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RESUMO

O etanol (EtOH) € uma droga psicotrépica, depressora do sistema nervoso central
(SNC), porém bastante incentivada e consumida pela sociedade brasileira, como
também em grande parte do mundo, refletindo em um problema de saude publica.
Nas ultimas décadas, adolescentes tém exercido uma pratica bastante comum, que é
0 binge-drinking. O consumo nocivo do EtOH promove além de alteracdo
biopsicossocial, o desequilibrio homeostatico que causa a neurodegeneracdo e perda
de funcdo com desordens motoras. Em contrapartida, a pratica do treinamento fisico
moderado (TFm) tem sido recomendada para a manutenc¢éo da saude fisica e mental,
como também prevencdo ou minimizacdo do desenvolvimento de algumas doencas
devido a atividade motora induzir mudancas plasticas e dinamicas no SNC, de forma
favorecer a neurogénense, sinaptogénese e a angiogénese, além de contribuir para a
modulagéo sinaptica. Tendo em vista os beneficios do TFm, foram investigados os
efeitos neuroprotetores sobre os parametros motores, teciduais e bioquimicos no
cerebelo de ratos expostos ao EtOH no padréo binge, da adolescéncia a fase adulta.
Para isso, foram utilizados 40 ratos Wistar machos com 30 dias de vida, e divididos
em quatro grupos, sendo o controle, com animais sedentarios e tratados com Hz20
destilada; o treinado, composto por animais exercitados e tratados com H20 destilada;
o EtOH, formado por animais sedentarios e tratados com doses de 3 g/kg/dia de EtOH,
20% (p/v); e o Treinado + EtOH, com animais exercitados e tratados com doses de 3
g/kg/dia de EtOH, 20% (p/v). O protocolo de TFm foi realizado em uma esteira para
roedores durante 5 dias, por 4 semanas e as doses do EtOH no padrao binge, foram
administradas por gavagem intragastrica nas mesmas semanas do TFm. Apds o
término desse periodo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais de
campo aberto e beam walking. Em seguida, eutanasiados para a coleta do cerebelo,
avaliando a imunohistoquimica a partir dos os niveis da capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC), da glutationa reduzida (GSH), nitrito e peroxidacao
lipidica (LPO); como também, a morfologia das células de Purkinje (CsP), a fracdo de
area imunomarcada por anti-sinaptofisina (SYP), e anti-proteina bésica de mielina
(MBP). De acordo com o resultado, o EtOH causou acentuado estresse oxidativo e
danos motores, porém a execucdo do TFm realizado paralelamente ao tratamento
com EtOH promoveu efeitos neuroprotetores no cerebelo dos ratos, entre eles, a
modulacdo da bioquimica oxidativa pela restauracéo dos niveis de GSH, reducéo dos



niveis de LPO e aumento do TEAC, como também, evitou perda neuronal, danos as
vesiculas sinapticas (SYP) e componentes mielinicos (MBP). Portanto, o TFm pode
ser considerado como uma estratégia terapéutica significante para aquisicdo da
homeostase redox, evitando assim o desequilibrio oxidativo, como também, danos

teciduais e funcionais no cerebelo de ratos tratados por EtOH no padréo binge.

Palavras-chave: Etanol, binge-drinking, treinamento fisico moderado, cerebelo,

estresse oxidativo, neurodegeneracao.



ABSTRACT

Ethanol (EtOH) is a psychotropic drug, central nervous system (CNS) depressant, but
widely encouraged and consumed by Brazilian society, as well as in much of the world,
reflecting on a public health problem. In recent decades, teenagers have been
practicing a very common practice, which is binge drinking. The harmful consumption
of EtOH promotes, besides biopsychosocial alteration, the homeostatic imbalance that
causes neurodegeneration and loss of function with motor disorders. In contrast, the
practice of moderate physical training (MPT) has been recommended for the
maintenance of physical and mental health, as well as prevention or minimization of
the development of some diseases due to motor activity inducing plastic and dynamic
changes in the CNS, in order to favor the neurogenesis, synaptogenesis and
angiogenesis, besides contributing to the synaptic modulation. In view of the benefits
of MPT, it was investigated the neuroprotective effects on motor, tissue and
biochemical parameters in the cerebellum of rats exposed to binge-pattern EtOH from
adolescence to adulthood. Forty male Wistar rats with 30 days old were used and
divided into four groups, the control being sedentary animals and treated with distilled
H20; the trained, composed of animals exercised and treated with distilled H20; EtOH,
formed by sedentary animals and treated with doses of 3 g/kg/day EtOH, 20% (w/v);
and Trained + EtOH, with exercised animals and treated with doses of 3 g/kg/day
EtOH, 20% (w/v). The MPT protocol was performed on a rodent treadmill for 5 days
for 4 weeks and binge-pattern EtOH doses were administered by intragastric gavage
in the same weeks as the MPT. After this period, the animals were submitted to open
field and beam walking behavioral tests. Then, they were euthanized for cerebellum
collection, evaluating immunohistochemistry from the levels of trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC), reduced glutathione (GSH), nitrite and lipid peroxidation
(LPO); as well as Purkinje cell morphology (PC), the fraction of anti-synaptophysine
(SYP) and anti-myelin basic protein (MBP) immunolabeled area. According to the
result, EtOH caused severe oxidative stress and motor damage, but the execution of
the MPT performed promoted neuroprotective effects in the rat cerebellum, among
them, the modulation of oxidative biochemistry by the restoration of GSH levels.
decreased LPO levels and increased TEAC, as well as preventing neuronal loss,
synaptic vesicle damage (SYP) and myelin components (MBP). Therefore, MPT can

be considered as a significant therapeutic strategy for the acquisition of redox



homeostasis, avoiding oxidative biochemistry imbalance, as well as tissue and

functional damage in the cerebellum of rats treated by binge pattern EtOH.

Keywords: Ethanol, binge drinking, moderate physical training, cerebellum, oxidative
stress, neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO

Etanol (EtOH) é uma preocupacdo global de saude publica. Seu consumo
abusivo envolve cerca de 3,3 milhdes de mortes por ano (5,9% de todas as mortes no
mundo) e 5,1% de morbidade no mundo (OMS, 2014). Do ponto de vista
farmacoldgico, o EtOH é uma droga psicotrépica, dose-dependente, que ao ser
consumida em grandes proporc¢des, aumenta o risco de morbidade e/ou mortalidade
(KLINTSOVA et al., 2012; REHM e IMTIAZ, 2016; OMS, 2018).

Ao longo dos anos, o padrdao de consumo de EtOH mostrou mudancas
significativas tanto em quantidade como em frequéncia (SCHUCKIT, 2009). O Binge
drinking, tem sido considerado uma pratica emergente entre adolescentes, porém
perigosa por tratar-se de um consumo maior ou igual a 0,08 g/dL de EtOH no sangue,
em uma Unica sessdo, e seguido de abstinéncia, podendo ocasionar alteracdes
estruturais, funcionais e quimicas no sistema nervoso central (SNC) (TEIXEIRA et al.,
2014; PASCUAL et al., 2017, FERNANDES et al., 2018; OMS 2018). A prevaléncia
elevada do EtOH, em especial na adolescéncia, onde se apresenta um processo pleno
de modulacéo neural, investigar os fatores modificaveis ao funcionamento neural
torna-se prioridade para a obtencéo de estratégias neuroprotetoras, como interrupgao
ou desaceleragédo da morte ou disfung&o neuronal.

