 2005).

Outros efeitos observados no uso prolongado dessa droga estdo a
desnutricdo causada por um consumo de grande quantidade de calorias vazias,
gerando diminuicdo de calorias proteicas, que a longo prazo causa deficiéncia de
tiamina, acido nicotinico, vitaminas do complexo B e &cido foélico, aumentando o
risco de doencas neurolégicas em associacdo a sindrome de Wernicke-Korsakoff,

degeneracéao cerebelar, ambliopia, polineuropatias e pelagra (BRUST, 2009).

Estudos demonstram que muitas estruturas do SNC sédo acentuadamente
afetadas pelo consumo de alcool, dentre estas € possivel perceber alteracbes
estruturais, fisiologicas e funcionais no cerebelo (NASCIMENTO e MOARES, 2009).

4. Cerebelo

O Cerebelo esta localizado na caixa craniana em sua porcdo posterior, em
repouso sobre a fossa cerebelar do osso occipital, posicionado dorsalmente ao
bulbo e a ponte (Figura 2), apresenta circunvolu¢cdes e esta dividido em dois
hemisférios ligados pelo vérmis (VOOGD e GLICKSTEIN, 1998; BUGALHO et al.
2006). Este 6rgdo do SNC é sensivel a exposicdo ao EtOH e apresenta respostas
difusas frente ao dano recebido (NASCIMENTO e MOARES, 2009; SASAKI et al.
1995; HARD et al. 2005; SCHUCKIT, 2005; BOYCE-RUSTAY et al. 2006;
VASCONCELOS et al. 2004; VASCONCELOQOS, 2001; PRANT et al. 2008).
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Figura 2 - Figura Anatémica do Cerebelo.
Fonte: Sobotta, 2013

Estudos demostram que o cerebelo apresenta conexées com outras areas do
SNC como cortex pré-frontal (SCHMAHMANN, 1995), cértex parietal posterior,
temporal superior, regido occipito-temporal (SCHMAHMANN, 1992), assim como
regides limbicas (VILENSKY e VAN HOESEN, 1981), o que explicaria a participacao
deste 6rgdo em multiplas funcdes cerebrais, tais como fungcbes executivas, areas
multimodais, de associacdo implicadas na integracdo de informacdo sensitiva e
sensorial, organizacdo visuo-espacial, memdria visual e controle do comportamento
e da motivacdo, respectivamente. Ainda podemos associar esse orgao a funcéo
cognitiva (BUGALHO et al. 2006) e motora (HOSP e LUFT, 2011).

A citoarquitetura do cerebelo € composta por trés camadas que se dispde
uniformemente da porgcdo mais exterior & interior, tais como molecular, células de
Purkinje e a granular (VOOGD, 2003). Na camada molecular encontram-se as
células estreladas localizadas superficialmente e dendritos das células de Purkinje,
sendo estas responsaveis pelo processamento da informagéo cerebelar, uma vez
que lancam seus axdnios para o exterior do cortex cerebelar, realizando sinapses
com outras areas do SNC, tendo funcéo integradora entre as camadas (APFEL et al.
2002; ROPPER e BROWN, 2005; VOOGD e GLICKSTEIN, 1998; O'HEARN e
MOLLIVER, 2001; HIRANO et al. 1986). A camada granular apresenta células
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granulares pequenas, células de Golgi maiores e fibras musgosas (FERNANDES,
1988; SULTAN et al. 2000) que correspondem a aproximadamente 95% das células
do cerebelo maduro (ECCLES, 1970; KRYSTOSEK e SEEDS,1981) (Figura 3).

— Camada Molecular

| Camada de Cél. Da
Granulosa

~ Matéria Branca

Cél. de Purkinje

Figura 3 — Corte histolégico transversal do Cerebelo (esquerda) em que é possivel observar a
camada de Células da Molecular (verde), camada de Células da Granulosa (azul), Matéria Branca
(vermelho) e as células de Purkinje (posicionadas na porcao intermediaria entre as duas camadas),
como representado no diagrama (direita). (Fonte: modificado de
http://www.cerebronosso.bio.br/galeria-
imagens/cerebelos/;http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=1&materia_id=364&materiave
r=1&imprimir=1)

Vérios autores relataram os efeitos da exposicdo cronica do EtOH em
cerebelos de animais mamiferos, contudo somente alguns poucos estudos tém
investigado os efeitos decorrente do uso em grandes quantidades do alcool sobre
esse 6rgdo (AVERSI-FERREIRA et al. 2004; AVERSI-FERREIRA e PENHA-SILVA,
2005a, AVERSI-FERREIRA et al. 2005b, AVERSI - FERREIRA et al. 2006; FIUZA e
MORAIS, 2005, GREEN, 2004; WANG et al. 1999).