O treinamento fisico moderado (TFm), atividade bastante executada entre os
adolescentes, tem mostrado diversos beneficios a saude, entre eles o efeito
neuroprotetor por interferir nos sistemas moleculares essenciais para a modulacdo da
fung&o neural, prevencdo de perda neuronal, plasticidade, melhora comportamental,
e também estrutural do cérebro (DING et al., 2006; PERREY, 2013; PIN-BARRE e
LAURIN, 2015; FERNANDES et al., 2018). Outros beneficios, como modulacéo
bioquimica oxidativa, sinapse (SUBRAMANIAN et al., 2014; MADDOCK et al., 2016),
aumento dos fatores neurotroficos derivados do cérebro (BDNF) e estimulo a
angiogénese (FERNANDES et al., 2018), tém sido observados durante o treinamentoO
fisico de diferentes modalidades, mostrando ser importante requisito para o bom
funcionamento cerebral.

Considerando a relevancia epidemiolégica do EtOH e as possiveis lesdes no
cerebelo, 6rgao importante no controle do sistema sensorio-motor, na coordenacao
motora e cognicdo motora (VALENZUELA et al., 2010; VALENZUELA e JOTTY, 2015;
DA SILVA et al.,, 2018), torna-se importante investigar a acdo do TFm como uma
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possivel estratégia neuroprotetora, para 0s possiveis danos motores e estruturais

causados no cerebelo a partir de consumo de EtOH no padréo binge.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1ETANOL OU ALCOOL ETILICO (ETOH)

O EtOH tem sido usado ha séculos por homens e mulheres, habito que tem
persistido por milhares de anos (OMS, 2014). Na maioria dos paises, por ser uma
droga licita, € usada em diversas ocasifes por diferentes motivos, habito que tem
persistido ao longo dos anos (ANDRADE et al., 2018). A prevaléncia de perturbagao
fisica e mental pelo uso nocivo do EtOH demostra variacbes entre as regides do
mundo, desde os paises do Oriente médio, com baixa taxa, aos paises das Américas
e parte da Europa oriental, com altas taxas. Apesar de variar de uma regiao para outra,
o EtOH é a droga mais usada no mundo, ocasionando graves consequéncias para a
saude publica (OMS, 2018).

A evidéncia do consumo de EtOH no ambiente social decorre sobre varios
fatores, entre eles, o incentivo da sociedade e o mercado de bebidas que, direta ou
indiretamente, expde 0s usuarios as situacdes vulneraveis durante o consumo, como
acidentes automobilisticos, agressfes, suicidios, homicidios, entre outras
(LARANJEIRA et al, 2007). O EtOH pode tornar o usuério tolerante a muitos dos seus
efeitos, levando ao aumento do consumo para obtencdo das mesmas sensacgdes
iniciais (SENAD, 2014).

O EtOH comercializado na forma de bebida, é obtido a partir da fermentacéo
alcodlica de acgUcares presentes em cereais, raizes e frutas, ou destilacdo do mostro
fermentado (SENAD, 2014). Os processos quimicos de fabricagcdo levam a obtencéo
de uma grande diversidade de bebidas alcodlicas, tipo fermentadas e destiladas,
produzidas com diferentes teores alcoolicos (CISA, 2014). Sendo assim, a titulo de
unificar critérios para se calcular o uso do EtOH, a OMS criou a Unidade de Bebida
Padrédo (UBP) equivalente a quantidade de 10-12g de alcool puro, de modo que, uma
lata de cerveja (330 ml) ou uma taga de vinho (100ml), ou uma dose de destilado (30
ml), correspondem aproximadamente a mesma quantidade de alcool puro (CISA,
2014).

De acordo OMS, os efeitos gerados pelo EtOH estdo relacionados
principalmente ao volume consumido e ao padrdo de beber (HECKMANN e
SILVEIRA, 2009). O consumo elevado entre os adolescentes, como também, as

diferencas metabdlicas entre o sexo masculino e feminino, fizeram com que OMS
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normatizasse os diferentes padrées de consumo, como leve a moderado, de risco e o

nocivo para o EtOH, com objetivo de minimizar possiveis agravos (CISA, 2014).

Apesar de nao existir um consenso quanto ao padrao moderado, o National
Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) considera o consumo feito com
limites, sem que haja prejuizos a pessoa e a sociedade (NIAAA, 2014).

Devido as diversidades culturais do mundo todo n&o existe um consenso
internacional sobre a dose padrdo para o EtOH, tornando natural a existéncia de
outras definicdes entre os diversos paises e organizacdes (SENAD, 2014 e OMS,
2014).

Tabela 1. Intervalos de doses de etanol em cada padrao de consumo por sexo.

Consumo Moderado De risco Nocivo
Homem Até 30 g/ dia 40 a 60 g/ dia | Acima de 60 g/dia
Mulher Até 20 g/ dia 20a 40 g/ dia | Acima de 40 g/dia
Fonte: OMS, 2014

Dados epidemioldgicos a partir do | Levantamento realizado no Brasil, informou
que 11% dos homens adultos bebiam todos os dias, e 28% em média de 1 a 4 vezes
por semana (LARANJEIRA et al., 2007). Em seguida, o Il Levantamento Nacional de
Alcool e Drogas relatou que 32% bebiam de forma moderada, e 16% mais do que seis
doses por ocasido, no entanto, 32% atestaram ndo serem capazes de parar apds a
primeira dose (LARANJEIRA et al., 2012), dados que indicam alta prevaléncia para o
diagnostico de dependéncia. No ano de 2016, mais de 3 milhdes de pessoas
morreram pelo consumo nocivo de EtOH, o que representa 1 em cada 20 mortes,
sendo o sexo masculino com maior nimero de ocorréncia (OMS, 2018).

Avaliagbes sobre o consumo nocivo de EtOH, tém advertido quanto aos
comportamentos de riscos que causam doencas, danos motores e cognitivos (OMS,
2014), como também, aos quadros clinicos que vao da embriaguez a intoxicacdo
grave, seguido de depressao respiratoria, perda da consciéncia, coma e morte (OMS,
2018). Situagédo que promove o EtOH como fator causal para mais de 200 doengas,
lesBes e outros problemas de saude, tal como descritos na Classificacao Internacional
de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID 10) (OMS,1992)
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2.2FARMACOCINETICA E FARMACODINAMCA DO EtOH

A molécula de EtOH possui baixa apolaridade apesar da sua cadeia alifatica
contendo carbono, contudo é suficiente para atravessar barreiras celulares e, através
da hidroxila (OH) presente em sua estrutura, realiza ligacdes de hidrogénio com outras
moléculas intra ou extracelulares (FERNANDES et al., 2017). Apés a ingestao do
EtOH, apenas cerca de 2 a 10% é absorvido na mucosa oral, sendo o restante
absorvido pelo estomago (20%) e intestino delgado (80%) (ZAKHARI, 2006). Alguns
fatores sao relevantes para o processo cinético de absorcéo e distribuicdo do EtOH
como a absorcéo concomitante com gorduras e carboidratos, além do fator de diluicao
da substancia (BOBE & BODE, 1997; MEAD & SARKAR, 2014). Dessa forma, apos a
absorcao, o EtOH é distribuido para os 6rgdos de maior perfusdo sanguinea.