5. Alcool e Cerebelo

Em geral, o uso abusivo de alcool induz a perturbacbes funcionais em
diferentes sistemas organicos, por exemplo, no trato gastrointestinal, nos 6rgéos
hematopoiéticos, no sistema imune e no SNC (ZHOU et al. 2003; SCHUCKIT, 2005;
FISHER et al. 2008; HAPPEL et al. 2007).
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O conjunto de lesBes ocorridas no cerebelo devido a intoxicacdo alcodlica
recebe o nome de degeneracao cerebelar alcodlica (ANDERSEN, 2004; TIMMANN-
BRAUN e DIENER, 2000) caracterizada por sinais e sintomas motores como ataxia
de postura e marcha (VICTOR et al. 1958; ANDERSEN, 2004; TIMMANN-BRAUN e
DIENER, 2000), alteracdo dos movimentos oculares (MAURITZ et al. 1979; WOBER
et al. 1999), disdiadococinesia, dismetria e decomposi¢do de movimentos (DECKER
et al. 1959), alteracGes na fala, ocorrendo de modo lento e arrastado, variando em
altura e intensidade (VICTOR et al.1958).

Farmacologicamente, o alcool € um depressor do SNC, provocando uma
desorganizacdo geral na transmissao dos impulsos nas membranas excitaveis.
Possivelmente, alguns dos seus efeitos sdo mediados por um mecanismo mais
especifico, envolvendo receptores glutamatérgicos do tipo N-Metil-D-Aspartato
(NMDA) e GABAérgicos, relacionados ao neurotransmissor acido gama-
aminobutirico (GABA) (SCHUCKIT, 2005), sistemas serotoninérgicos (5-HT)
(BOYCE-RUSTAY et al. 2006), opidides e dopaminérgicos (VASCONCELOS et al.
2004; VASCONCELOS, 2001).

O alcool também pode causar atrofia cerebelar, em que estudos de autopsia
revelam que individuos alcodlatras crénicos tém o cerebelo menor, mais leve e
atrofiado (LINDBOE e LOBERG, 1988; TORVIK et al. 1982). Em estudos por
tomografia computadorizada, verificou-se que em 29% dos alcoodlatras crénicos
estudados apresentaram atrofia cerebelar (DIENER et al. 1986; HAUBEK e LEE,
1979) que também esta presente nos pacientes com sindrome de Wernicke-
Korsakoff (Antunez et al. 1998).

O consumo do EtOH causa desnutricdo por varios mecanismos, sendo uma
droga hipercal6rica, porém sem vitaminas e sais minerais, suas calorias vazias
parecem nao ser aproveitadas para o crescimento corporal (LIEBER, 1976). A
deficiéncia de tiamina merece atencéo por ser considerada por alguns autores como
um dos principais contribuintes para degeneragcdo alcodlica cerebelar, porém o
mecanismo pelo qual a auséncia dessa vitamina regula a degeneragdo continua
pouco estudada (BAKER et al. 1999; LANGOHR et al. 1981; MARTIN et al. 2003;
PHILLIPS et al. 1987). Contudo, a tiamina exerce uma importante funcdo nos

processos metabdlicos do cerebelo e em concentra¢cbes reduzidas no organismo
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parece afetar negativamente o 6rgdo (LANGOHR et al. 1981; POLONI et al. 1992;
KRIL, 1996; MIWA et al. 2004). Outros mecanismos que poderiam contribuir com a
neurodegeneracdo ocasionada pelo alcool, tais como o estresse oxidativo, também

estdo sendo investigados.
6. Estresse Oxidativo (EO)

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS- do inglés Reactive
Oxygen Species) podem contribuir para o aparecimento de doencas ou estarem
presentes em situagbes de toxicidade, como, por exemplo, diante do consumo de
EtOH. A célula apresenta alguns mecanismos proprios que a auxiliam a reagir aos
processos oxidantes consequentes dos radicais livres produzidos durante o préprio
metabolismo através da cadeia respiratoria mitocondrial. Este radical pode causar
danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo e
mitocondrial. No DNA, o ataque ao acUcar pode ser realizado por abstragdo de um
dos atomos de hidrogénio e quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O estresse oxidativo é responsavel por diferentes tipos de danos, incluindo a
peroxidacgéo lipidica de membranas, a oxidacdo de aminoacidos e acidos nucléicos,
apoptose e necrose, sendo definido como um desequilibrio intracelular entre a
producdo de ROS e as vias antioxidantes (LIMA-VERDE et al., 2007). De acordo
com Durukan e Tatlisumak (2007), as ROS reagem irreversivelmente com varios
constituintes celulares, tais como proteinas, ligacdes duplas de fosfolipidos (ou seja,
as membranas de organelas ou da propria célula), e DNA nuclear, e
consequentemente induzem a aberracdes na homeostase de ions, a sinalizacédo

celular e expresséao génica.

Além disso, essas lesfes podem resultar em uma producdo excessiva de
ROS que supera uma capacidade antioxidante enddégena composta de agua ou
moléculas lipossolUveis antioxidantes e enzimas de reparagdo. Contudo, a baixa
concentracdo de ROS podem ter papéis fisiologicos e patologicos, influenciando as
redes de transducdo de sinal que regulam a expressao do gene eucariotico, funcao
esta conhecida como "regulacédo redox" e que pode implicar na manifestacédo de

uma resposta adaptativa e sobrevivéncia (RYTER; CHOI, 2005).
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Um dos sistemas de regulacdo da concentracdo de ROS intracelular é o
sistema enzimatico e inclui as enzimas Superéxido Dismutase 1 (SOD1), enzimas
glutationa peroxidase selénio dependente (GSH-Px) e a catalase. As enzimas SOD
agem sobre radical superéxido (O%) que é transformado em peréxido de hidrogénio
(H20,), que por sua vez é convertido em agua pelas duas ultimas enzimas (GSH-Px
e catalase) (MOREIRA, 2010). O selénio, por sua vez age como um cofator da GSH-
Px (ALVAREZ; MORAES, 2006), se comportando como um carreador temporario de
oxigénio (LIMA-VERDE et al., 2007) e estimulando a acdo de enzimas antioxidantes
(CHEN et al., 2009).

A GSH-Px atua na matriz do citosol e das mitocéndrias, enquanto a vitamina
E age nas membranas celulares. Juntamente com o tocoferol, o selénio atua
interceptando radicais livres antes que eles possam danificar as membranas
celulares, protegendo as membranas e organelas de danos oxidativos, facilitando a
unido entre o oxigénio e hidrogénio no final da cadeia metabdlica (VIARO; VIARO;
FLECK, 2001).

De acordo com Zhang e Richardson (2011), quando uma célula é exposta a
situagcdes que induzem seu estresse (radiacdo, homocisteina, dopamina ou EtOH)
ocorre um aumento acentuado na expressdao da Proteina do Reticulo
Endoplasmatico 29 (Erp29 - do inglés Endoplasmic Reticulum Protein 29), uma
proteina localizada na porcéo luminal do Reticulo Endoplasmatico (RE), que na sua
expressdo em situacOes de estresse podem indicar um potencial papel protetor
contra estresse celular. No entanto, esta proteina também é apontada por Bambang
et al. (2009) como sendo um regulador negativo da proliferacdo celular e/ou
tumorigenese, uma vez que é expressa em maior quantidade por tumores de

crescimento lento.

Assim como a Erp29, a Erp60 (também conhecida como Calreticulina) é uma
proteina presente no RE e mitocondrias e esta relacionada com a homeostase da
concentracdo de fons célcio (Ca®") pelo seu transporte para o interior destas
organelas. Assim sendo, alteragbes como a superexpressao deste gene aumenta o
influxo de Ca®* em todo o RE, mas diminui na mitocéndria, alterando o potencial de
membrana. Esta alteracdo no fluxo de Ca®* entre as duas organelas pode danificar

as mitocondrias, representando o aumento da susceptibilidade das células que
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expressam niveis elevados de calreticulina a estimulos apoptoticos (ARNAUDEAU et
al. 2002).

Outro mecanismo de protecao fisioldgico contra a acao dos radicais livres é o
sistema antioxidante de moléculas pequenas. Nesta via, moléculas de baixo peso
molecular, tais como a vitamina A, E e C, o beta caroteno e o acido Urico, reagem
diretamente com os radicais livres diminuindo sua reatividade (MOREIRA, 2010).
Este sistema distribui-se em ambas as fases da bicamada de lipidios das
biomembranas, tornando-se um excelente protetor contra a lipoperoxidacao
(BARCLAY; ARTZ; MOWAT, 1995).

Sendo as mitocondrias o principal local de producdo de ROS, estas
consequentemente necessitam de uma defesa antioxidante bem eficaz para evitar
danos as funcdes das proteinas, da integridade membrana e ao DNA mitocondrial,
preservando sua homeostase. Desta forma, alteracdes em sua expressdo podem
levar a perda significativa de potencial de membrana mitocondrial, diminuicdo dos
niveis de Adenosina trifosfato (ATP) e aumento da producdo de ROS (CARRI;
COZZOLINO, 2011).

O estresse oxidativo induzido pela exposicdo cronica de alcool causa
modificacdo de lipidios, proteinas e outras importantes macromoléculas e podem
resultar em danos irreversiveis gliais e neuronais (SUN e SUN, 2001). Esses danos
sdo consequéncia do metabolismo do EtOH e sua oxidacdo em acetaldeido. No
entanto, sabe-se que 0s neurdnios ndao sdo as uUnicas células do SNC a serem
afetadas pelo alcool ou seus metabolitos. Ocorre também alteracbes sobre as
células gliais (astrécitos, oligodendrdcitos e micrégila), o que pode interferir
severamente na interacdo entre as células que compde o SNC, eventualmente
provocando degeneracdo devido a prejuizos no funcionamento glial. Estes prejuizos
incluem alterac6es na producao de fatores de crescimento, nutricdo, manutencdo da
homeostase da agua, absor¢cdo de neurotransmissores e também na formacao da
barreira hemato-encefalica (JAATINEN e RINTALA, 2008).

Considerando os diversos estudos realizados sobre as alteragbes causadas
pelo EtOH no cerebelo e o inicio precoce no consumo desta droga, observou-se que

ha uma lacuna relacionada aos danos decorrentes do uso cronico de alcool da
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adolescéncia a fase adulta e suas consequéncias sobre este 6rgdo no ambito
tecidual e no balango oxidativo.



OBJETIVOS
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OBJETVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar as alteracfes teciduais e no balanco oxidativo no cerebelo de ratos

intoxicados cronicamente com EtOH da adolescéncia a fase adulta.