No aspecto farmacocinético do EtOH, destacam-se variaveis que influenciam
desde aspectos cinéticos aos dinamicos, como fatores genéticos e ambientais (WALL
et al., 2016). E conhecido na literatura que o EtOH causa danos em diversos 6rg&aos
e sistemas, entretanto, na comparacao entre etnias é possivel observar que asiaticos
apresentam menores riscos de desenvolverem doencas relacionadas ao EtOH,
enquanto os caucasianos apresentam os maiores riscos (CHARTIER & CAETANO,
2010). A exemplo disso, associa-se as maiores chances de dependéncia quimica ou
efeitos exacerbados ao EtOH, as variagcbes na expressdo de genes de enzimas
metabolizadoras do EtOH (LI et al., 2000; WALL et al., 2016).

As enzimas responsaveis pela oxidacao do EtOH no figado, i.e., metabolizacao,
sdo a alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH). O metabolismo
ocorre em duas etapas: a primeira, mediada pela ADH que oxida o EtOH em
acetaldeido, e a segunda, em que a ALDH metaboliza o acetaldeido em acetato
(WALL et al., 2016). Ao final do metabolismo, o acetato é convertido em acetil
coenzima A (Acetil CoA) que entrara no ciclo do acido citrico, transformando-se em
dioxido de carbono e agua (ZAKHARI, 2006; SETSHEDI et al., 2010) (Figura 1).

Diferentes fenétipos dessas enzimas estdo associados aos problemas
mencionados acima, por exemplo, o gene ADH1B esta associado aos maiores efeitos
na dependéncia do EtOH. Além disso, o alelo ADH1B*2 est4 fortemente associado a
dependéncia em populacdes asiaticas, mas também a maiores efeitos protetores
contra o EtOH (LUCZAK et al. 2006; LI et al. 2012). Outras enzimas do complexo
citocromo P450, como a CYP2E1 metaboliza uma pequena quantidade do EtOH
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absorvido em condi¢Bes normais, mas € altamente requisitada quando a sobrecarga
das enzimas principais mencionadas acima (WALL et al., 2016). Outros érgaos, em
menores proporgdes, também sdo capazes de metabolizar o EtOH e causar danos
locais (EDENBERG, 2007). No SNC a catalase € a enzima com maior participacao no
processo de oxidacdo do EtOH, assim como a CYP2E1l (ZIMATKIN et al., 2006;
VASILIOU et al., 2006), como ilustrado na figura 1.

Alcool
desidrogenase

| \

Etanol Acetaldeido Acetato
H;C-CH,-OH 0 [— _COO-
: 2 Catalase Selr=o Aldeido gl

(peroxissomos) * 1 desidrogenase
(mitocéndria)

P4502E1
(microssomaos)

Figura 1. Metabolismo do etanol. Fonte: CISA (2019), adaptado de NIAAA (2007).

A literatura aponta que o agente causador de danos ao organismo é o
acetaldeido, entretanto, deve-se considerar que devido as caracteristicas quimicas
dessa molécula, ela é retida pela barreira hematoencefalica apés distribuicdo pela
circulacao periférica devido a presenca da ALDH na barreira hematoencefalica.
Alguns trabalhos apontam que os efeitos observados relacionados ao SNC séo frutos
do metabolismo no préprio cérebro, enquanto outros ainda afirmam os efeitos toxicos
sdo gerados pelo acetaldeido (ZIMATKIN et al., 2006; MUKHERJEE, 2013;
EDENBERG et al., 2018).

Seguindo a farmacocinética, a dinamica do EtOH esta associada a varios
mecanismos de dano, destacando efeitos psicotropicos sobre o comportamento, além
de danos celulares desencadeados pelo estresse oxidativo, inflamag&o, modulacao
da expressao génica, atividade enzimatica e de receptores celulares (OLIVEIRA et al.,
2015; FERNANDES et al., 2017). O EtOH estéa relacionado principalmente a danos
cardiovasculares e hepaticos, destacando cardiomiopatias, arritmias, hipertensao
arterial, esteatose, fibrose e cirrose hepatica (NIAAA, 2019). Mas os efeitos mais
notérios sdo observados apds a absor¢cdo e metabolismo da substancia, podendo
causar tontura, nauseas, letargia e aumento da presséao arterial, a depender da dose
administrada (FERNANDES et al., 2017).
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Os efeitos toxicos do EtOH no processo de maturacdo do SNC induzem
alteracdes estruturais das células neurais e comprometimento funcional. O cerebelo,
cortex pré-frontal, hipocampo, substancia branca e a glia, séo considerados elementos
de maior vulnerabilidade por conter areas mais susceptiveis aos danos neurais
(LOECHES e GUERRI, 2011).

Embora o0s mecanismos celulares e moleculares ainda néao estejam
completamente compreendidos, observam-se modificacdes estruturais, como
diminuicdo da densidade tanto da substancia branca, na zona subcortical, quanto da
cinzenta, na zona cortical (LISDAHL et al., 2013). A substancia branca, formada pelas
células da glia, e axénios mielinizados, sofrem alteracdes estruturais seguidos de
comprometimentos funcionais, em decorréncia de apoptose celular e, desmielinizacao
axonal (LUO, 2012). Na substancia cinzenta, mediante a perda neuronal, as sinapses
estdo reduzidas com remodelacéo sinaptica prejudicada, interferindo na comunicacao
funcional das importantes areas neurais.

No comprometimento funcional, diante a neurotoxicidade ao EtOH, os danos
cerebelares por uso agudo sdo consistentes e relevantes as alteracbes
comportamentais, em especial, as ataxias, que envolvem velocidade, estabilidade
postural e equilibrio (LUO, 2015). Em geral, importantes células do SNC sofrem danos
ao uso nocivo do EtOH, em especial, as células de Purkinje do cerebelo que se
destacam pelo processo de informacéo cerebelar, integracdo de grande parte das
informagOes recebidas pelo corpo, resultando nos movimentos corporais
harmonizados (LUO, 2015).

Em condi¢gbes normais, os neurdnios inibitérios das células de Purkinje — os
Gabaérgicos - estimulam os neurbnios dos nucleos cerebelares, regulando sua
atividade. As liberagbes dos mediadores quimicos inibitérios atuam nas células de
Purkinje, e também, nos interneurénios da camada molecular e granular (ROOSTAEI
etal. 2014). Todavia, por serem as Unicas saidas do cortex cerebelar, danos por EtOH
as células de Purkinje refletem em sua aferéncia excitatoria, de modo causar
disfuncéo e ataxia cerebelar (MAMELI et al., 2008; ZHANG et al., 2017).

Destaca-se que a plasticidade sinptica propriamente dita envolve a obtencao
de novas informacdes a partir da formacdo de novas sinapses, engquanto que
informacfes antigas sdo esquecidas devido as podas sinapticas (OMS, 2018).

Referente a plasticidade neural, citam-se como principais elementos, 0s
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neurotransmissores (GUERRI e PASCUAL, 2010), fatores neurotréficos (BDNF),
neurogénicos, angiogénicos (VEGF) e apoptose (KLINTSOVA et al., 2012).

Os neurotransmissores sdo mediadores quimicos responsaveis pelas sinapses
neuronais, entre os principais estdo o acido glutamico ou glutamato (GLU) tido como
o principal neurotransmissor excitatério do SNC, com acdo na plasticidade neural,
cognicdo e movimento e o acido y-aminobutirico (GABA), de acdo contréria, produz
efeitos depressivos (BORODINKY et al. 2013). Porém, o uso crénico do EtOH, ao
longo prazo, promove baixa e alta regulacdo sobre os receptores dos sistemas
GABAérgicos e glutamatérgicos. Na abstinéncia alcodlica, observa-se a reducéo dos
receptores GABAérgicos, o que significa a diminuicdo da sensibilidade das células
neurais, de outro modo, o aumento dos receptores glutamatérgicos promove um
processo de hiperexcitabilidade neuronal, podendo ocasionar convulsdes, delirium e
acidentes vasculares (ZALESKI et al., 2004)

A neurotoxicidade por EtOH, também promove déficits neurais em decorréncia
das alteracdes teciduais e bioquimicas, a exemplo, a micréglia aumentada e astrocitos
hipertrofiados, além da presenca de citocinas pro-inflamatérias (HERNANDEZ et al.,
2016). Também, durante a abstinéncia alcodlica, danos neuronais e mitocondriais sdo
observados a partir das lesdes influenciadas pela excitotoxicidade, neuroinflamacéao,
presenca de citocinas pro-inflamatérias e ativacdo da glia (GUERRI e PASCUAL,
2010).

Estudos observaram que ligacdo do EtOH aos receptores Toll-Like (TLRS)
promoveu alteracBes nas funcbes genéticas herdadas, alteracbes sinapticas, perda
neuronais e dependéncia, tanto na espécie humana, quanto animal (FULTON T et al.,
2017). O uso de modo crénico pelos camundongos, ativaram os receptores TRL4 que
produziram mediadores inflamatérios, induzindo neuroinflamacéo e desmielinizagéo
(ALFONSO-LOECHES et al., 2012). Em ratos adolescentes, o uso em binge
promoveu o0 aumento das expressdes de TLR4 e TLR, além das citocinas inflamatorias
TNFa e IL-1pB, interferindo na substancia branca, em especial, no cortex pré-frontal
(CPF), havendo prejuizo funcional tanto na memoéria, quanto no aprendizado.
(PASCUAL M et al., 2014)

No SNC, o metabolismo do EtOH induz o estresse oxidativo (EO) com formacao
de radicais livres (RL), ocasionando a neurotoxicidade e a neurodegeneracao
(HERNANDEZ et al., 2016). Porém, ressalta-se que o balan¢o oxidativo € derivado do
equilibrio entre a quantidade de EROs produzida versus atividade de enzimas
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antioxidantes, a exemplo, a glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa redutase
(GRed) e o superoxido dismutase (SOD) presentes no SNC (HERNANDEZ et al.,
2016). Perturbacdes no equilibrio redox, produzem EROs, RL e peréxidos, de forma
ha comprometer os componentes celulares, como proteinas, lipidose o ADN.
(BARBOSA et al., 2006)

Contudo, os efeitos nocivos do beber pesado episédico (BPE) ou binge drinking
guanto as estruturas e acdo do SNC precisam de mais esclarecimentos, pois existem
muitas adversidades envolvidas, como o tempo do uso, toleréncia e particularidade
do bebedor (FERREIRA et al., 2001).

A neurotoxicidade causada por EtOH, pode resultar em alteracdes anatomo-
histoldégica com prejuizos funcionais duradouros, seja em qualquer periodo de vida,
entretanto, é na adolescéncia que grande parte das estruturas neurais se encontram
em processo de maturacdo (HARPER, 2009; BEENSTOCK et al., 2011). O cerebelo,
por exemplo, em resposta a intoxicacao por EtOH manifesta danos que vao desde a
reducdo da massa cerebelar por morte parcial dos neurdnios aos sintomas clinicos
gue caracterizam ataxia cerebelar, estes bastantes consistentes quanto ao uso agudo
do EtOH (FERNANDES et al., 2017).

De outro modo, estudos radioldégicos em humanos descrevem para o
diagnéstico da degeneracdo cerebelar alcodlica (LEE et al., 2015), um processo
patolégico em que os neurbnios do cerebelo, area do cérebro que controla a
coordenacdo muscular e equilibrio, podem se deteriorar e apresentar disfuncdes do
movimento e equilibrio (DEHEB, 2005).

De acordo com Umphred (2004) na degeneracéo cerebelar pode ocorrer uma
desorganizacdo do movimento com diminui¢cdo do equilibrio e do controle postural
central. Do mesmo modo que, lesdes cerebelares causam sintomas motores distintos,
caracterizando varios déficits motores, entre eles movimentos voluntarios irregulares,

imprecisos, e disturbios da marcha com for¢ca normal e associado a hipotonia.

2.3 O CONSUMO INTENSO E EPISODICO DE ETANOL - BINGE
DRINKING

A OMS e Organizacao Pan-Americana da Saude (OPAS) tem procurado
avaliar a frequéncia e quantidade de consumo do EtOH por pessoa, pois nos ultimos

anos o consumo de bebidas alcodlicas entre os adolescentes tem se modificado, e
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dado origem a um padrdo perigoso para o adolescente, o BPE ou binge drinking (BD)
(OMS, 2006).

Dados epidemioldgicos tém expressado ao longo dos anos o padrédo de
consumo de EtOH, com também, o perfil dos usuarios. O ultimo Relatério Global sobre
Alcool e Saude, constatou-se que 43% da populacdo mundial havia consumido o
EtOH aos 15 anos de idade, e 18,2 % teria feito de modo pesado e episddico. Mas, 0
gue chama atencéo é a reducdo em cerca de 2,3% deste padrdo quando avaliado na
esfera global, e o crescimento de 6,7%, no Brasil (OMS, 2018)

No Brasil, em 2012, realizou-se um levantamento para analisar a quantidade e
a frequéncia com que os adolescentes consumiam EtOH, de modo a se intoxicarem
em pequeno espaco de tempo, e observou-se um aumento de 10% quando
comparado ao ano de 2006, e também, um crescimento de 11% quanto realizado em
pelo ao menos uma vez na semana (OMS, 2006; INPAD, 2014).