2.2. Objetivos Especificos

e Investigar os efeitos do EtOH sobre os aspectos anatdbmicos do

cerebelo;

e Avaliar a possivel alteracdo na densidade populacional celular
cerebelar por meio de andlise imunohistoquimica nas camadas

molecular e granular;

e Verificar a influéncia do consumo cronico do EtOH sobre o balanco

oxidativo.



METODOLOGIA
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MATERIAL E METODOS
3.1. ANIMAIS E TRATAMENTO

Ratos Wistar, fémeas, n=40, provenientes do Biotério da Universidade
Federal do Para (UFPA), foram mantidos em condi¢cdes padronizadas de
temperatura, exaustao, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, com comida e agua ad
libitum. Ao completar 35 dias de idade (periodo de puberdade) os animais
receberam, por gavagem, EtOH na dose de 6,5 g/kg/dia até completar 90 dias (fase
adulta). As doses utilizadas foram adaptadas de protocolos utilizados por Maier e
West (2001); Tang et al. (2009) e Oliveira et al. (2014). Os animais controle
receberam agua destilada, também por gavagem. O projeto foi submetido ao Comité
de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da UFPA (CEPAE-UFPA)

recebendo aprovacédo (Parecer BIO 043-12).

3.2. INVESTIGACAO MORFOMETRICA E IMUNOHISTOQUIMICA

O Laboratério de Neuroprotecéo e Neurorregeneracdo Experimental (LNNE),
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, na UFPA foi sede da investigagdo morfométrica

e imunohistoquimica.

3.2.1. Perfuséo, pesagem e mensuracdo mesoscopica.

Apés a fase de intoxicacao, os animais foram anestesiados com uma solucdo
de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9 mg/Kg) e perfundidos
através do ventriculo esquerdo do coracdo com solucédo salina a 0,9% heparinizada,

seguida de paraformaldeido a 4%.

Apds a perfusdo dos animais, os cerebelos foram removidos da caixa
craniana, pesados em balanca de precisdo (Gehaka BG 200). Em seguida, foi
realizada a mensuragdo mesoscopica utilizando paquimetro digital (Mitutoyo Corp.,

CD 56” CT) nas dimensbes antero-posterior, dorso-ventral e latero-lateral.

3.2.2. Processamento tecidual
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Apds as mensuracdes, os cerebelos foram pos-fixados no mesmo fixador
usado na perfusdao por 12h. Em seguida, os cerebelos foram crioprotegidos em
solugbes com concentracdes crescentes de sacarose e (glicerol, sendo
posteriormente embebidos em Tissue Tek, congelados em camara de criostato (Carl

Zeiss, Micron, Alemanha), com efeito, Peltier (- 55 °C).

Seccgbes coronais com 50 um e 20 pum de espessura foram obtidas para
analise morfométrica e imunohistoquimica, respectivamente. De cada animal foram
coletadas secc¢Oes de toda a extenséo rostro-caudal do cerebelo, seguindo a ordem
de 2 seccbes de 100 um, intercaladas por area de 200 pum, dos quais foram obtidas
seccles de 50 um e 20 um. Para a andlise imunohistoquimica, foram eleitas apenas
as laminas com secc¢les da regido anterior do cerebelo, devido a maior e mais

completa representatividade das estruturas de interesse para este trabalho.

Todas as seccdes foram coletadas em pocas individuais, contendo tampé&o
fostato salina (PBS, do inglés phosphate-buffered saline), devidamente identificadas
e, posteriormente, montadas em laminas gelatinizadas. Para aumento da aderéncia
das seccdes, as laminas foram mantidas a temperatura ambiente por, no minimo
24h antes de qualquer outro procedimento histoldgico. Apds este periodo, as
mesmas foram conservadas a temperatura de -20°C aguardando imunohistoquimica

e coloracdo com violeta de cresila.

3.2.3. Coloracao por Violeta de Cresila e densidade celular

Seccdes de 50um foram coradas com violeta de cresila, desidratadas em
bateria de concentracdo crescente de alcool e xilol e montadas utilizando-se
Entellan®. Foram contabilizados os corpos celulares corados, ndo distinguindo-se
glia e populacéo neuronal.

3.2.4. Procedimentos imunohistoquimicos

Para analise imunohistoquimca foi utilizado o anticorpo Anti-NeuN

(1:200,Chemicon), que € um marcador para corpos neurais maduros, e que se liga a
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uma proteina nuclear especifica de neurdnios, o qual indica as modificagcbes de
densidade/sobrevivéncia neuronal (MULLEN et al, 1992; SILVA et al., 2012).