O BD é uma prética conhecida na literatura internacional e empregada no
mundo todo, pois trata-se de um padréo de consumo relevante devido estar associado
as alteracdes biopsicossociais, podendo ocasionar riscos iminentes a vida, entre eles,
dependéncia, violéncia fisica e psicologica, alteracdes nas atividades psicomotoras
envolvendo diminuig&o dos reflexos e coordenagédo motora (HECKMANN e SILVEIRA,
2009).

Na literatura cientifica, diferentes terminologias definem o padrdo binge,
tornando inviavel a padronizacéo da definicdo internacional (PARADA, 2010). Porém,
entre as definicbes mais aceitas ao padao binge, € o consumo correspondente a 5 ou
mais UBP para os homens, e 4 ou mais UBP para as mulheres, em uma Unica ocasiao,
pelo ao menos nas Ultimas semanas, equivalendo uma concentracao igual ou superior
a de 0,08 g/dl de EtOH no sangue, ap6s seu consumo (NIAAA, 2004). O Journal of
Studies on Alcohol and Drugs (JSAD), descreve o padrdo como um consumo de modo
repetido, em um longo periodo de tempo com 2 ou mais dias, resultando no processo
de intoxicagdo acompanhado por atitudes negligentes as obrigacdes (JSAD, 2015)

Para a OMS, o BD corresponde a um padrdo de consumo intenso e
prolongado, geralmente mais que um dia, em cada ocasido, e intercalados com
periodos de abstinéncia (OMS, 2014).

Para o SNC, o beber em binge causa danos neurolégicos relacionados a
cognicdo, atencao, ao julgamento e a coordenagdo motora (LARANJEIRA et al.,
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2007). Em adolescentes, devido o cérebro estar passando por processo de maturacao
neural, a pratica do BD ocasiona prejuizos na funcdo motora e cogniva, e na
comunicacdo entre as areas cerebrais (PASCUAL et al.,, 2014; NIXON, 2013;
JACOBUS e TAPERT, 2013).

A monitoracdo do padrao BPE ou em binge na adolescéncia € relevante para o
desenvolvimento de estratégias de prevencéo e politicas publicas. Do mesmo modo
gue buscar conhecimentos dos eventos moleculares subjacentes aos efeitos do EtOH
sobre o cerebro adolescente, ajuda nas estratégias terapéuticas para as desordens
neurais (GUERRI e PASCUAL, 2010)

2.4ADOLESCENCIA

A adolescéncia é um periodo fugaz do desenvolvimento humano onde hé
transicdo da infancia para a idade adulta, com alteracdes biopsicossociais relevantes
para afirmacéo e consolidacdo na vida adulta (NIXON, 2013). Contudo, a maturidade
biolégica antecede a psicossocial que € marcada por comportamentos impulsivos,
curiosos e exploratérios (JAWORSKA e MACQUEEN, 2015). Em meio a estes
acontecimentos muitos adolescentes consomem o EtOH de modo nocivo e expondo-
Se a riscos e prejuizos sociais (CISA, 2014)

Objetivando compreender o desenvolvimento do adolescente, a OMS, procurou
dividir as faixas etérias da adolescéncia nos seguintes grupos, o precoce (10 a 14
anos), médio (15 a 17 anos) e o tardio (18 a 19 anos). Contudo, destaca-se que a
faixa etaria do adolescente pode ser ampliada até os 24 anos, de modo sobrepor a
dos jovens (WHO, 1989).

Além do desenvolvimento fisiolégico, o cérebro adolescente passa por
mudancas até alcancar sua plenitude, e esse processo de remodelacao permite a sua
reestruturacdo funcional (PETIT et al 2013). [Esse processo reconstrutivo é
representado pela neurogénese, sinaptogénese, pelos hormonios e mensageiros
quimicos (PASCUAL et al., 2014; CREWS et al., 2007).

Ao longo da maturagéo, a restruturacdo do SNC permite a formacéo de novas
conexdes sinapticas, e eliminacdo de outras, refletindo assim no afinamento cortical.
De outro modo, a substancia branca é aumentada pelo crescimento da mielinizacédo

dos axonios (JACOBUS e TAPERT, 2013) que influencia no potencial de acdo dos
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impulsos nervosos (SOWELL et al., 2004; GUERRI e PASCUAL, 2010; PETIT et al,
2013; PASCUAL et al., 2014).

No decorrer da maturagao, o desenvolvimento cognitivo e psicossocial faz parte
do processo de refinamento do circuito neurolégico e amadurecimento da funcao
cerebral (RISHER et al., 2015). Do ponto de vista funcional o desenvolvimento
cognitivo, motor e sensorial sdo fundamentais para a performance do adolescente, e
as variaveis, como neurotransmissores, plasticidade e remodelacdo sinaptica,
também implicam funcionalmente nas regides neurais, a exemplo, o cortex pré-frontal
(CPF) que é responsavel pelas funcdes executivas do adolescente (GUERRI e
PASCUAL, 2010).

Na adolescéncia, o EtOH é a droga licita mais usada, e o grau da exposicao é
proporcional aos prejuizos estruturais e funcionais (GUERRI e PASCUAL, 2010;
NIXON, 2013). Alguns estudos justificam esses transtornos através da predisposicao
ou antecedentes genéticos que envolvem o contexto do adolescente (CISA, 2015).

A imaturidade neuroquimica e a neuroplasticidade intensificada em regides
limbicas permitem maior sensibilidade ao EtOH, o que leva provavelmente o consumo
precoce da bebida, e consequentemente, alteragao do desenvolvimento neural, como
exemplo, fungéo cerebral imatura e desvio na neurocognicdo (Pascual et al., 2014).
Comprometimento dos processos neuroquimicos e neurocomportamentais também
refletem em prejuizos motores e cognitivos. (NGUYEN-LOUIE et al., 2017).

Em geral, acredita-se que a faixa etaria adequada para ser dado inicio ao
consumo do EtOH seja a partir dos 21 anos de idade, por se tratar de uma fase de
transicdo para a idade adulta onde o desenvolvimento social esta a frente do
desenvolvimento neurolégico (NGUYEN-LOUIE et al., 2017). Vale reforcar que o
consumo nocivo do EtOH pode ocasionar além dos comportamentos antissociais, 0
uso de drogas ilicitas, aparecimento de doencas crbnicas e dependéncia (NIAAA,
2019)

Baseado no IV Levantamento de Uso de Drogas entre Estudantes Brasileiros,
60% das criancas e adolescentes entre 10 a 19 anos ja haviam consumido o EtOH
(CEBRID, 2010). Anos depois, o IBGE (2013) revelou que 34% dos adolescentes que
consumiam o EtOH tinham em torno de 15 a 17 anos (SCHUCKIT et al., 2014). Em
2015, a Pesquisa Nacional de Saude Escolar (PeNSE) realizada pelo IBGE, também
foi confirmado o consumo precoce do EtOH por estudantes na faixa etaria de 13 a 17
anos, alguns casos com episodios de embriagues (CISA, 2017). Em relacdo ao sexo
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feminino, apesar de serem mais vulneraveis, foi observado também um crescimento
do consumo de EtOH nos ultimos anos (INPAD, 2013; ANDRADE et al., 2009).

Dessa forma, conclui-se que o consumo do EtOH na adolescéncia é uma
realidade ampla e difundida na sociedade, e que precisa ser avaliada como também
trabalhada pelas autoridades civis e governamentais, de modo minimizar 0 consumo
precoce e indevido de bebidas alcodlicas (CISA, 2015), pois existe uma tendéncia
entre os adolescentes ao consumo pesado e episédico do EtOH chamado de binge
drinking, que esta relacionado a diversos prejuizos sociais, fisicos e mentais
(GIGLIOTTI e COPETTI, 2013).

2.5 BASES NEUROANATOMICAS DO CEREBELO

2.5.1 Anatomia e Histologia do Cerebelo

O cerebelo € um 6rgéo do sistema suprassegmental separado do cérebro pela
tenda do cerebelo, uma prega de dura-mater, e unido a medula e ao tronco encefalico
por seus pedunculos cerebelares superiores, médios e inferiores (MACHADO e
HAERTEL, 2013). Macroscopicamente o cerebelo é constituido de uma porgdo impar,
o0 vérmis, ligado a duas massas laterais, os hemisférios cerebelares, ainda na
superficie sulcos transversais superficiais separam as folhas do cerebelo, enquanto
gque os mais profundos, separam grupos de folhas em lobulos (MACHADO e
HAERTEL, 2013)

O cortex medular, formado por substancia cinzenta, forma toda a superficie
externa do érgdo, como também reveste uma por¢ao de substancia branca central, o
corpo medular, de onde partem folhas ou as laminas brancas do cerebelo. No corpo
medular também € possivel evidenciar quatro nucleos de substancia cinzenta,
chamados nucleos profundos do cerebelo (LARSELL, 1970)

Considerando a dissociacdo anatomofisiolégica do cerebelo, foram propostos
diversos modelos de divisbes funcionais para este 6rgéo, entre eles, o de LARSELL
(1970) que divide o 6rgdo em trés por¢cdes anatomo-funcionais, o lobo floculo-nodular
e o corpo do cerebelo, sendo este dividido nos lobos anterior e posterior a partir da
fissura prima. Outra importante divisdo € filogenética, baseada no desenvolvimento
evolutivo desta estrutura. Nela, tem-se o0 arquicerebelo que corresponde ao I6bulo
floculo-nodular; o paleocerebelo, correspondente ao lobo anterior de Larsell somado

a piramide e a uvula - componentes do lobo posterior naquela divisdo - e o
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neocerebelo, correspondente ao restante do lobo posterior (MACHADO e HAERTEL,
2013).

Histologicamente, o coértex cerebelar é organizado em trés camadas, a
molecular, de Purkinje e a granular. A camada molecular, mais externa, apresenta 0s
interneurdnios inibitérios, as células estreladas e em cesto, além dos dendritos das
células de Purkinje e axénio dos neurbnios da camada granular, denominados de
fibras paralelas (APPS e HAWKES, 2009)

A camada média, ou de células de Purkinje, é constituida por corpos celulares
de Purkinje posicionados lado a lado em uma Unica camada. Os dendritos dessa
camada séo projetados para a camada molecular, recebendo aferéncias de outros
componentes estruturais como fibras trepadeiras e interneurénios inibitérios e
excitatérios; enquanto os axbnios estdo direcionados e projetados em direcdo aos
nacleos cerebelares e nucleos vestibulares do tronco encefalico. Diante disso,
destaca-se o papel das células de Purkinje como importantes células integradoras e
efetoras na comunicacdo neuronal cerebelar, integrando informa¢des do nucleo
pontino e ndcleo da oliva inferior (RAMNANI, 2006; APPS e HAWKES, 2009).

Mais profundamente encontra-se a camada granular com a maior densidade
de neurdnios, cita-se células granulares, além de interneurénios de Golgi, células de
Lugaro, células em escova e em candelabro. Uma unidade sinaptica denominada de
glomérulo cerebelar, que compreende as terminac¢des nervosas das fibras musgosas
com células granulares e neurdnios de Golgi, interagindo entre si em processos
inibitorios e excitatorios (RAMNANI, 2006; APPS e HAWKES, 2009).

Além de todos os tipos celulares ja citados, cabe ainda mencionar a importancia
das células da glia sobre o desenvolvimento normal, estando responsaveis, dentre
outras funcdes, pela secrecdo de diversos fatores troficos indispensaveis aos
neurdnios. Ademais, contribuem também no processo de reparacdo tecidual,
composicdo da barreira hemato-encefalica e sustentagdo neuronal, representando,
pois, mais um grupo celular que, se afetado, pode interferir na producéo do movimento
(MARTIN, 2013).

Tendo em vista a diversidade de estruturas celulares no cerebelo, observa-se
uma complexa circuitaria nervosa de inibicdes e excitacdes sinapticas, apresentando
inputs e outputs entre diversas regides cerebrais. Como mencionado anteriormente, o

cerebelo atua ativamente no processo regulatorio de atividades e aprendizado motor,
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e para isso, o cerebelo estabelece comunicacées com cortex motor do prosencéfalo
(ATWELL et al., 2002; APPS e HAWKES, 2009).

AlteracBes na atividade das células de Purkinje reflete na forma de disfuncéo
cerebelar e ataxia cerebelar, do mesmo modo que, os nucleos profundos, identificados
como fastigial, interpdsito e denteado, quando afetados pela ativacdo inadequada das
Células de Purkinje (CsP), também promovem alteracdo na saida excitatéria dos
ndcleos profundos, como a ativacdo profunda de CsP, é apresentada como uma
disfuncédo cerebelar e ataxia. A ativacdo das CsP diminui o débito excitatério de
nacleos profundos do cerebelo, levando a disfuncdo cerebelar e ataxia.
Alternativamente, a supressdo das CsP aumenta a saida excitatéria de nucleos
profundos do cerebelo, levando ao alivio da disfuncéo cerebelar e ataxia (DAR et al.,
2015).

A partir das eferéncias das CsP, formam-se os tratos e vias, entre eles, o trato
fastigiobulbar que exerce controle sobre a manutencao do equilibrio e da postura; as
vias interpésito-rubrospinal e interpésito-tadlamo-cortical, que exercem controle sobre
a musculatura distal dos membros, permitindo o ajuste fino de movimentos; as vias
dento-tdlamo-cortical e a interpdsito-tAdlamo-cortical, que se dirigem ao trato
corticoespinal, exercendo controle sobre ajustes finos de movimentos de grupos
musculares distais (GUYTON e HALL, 2014)
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Figura 2. Representacao esquematica da microanatomia cerebelar. Fonte: Adaptado de Rammani et
al. (2006)
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2.5.2 Neurofisiologia do Cerebelo

Assim como acontece no cortex cerebral, junto aos seus nudcleos, as diferentes
areas do corpo humano também estéo relacionadas, topograficamente, as diferentes
areas do cerebelo. A exemplo, a porcdo axial do corpo, representada principalmente
pelo vérmis, a face e os membros, pelas massas laterais ou lobos cerebelares
(RAMNANI, 2006).