Seguindo protocolo de Gomes-Leal et al. (2004) e Silva et al. (2013) as
seccOes de 20 um foram removidas do congelador, mantidas em estufa a 37°C
durante 30 minutos e lavadas em solugao salina tampéo de fosfato 0,1 M (PBS)
durante 5 minutos. Para melhorar a intensidade da marcacao, as secc¢fes foram
tratadas com acido bérico (2 M, pH 9,0), previamente aquecido a 65°C, durante 25
minutos. A temperatura foi mantida constante durante o periodo de tratamento. As
seccgOes foram deixadas arrefecer durante 20 minutos e incubou-se sob agitacéo
constante, em uma solucdo de peréxido de hidrogénio a 1% em metanol durante 20
minutos. As seccdes foram lavadas trés vezes em solucédo a 0,05% de PBS/Tween
durante 5 minutos cada e, em seguida, incubadas com 10% de soro normal de
cavalo (NeuN) em PBS durante 1h (Companhia Sigma, EUA). Sem posterior
enxague, as seccbes foram entdo incubadas em PBS durante a noite com o
anticorpo primério NeuN (1:500, Miliporere, EUA). As secc¢Bes foram entdo lavadas
trés vezes em solucdo de PBS/Tween durante 5 minutos cada e incubou-se com
biotinylated horse anti-mouse (Vector Laboratories, EUA), diluido a 1:500 em PBS,
durante 2h. Como controle negativo, soros normais, em vez de 0s anticorpos

primarios, foram usadas em algumas seccoes.

3.2.5. Andlise quantitativa tecidual

Para a avaliagdo quantitativa da densidade celular revelada pela violeta de
cresila e das marca¢Bes imunohistoquimicas, foi utilizado o microscopio binocular
Nikon Eclipse E200, através de uma gradicula de contagem de 0,00625 mm?2

acoplada a uma das oculares, em objetiva 40x (adaptado de Oliveira et al, 2014).

Foi mensurado 3 secg¢Oes por animal, sendo 5 animais do grupo EtOH e 6
animais do grupo controle, nas areas de camada molecular e granulosa (Mohideen
et al. 2012). As médias das contagens e o erro padréo obtidos foram plotados em

coordenadas cartesianas.
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Imagens de sec¢gbes com campos mais ilustrativos foram obtidas com um
sistema de fotomicroscopia digital utilizando-se o programa de computador Moticam

2500® acoplado ao fotomicroscépio Nikon 50i.

3.3. ESTRESSE OXIDATIVO
3.3.1. Preparo das amostras

Para a coleta das amostras para analise bioquimica, os animais foram
anestesiados e depois do estado de anestesia foi retirado o cerebelo, que apos
lavagem em soro fisiolégico, foi congelado em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C.

Para as analises, as amostras foram submetidas a degelo lento, com posterior

obtencao de lisado, em TRIS-HCL (=1 g/mL), por desagregagéao sonica.

3.3.2. Avaliacdo dos niveis de nitritos

Os lisados dos cerebelos foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a
4 °C, o sobrenadante foi submetido a mensuracdo da concentracao de nitritos. Esta
andlise é fundamentada na formacao de compostos azoicos de cor azulada pela
reacdo do nitrito com o reagente de Griess (Naftil-etileno-diamina 0,1% e
Sulfanilamida 1% em &cido fosférico 5% - 1:1). A intensidade da cor é proporcional a
concentracdo do cromdgeno, sendo verificado por leitura espectrofotométrica em um
A =550 nm (Green et al. 1981). Os resultados foram expressos como micromoles de

nitritos para cada miligrama de proteinas.
3.3.3. Ensaio de Peroxidacao Lipidica

O nivel de peroxidacdao lipidica foi determinado por meio do método proposto
por Esterbauer e Cheeseman (1990), baseado na reacdo dos metabdlitos de acidos
graxos poliinsaturados, malonaldeido (MDA) e 4-hidroxialcenos (4-HA), com o N-
metil-2-fenilindol (NMFI) em presencga de acido metanosulfonico. A reacdo produz
um cromoforo estavel, cuja coloracdo é proporcional a concentracdo de lipidios

oxidados, podendo ser mensurado por espectrofotometria (A = 570 nm). Para tanto,
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os lisados foram centrifugados a 5600 rpm por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante
submetido a andlise. Os resultados expressos como picomoles de MDA por

miligrama de proteina.

3.3.4. Concentragdo de Proteina

Para esta andlise, utilizou-se o método proposto por Bradford (1976)
adaptado para leitor de ELISA em que 100uL da amostra de tecido sao misturados
com 100 pyL do reagente de Bradford. A concentragcdo de proteina foi medida
espectrofotometricamente (A=595nm) e o0s resultados expressos como mg de

proteinas.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica dos dados morfométricos e imunohistoquimicos
utilizou-se o software GraphPad Prism 5.0. A normalidade (i.e. distribuicdo
gaussiana) de cada grupo foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados obtidos pelas avaliacbes imunohistoquimicas se mostraram homogéneos,
sendo escolhido o teste t-Student. Foi considerado como diferenca estatistica

quando p<0,05.



RESULTADOS



34

4. RESULTADOS

4.1. O ETANOL NAO ALTEROU A MASSA CEREBELAR NA JANELA/DOSE DE
INTOXICACAO ADOTADA.

O resultado ilustrado na figura 4 demonstra que a massa cerebelar dos
animais expostos ao EtOH da adolescéncia a fase adulta ndo apresentou diferencas

guando comparado ao grupo controle.
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Figura 4 — Efeito da intoxicacdo do etanol sobre a massa cerebelar em gramas. Os resultados estdo
expressos como a média = E.P.M de 5-6 animais por grupo. Student-t test.
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4.2. O EtOH PROMOVE, NA JANELA/DOSE DE INTOXICACAO ADOTADA,
DIMINUICAO DAS DIMENSOES CEREBELARES.

Na mensuracédo do cerebelo, nos planos anatdémicos antero-posterior, dorso-
ventral e latero-lateral dos animais tratados com EtOH, foi possivel observar que
houve diminuicdo das dimensdes avaliadas quando comparados aos cerebelos dos

animais do grupo controle (p<0,05; Figura 5).
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Figura 5 — Efeito da intoxicacdo do etanol sobre a mensuracdo do Cerebelo. Painel A: fotografia
apresentando a representacdo da diferenca entre os tamanhos dos cerebelos na régua de
mensuracao; Painel B: grafico representativo do tamanho do plano antero-posterior em milimetros
(mm); Painel C: gréafico representativo do tamanho do plano dorso-ventral em mm; Painel D: grafico
representativo do tamanho do plano latero-lateral. Os resultados estdo expressos como a média +
E.P.M de 5-6 animais por grupo. *p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
Student-t test.
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4.3. O EtOH PROMOVE AUMENTO NA DENSIDADE CELULAR NAS CAMADAS
MOLECULAR E GRANULAR

O consumo de alcool durante a adolescéncia induziu ao aumento no numero
de células das camadas granular e molecular do cerebelo. Na camada molecular os
valores encontrados no grupo controle (274,5 + 5,51) foram significativamente
menores que o grupo EtOH (322,5 +£12,77; p = 0,0198) (Figura 6, painel A e C).
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Figura 6 - Efeito da intoxicagdo do etanol sobre a analise das secc¢des cerebelares coradas pela
violeta de cresila. Painel A: micrografia ilustrativa do grupo controle; Painel B: micrografia ilustrativa
do grupo etanol. (*) nas fotomicrografias representa a camada molecular; (1) nas fotomicrografias
representa a camada granular (escala de 50um); Painel C: grafico representativo da analise
guantitativa do ndmero de células por campo da camada molecular; Painel D: gréafico representativo
da analise quantitativa do numero de células por campo da camada granulosa. Os resultados estao
expressos como a meédia + E.P.M de 5-6 animais por grupo. *p<0,05 diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle. Student-t test.

A analise comparativa entre 0os grupos na camada granular apresentou

resultados semelhantes a analise da camada molecular, ou seja, o grupo controle
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apresentou média de (709,5 + 26,12) células por campo, enquanto que o grupo
EtOH (778,0 + 14,72) células com p = 0,0383, sugerindo que em ambas as camadas
houve uma proliferacédo celular ocasionada pelo alcool.

A avaliacdo qualitativa das camadas molecular e granular sugere uma
compactagcao das camadas cerebelares, com aparente aumento da densidade
celular. Alteracdo justificada pela metodologia empregada (contagem de células por
campo), que seria consequéncia da reducdo da matriz extracelular.

Sendo assim, o cerebelo dos ratos intoxicados durante a adolescéncia a fase
adulta apresentou dimensdes anatdmicas menores, sem alteracdes em sua massa,

porém com densidade celular aumentada nas camadas molecular e granular.

4.4. O EtOH CAUSA REDUCAO NA SOBREVIVENCIA NEURONAL (ANTI-NEU N).

O tratamento com EtOH reduziu significativamente o nimero de células Neu-
N+ (128,6 + 60,36) no cerebelo, quando comparado ao controle (365,8 + 96,74) na
camada granulosa. O mesmo efeito foi observado na camada molecular, onde o
grupo controle apresentou (19 + 4,24) células por campo e o grupo EtOH (6,25 +
3,5) (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito da intoxicacdo do etanol sobre a analise das sec¢Bes cerebelares marcadas por
imunohistoquimica. Painel A: micrografia ilustrativa do grupo controle; Painel B: micrografia ilustrativa
do grupo etanol. (*) nas fotomicrografias representa a camada molecular; (1) nas fotomicrografias
representa a camada granular (escala de 50um); Painel C: gréfico representativo da andlise
quantitativa do numero de células por campo da camada molecular; Painel D: gréfico representativo
da analise quantitativa do nimero de células por campo da camada granulosa. Os resultados estao
expressos como a média + E.P.M de 4-5 animais por grupo. *p<0,01 diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Student-t test.
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4.5. CONCENTRACAO DE NITRITO

Os niveis de nitritos detectados nos cerebelos dos animais tratados nao

apresentaram diferencas significativas entre os diferentes grupos (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito da intoxicacdo cronica com etanol sobre a concentracdo de nitritos em tecido
cerebelar. Os resultados estédo expressos como a média + E.P.M de 5-6 animais por grupo. Student-t
test.

4.6. PEROXIDACAO LIPIDICA

Os dados dos niveis de peroxidacéo lipidica dos cerebelos ndo apresentaram
variabilidade consequentemente ndo houve nenhuma diferenca significativa entre os

grupos (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito da intoxicacdo do etanol sobre a peroxidacdo lipidica no tecido cerebelar. Os
resultados estéo expressos como a média + E.P.M de 5-6 animais por grupo. Student-t test.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foram investigados os aspectos dimensionais e possiveis
alteracdes na densidade das populacdes celulares e na bioquimica oxidativa em
ratos expostos ao EtOH da adolescéncia a fase adulta. Nossos resultados
demonstraram que este protocolo de administracdo ndo promove alteracdo da
massa cerebelar, contudo induziu a diminuicdo das dimensdes cerebelares, assim
como promoveu o aumento na densidade de corpos celulares nas camadas do
orgdo, porém houve a reducéo da populacdo de neurdnios adultos.