A forma das associac¢des neurais, permitem ao cerebelo o modelo de um tecido
multimodal de associacdo e integracdo de informacodes, tanto sensoriais, quanto
motoras (BUGALHO, 2006), as areas do corpo emitem projecOes aferentes ao
cerebelo para realizacdo de ajustes motores, a0 mesmo tempo, a area envolvida do
corpo recebe as eferéncias das CsP, a partir das regifes representadas pelo cortex
cerebelar (ARTWELL et al., 2002). Informacdes advindas do cértex cerebral através
da via cortico-ponto-cerebelar, induz a regulagdo da atividade motora com formacao
de um plano motor, baseado na intencdo e meta estabelecida pelas areas superiores
do SNC. Da zona lateral, as informacfes sdo conduzidas através do tracto cortico-
espinal as regides efetoras relacionadas, e responsaveis pela execu¢cdo do movimento
(KANDEL et al., 2014).

No inicio da atividade motora, informacdes sensoriais sdo captadas por
diversos 6rgaos proprioceptivos e sensoriais, € enviadas através das vias aferentes
espino-cerebelares a zona intermédia do cerebelo, os quais se transmite aos 6rgaos
efetores através da via interposito-talamo-cortical (MACHADO, 2011). Na atividade
motora dos nucleos profundos, o ndcleo denteado associa-se ao planejamento das
acOes, enquanto que, o interpdésito as correcbes em diferentes momentos da atividade
motora (GUYTON e HALL, 2011)

Estudos também apontam que, o cerebelo encontra-se implicado no processo
de adaptacdo a realizacdo de movimentos repetitivos, através da aprendizagem
motora (ATWELL et al., 2002). As fibras do nucleo olivar inferior ao chegarem no
cerebelo, transformam-se em fibras trepadeiras, exercendo papel modulador

excitatorio sobre as células de Purkinje (MACHADO, 2013)



31

2.60 TREINAMENTO FiSICO E O SISTEMA NERVOSO CENTRAL
2.6.1 O Treinamento Fisico e os Efeitos Neuroprotetores

A pratica de atividade fisica provém de a¢bes ou movimentos que envolvem
gastos de energia e alteracdes organicas benéficas para os aspectos gerais da saude
fisica e mental (PITANGA, 2010; CONTREIRA e CORAZZA, 2009).

Em contrapartida, quando planejada, estruturada e advinda de protocolos
controlados e padronizados passa a denominar-se de treinamento fisico (TF), agindo
na prevencao, reabilitacdo organico-funcional, tratamento de doencas crénicas,
modulacdo de hormdnios, entre outros. (FERREIRA, 2011). No entanto, ressalta-se
que o tipo de TF regular, duracéo e intensidade sdo fatores fundamentais para a
obtencao de bons resultados (MOURAO, 2010)

Por entender que o TF beneficia varios sistemas organicos, diversas
modalidades como natacdo, exercicio acrobatico ou voluntario, esteira e outros, de
alta e baixa intensidade, intermitente ou continuo, de curta ou longa duragcdo, com
diferentes protocolos tém sido utilizados para avaliar os seus efeitos na funcao
cerebral (ARIDA et al., 2007).

Dessa forma, entende-se que a pratica regular do TF pode ser utilizada como
um recurso preventivo e terapéutico para saude (PERREY, 2013) capaz de reduzir o
indice de morbidade e mortalidade na saude publica (NUNES e DALL"AGOS, 2008).

Ao contrario do sedentarismo que esta associado as inumeras patologias, o TF
tem sido relevante ao combate de doencas neuroldgicas e neurodegenerativas, como
também, atenuacdo as respostas neurais quanto ao estresse oxidativo e
imunodepressao (DISHMAN et al., 2006), atuando também em aumento do sistema
antioxidante e diminuicao dos niveis da peroxidacéao lipidica (ARIDA et al., 2007)

Portanto, os efeitos neuroprotetores do TF ganharam importancia nas ultimas
décadas tornando-se foco de pesquisas tanto em humano, quanto em animal
(MOURAO, 2010; FERREIRA, 2011).

Estudos com sessdes de TF citam o metabolismo cerebral em niveis
aumentados com exceléncia na plasticidade, neurogénese e angiogenese (AGUIAR
JR e PINHO, 2007), de modo a refletir nas mudangas estruturais e funcionais das do
SNC, em especial, nas areas motoras (REAL, 2009; FERREIRA, 2011, SALAME,
2013).



32

Outra intervencao, é a prevencao e/ou melhora da funcao cerebral em doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e a de Alzheimer (AGUIAR JR e
PINHO, 2007; DISHMAN et al., 2006; PERREY, 2013), além de reduzir risco de
doencas crbnicas e metabdlicas, provavelmente por exercer efeito anti-inflamatorio
em cada sessao de treinamento (GLEESON et al., 2011).

Do mesmo modo, tem-se mostrado capaz em proteger o cérebro do declinio
mental, em decorréncia do envelhecimento e leséo cerebral, facilitando a recuperacao
funcional pés-lesdo (REAL, 2009; FERREIRA, 2011). Cita-se que TF influéncia de
modo positivo na restauracdo da funcdo cerebral, proporcionando melhor
aprendizagem, memoaria e neuroplasticidade, tanto no cérebro saudavel quanto o
danificado (KLINTSOVA et al., 2012).

O TF, devido induzir alteracdes fisioldgica, bioquimicas e psicolégicas, pode
ser visto como uma intervencdo ndo medicamentosa para o tratamento de distarbios
relacionados aos aspectos psicobiolégicos, tais como depressdo, ansiedade e
dependéncia quimica (MELLO et al., 2005). Sendo assim, estudos epidemioldgicos
reforcam a teoria de que o TF é favoravel tanto na esfera fisica quanto a psicologica
devido a atividade ocasionar em pessoas moderadamente ativas menor risco de
desenvolver transtornos quando comparados as sedentarias (ANTUNES et al., 2006).

Porém, o TF aerobico e anaerobico, sobretudo de alta intensidade esta
associado aos danos celulares e teciduais, motivados pela producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (SOUZA e FERNANDES, 2006). As EROs
durante os treinos sao produzidas por distintos mecanismos, como reducéo parcial de
oxigénio nas mitocondrias, processo inflamatoério, bem como, processos de isquemia
e perfusdo (MCRIDE e KRAEMER, 1999).

Embora exista um paradoxo em relagdo aos beneficios do TF e a formacéo de
radicais livres (RL), existem indicacbes de que o ambiente celular aumente a
concentracdo enddgena de antioxidantes para compensar o estresse provocado pelo
treinamento (SOUZA e FERNANDES, 2006).

O TF pode promover adaptagcao do sistema antioxidante com as enzimas de
regulacéo, proporcionando reducdo aos danos oxidativos (MOURAOQ, 2010).