Em 1977, Bauer-Moffett e Altman realizaram um estudo por intoxicagdo com
alcool utilizando a via inalatéria em ratos (239 mg/100 ml), onde observaram uma
inibicdo do crescimento cerebelar ap6s 21 dias de tratamento associada a reducao
da massa. No entanto, recentemente, Huang et al. (2012) em seu trabalho com
intoxicagcdo por EtOH por via intraperitoneal (VIP) em camundongos (3,75 g/kg)
desde a pré-adolescéncia a fase adulta (do 25 a 225 dias de vida) avaliaram o
crescimento corporal total, do cértex cerebral, hipocampo e cerebelo em varios
tempos de sobrevida. Na pré-adolescéncia, os autores encontraram uma reducao
ndo somente na curva de crescimento corporal total, como também na curva de
ganho de peso pelos animais machos, no entanto ndo encontraram alteragdes
decorrentes da intoxicacdo por EtOH sobre a massa do cerebelo, assim como o
observado em nossa investigacdo que teve como protocolo de tratamento a dose de
6,5 g/kg/dia dos 35 aos 90 dias de vida, o que confirma que o alcool em altas
concentracbes é ndo capaz de promover alteragcbes na massa do Orgéao,
independente da dose e via de administracao.

Contraditoriamente, existem diversos relatos na literatura acerca das
alteracdes hipovolumétricas na macroanatomia do cerebelo (BAUER-MOFFETT e
ALTMAN, 1977; LINDBOE e LOBERG, 1988; TORVIK et al. 1982; DIENER et al.
1986;. HAUBEK e LEE, 1979; MELGAARD e AHLGREN, 1986; ANTUNEZ et al.
1998). Estudos de autépsia em humanos revelaram uma atrofia cerebelar em 27,6%,
em um total de 713 avaliados (TORVIK et al. 1982) e 26,8 % de 604 individuos
(LINDBOE E LOBERG, 1988), confirmando a relevancia do alcool para o
estabelecimento desta alteracdo em humanos.

Para avaliacdo destes efeitos em humanos, foram adotadas diferentes

metodologias para a determinacdo das alteragbes cerebelares volumétricas
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decorrentes do uso abusivo de alcool, tais como: tomografia computadorizada (TC)
(DIENER et al. 1986; ANTUNEZ et al. 1998), ressonancia magnética (RM)
(ANTUNEZ et al. 1998; CHANRAUD et al. 2007) e achados histolégicos (LINDBOE e
LOBERG, 1988), revelando o aumento da preocupacdo com os efeitos do alcool
sobre a anatomia do SNC.

Estudos sugerem que essas alteracbes ndo sdo especificas de seres
humanos, dessa forma tem-se buscado estabelecer um modelo animal a fim de
esclarecer como se desenvolve as alteracbes macroscopicas (massa e volume)
(BAUER-MOFFETT e ALTMAN, 1977) e microscopicas e possivel envolvimento das
camadas celulares (LEE et al. 2008; JAATINEN e RINTALA, 2008). Este trabalho
demonstrou que a intoxicacdo elevada pelo alcool na adolescéncia induz a atrofia
cerebelar em roedores, tais como observado em estudos em humanos.

Neste estudo, foi observado que houve aumento na densidade celular das
camadas molecular e granular dos animais expostos ao EtOH, porém néo foi
possivel confirmar qual célula neural estava em proliferacéo, corroborando estudos
anteriores observados por Dikranian et al. (2005). No entanto, a literatura ainda é
contraditoria na confirmacgéo da proliferacéo celular induzida pelo consumo de EtOH.
LEE et al. (2008) encontrou resultados contrarios aos dados encontrados no
presente estudo, que poderia ser justificado pela precocidade no periodo de
exposicao avaliado pelo autor (quinto dia de vida pés-natal). Neste periodo, o SNC
ainda encontra-se em desenvolvimento e consequentemente o tecido poderia estar
mais sensivel as alteracbes metabdlicas, uma vez que neste modelo animal o SNC
s6 é considerado maduro quando atinge a idade de 35 dias de vida péds-natal
(ALTMAN e BAYER, 1997). Atualmente, h4 um consenso de que as alteracfes
ocasionadas pelo EtOH dependem de fatores tais como dose e frequéncia da
exposicdo, assim como o periodo em que a administracdo/consumo ocorreu (Maier
e West, 2001).

Sabe-se que o anticorpo NeuN é responsavel pela marcacdo de neurdnios
pos mitéticos, ou seja, neurbnios jovens (MULLEN et al, 1992; SILVA et al., 2012).
No entanto, foi observado em nosso estudo que, apos o tratamento crénico com
EtOH (durante 55 dias), houve uma reducao nesta populacéo celular. Este resultado
também foi observado em outras regiées do SNC como na amigdala, onde, apds a
administracdo do EtOH (10mg/kg a 20%) durante 14 dias (i.p.) detectou-se a

reducdo de células NeuN positivas nesta regiao. Além disso, foi observado também
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que na zona sub ventricular (regido neurogénica), ap0s a marcagdo por BrdU, o
grupo EtOH mostrou visivel reducdo no numero de células BrdU+, o que sugere que
esta droga foi capaz de intervir no processo neurogénico, com consequentemente
reducado das células NeuN+ (CHUANG et al., 2011).

Como citado anteriormente, o &lcool atua sobre o SNC e clinicamente
promove ataxia de postura e marcha (perda de coordenacdo dos movimentos
musculares voluntarios) (VICTOR et al. 1958; ANDERSEN, 2004; TIMMANN-
BRAUN e DIENER, 2000), alteracdo dos movimentos oculares (MAURITZ et al.
1979; WOBER et al. 1999), disdiacocinesia (dificuldade em realizar movimentos
rapidos alternadamente), dismetria (desorientacdo espacial) e decomposicdo de
movimentos (DECKER et al. 1959), alteracdes na fala, ocorrendo de modo lento e
arrastado, variando em altura e intensidade (VICTOR et al.1958).

Esta droga pode promover alteracdes centrais em individuos expostos
durante o processo de transicdo da fase juvenil/adolescéncia para a fase adulta. As
mudancas no volume da substancia cinzenta e branca durante este periodo
parecem estar associadas com a producéo excessiva de axdnios e sinapses, assim
como a “poda” deste processo de arborizagdo neuronal (SOWELL et al., 2004;
GUERRI e PASCUAL, 2010). Estes eventos seriam resultantes do crescimento da
massa cinzenta e a formacéo de novas ligacdes, assim como estabelecimento de
novas conexdes sinapticas e eliminacdo de outras, resultante do desenvolvimento
do SNC neste periodo (LENROOT e GIEDD, 2006; GUERRI e PASCUAL, 2010).

Sabe-se que o EtOH atua no organismo de uma maneira pré-oxidativa,
gerando ROS. Na literatura, ha registros de que a administracédo do alcool de forma
subcrdnica (4 semanas) influencia positivamente a taxa de peroxidacao lipidica no
cerebelo de ratos (CELEC et al. 2003). No entanto, quando Rouachi e colaboradores
(1997) realizou seu estudo usando um periodo que excedeu a quarta semana de
exposi¢do ao neurotdxico, nenhuma alteragdo nos niveis de peroxidagéo lipidica foi
encontrada, corroborando com os resultados obtidos neste estudo, onde foi adotado
uma janela de intoxicacdo de 55 dias. Desta forma, sugere-se que a ampliagdo da
janela de intoxicacdo permitiu ao organismo balancear as vias antioxidantes
intracelulares envolvidas na oxidacdo do acetaldeido gerado pelo metabolismo do
EtOH.
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6. Conclusao

Os resultados obtidos demonstraram que:

¢ Os animais submetidos a intoxicacéo ao alcool da adolescéncia a fase
adulta apresentaram alteracdes no parametro tamanho do cerebelo, sem alterar a
massa;

e A presenca de EtOH no cerebelo de ratos aumentou a densidade e
diminuiu quantidade de neurénios nas camadas molecular e granular, avaliados na
coloragéo de violeta de cresila;

e O alcool induziu modificagcdes nas camadas granular e molecular;

e Todas as alteracdes morfohistologicas ndo foram acompanhadas de

alteracdes na bioguimica oxidativa.

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstram a necessidade de estudos
complementares que possam determinar qual classe de corpos celulares sofreu
proliferacdo nas camadas molecular e granular e qual o mecanismo que resultou em
reducdo do tamanho do cerebelo sem alterar a massa cerebelar. Deve-se investigar
também, se nesta janela e intensidade de exposi¢cdo a droga houve um possivel
mecanismo compensatorio que justificassem as alteracbes encontradas, assim como
as possiveis repercussdes funcionais ocasionadas pelas alteracdes morfolégicas

encontradas.
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PARECER BIO042-12

Projeto: Alteragdes do Sistema Narvoso Central. Sistema Reprodutor @ Aparetho
Estomatognatico em Ratos Tratados Cromicamente com Ezanol da Adolescéncia a Fase
Adulto™

Coordenador: Prof Dr. Rafac] Rodrizues Lima
Area Tematica: Bioloza

Vigéncia: 112011 2 112013

Nono CEPAE-UFPA: BIO042-12

O projeto acima ientificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentac3o da Universidads Federal do Para (CEPAE). O tema eleifo para
a investigacdo e de alto teor cientifico justificando a uzilizac3o do modelo animal proposio.
Os procedimentos expenmentais utlizados seguem as normas locais e inemacionais para
matamento ¢ manipulacio de animis de experimentacio. Pormanto, o CEPAE, atmaves de
seu presidents. 0o uso das atribuicdes delegadas pala portaria No 39882011 do Reitor da
Umiversidade Federal do Para resolve APROVAR a2 utbzacdo de amimais de
experimentacio nas atividades do projeto em questao, no penodo de vigencia estabelecido
As arividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova aWONZaca0
daste comute
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