Pesquisa em ratos mostrou que o TF voluntario aumentou a peroxidacao
lipidica, ao passo de que outros protétipos de treinamento atenuaram os danos
oxidativos, sendo assim, acredita-se que os protocolos também possam interferir nos

resultados (MOURAO, 2010). Como exemplo, o TF de forma aguda modula
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negativamente os efeitos do estresse, contribuindo com a atenuacao das respostas
neurais a ele (DISHMAN et al., 2006).

Diversas pesquisas ao longo dos anos vém estudando os efeitos
neuroprotetores do TF, embora algumas acdes ja sejam confirmadas na literatura,
como melhoria da plasticidade neuronal, indu¢do de angiogénese e exceléncia no
metabolismo cerebral (AGUIAR e PINHO 2007). Cita-se também uma reducdo na
progressdo de doencas degenerativas, como Mal de Parkinson e Alzheimer
(PERREY, 2013). Também, considera-se pela atividade anti-inflamatéria do TF, a
capacidade em regular a modulacéo funcional do tecido nervoso, apos lesao do tecido
nervoso, e também, proteger alteragdes neurais pelo envelhecimento, diminuindo o
risco de déficits (GLEESON, 2011).

Durante algum tempo acreditou-se que haveria um efeito deletério advindo da
pratica do TF regular, em funcdo da producdo aumentada de EROs, (MCBRIDE e
KRAEMER, 1999). Entretanto, existem processos celulares adaptativos as condicdes
do treinamento, sugerindo, pois, 0 aumento concomitante da producdo de
antioxidantes intracelulares, a fim de contrabalancear o processo oxidativo (SOUZA e
FERNANDES, 2006)

2.6.2 Treinamento Fisico, Neuroplasticidade e Neuroprotecao

Durante décadas acreditou-se que o SNC fosse imutavel, porém, ja se sabe
que os neurdnios passam por mudancas morfoldgicas e funcionais em respostas aos
estimulos ambientais, esse processo dinamico chamado de neuroplasticidade
apresenta grande variabilidade neuronal que modificam a fisiologia do SNC permitindo
assim a conservacao do processamento de informacé&o e desenvolvimento de novas
fungbes (SALAME, 2013 e LENT et al., 2008).

A neuroplasticidade € também descrita como um processo adaptativo através
do qual o SNC se reorganiza frente as informacdes obtidas, ou seja, as experiéncias
vividas, sendo fundamental para a reparacéo tecidual, como também para os aspectos
cognitivos, como memoria e aprendizagem (SALE et al. 2014). No entanto, na
adolescéncia 0 processo age majoritariamente nas sinapses e, em nivel celular e
molecular em menor grau, mas ainda assim responsavel por mudancas estruturais e
funcionais do sistema nervoso (PERREY, 2013; SALE et al., 2014)
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De acordo que as atividades motoras, qualificam o funcionamento neural por
induzir mudancgas plasticas e dinamicas no SNC, favorecendo os processos de
neurogénese, angiogénses e sinaptogénese (BORELLA e SACHELLI 2008). Ou seja,
o TF influencia a plasticidade neural, promovendo mudancas biolégicas e fisico-
guimicas, como também, modulacdo da expressdo de fatores neurotréficos e
oxigenacgado do SNC (PERREY, 2013; FERNANDES et al., 2018).

Em animal, a estimulacdo neural quando realizado na presenca de ambientes
enriquecidos por objetos, como espelhos, escadas e rodas, mostrou alteracdes
morfofuncionais de diversas regides corticais, a exemplo, 0 aumento da espessura de
camadas no cortex visual, aumento do nimero de sinapses, ampliacdo do volume e
peso cerebrais, crescimento dos nucleos e corpos neuronais, além de alteracfes
quimicas, como quantidade aumentada de neurotransmissores (ROSENZWEIG,
1996). Outros efeitos observados na presenca de estimulos, foram regulagéo negativa
sobre eventos apoptoticos, aumento na producdo e liberacdo de antioxidante no
microambiente neuronal, modulacdo na sintese e degradacao de neurotransmissores,
de forma interferir diretamente no funcionamento do SNC (KLINTSOVA et al. 2012).
Outros experimentos em animais sdos e submetidos a lesdo neural indicaram
transformacdes adaptativas em diversas areas corticais, desde o nivel quimico até o
nivel de transmisséo sinaptica, com mudancas na trajetéria dos axénios e aumento
da mielinizacao destes (JOHANSSON, 2000).

O aumento das substancias quimicas pelo TF, também promovem o
desenvolvimento neuronal. A exemplo, as neurotrofinas Glial Derived Neurotrophic
Factor (GDNF) e do BDNF responsaveis pela mudanca estrutural e fisiolégica do SNC,
agem diretamente sobre a expressao génica dos neurdonios (OGONOVSZKY et al.
2005; SEBBEN et al. 2011). O BDNF, possui papel fundamental como regulador da
plasticidade sinaptica, na funcdo cerebral, especialmente, pelo treinamento
(CALLAGHAN et al., 2006)

A plasticidade neuronal como mecanismo neuro-protetor atua em inimeras
varidveis capazes de promoverem a regeneragdo e a sobrevivéncia de neurdnios,
como também a supra-regulacao dos fatores de crescimento neurais, que concedem
protecdo ao SNC através do crescimento e desenvolvimento de novos neurdnios
(MOURAO, 2010).
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Contudo, embora os estudos incentivem a pratica do TF como meta para a
conservacdo ou melhora do SNC, através da plasticidade neural, ainda ndo se tem

uma compreensédo exata para esse mecanismo (PERREY, 2013).

Dessa maneira, torna-se importante investigar a acdo do TF de moderada
intensidade como uma possivel estratégia neuroprotetora, para os efeitos deletérios

do EtOH no padrao binge sobre o cerebelo.
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Objetivos
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3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GERAL

Investigar os possiveis efeitos neuroprotetores do treinamento fisico aerébico
em esteira de moderada intensidade contra os efeitos nocivos do consumo de EtOH
em padréo binge-driking no cerebelo de ratos da adolescéncia a idade adulta.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar a possivel modulagéo do perfil da biogquimica oxidativa do cerebelo
de ratos adultos expostos a 4 ciclos repetidos de EtOH no padrdo binge,
avaliando parametros pré e antioxidantes;

b) Avaliar os efeitos do EtOH no padréo binge sobre a populacao de células de
Purkinje em cerebelo de ratos;

c) Investigar os efeitos da exposicao a 4 ciclos de EtOH em padrédo binge sobre a
imunomarcacao de componentes estruturais da mielina e vesiculas sinapticas;

d) Analisar os efeitos da exposicdo ao EtOH durante a adolescéncia a fase adulta

sobre as fun¢gbes motoras cerebelares de ratos;
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Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Quarenta ratos machos Wistar, pesando entre 100 e 150 g com a idade de 30

dias, foram utilizados nesta investigacdo. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas (4 animais cada) com agua e racao ad libitum e mantidos em sala climatizada
(25 °C) com ciclo claro/escuro de 12:12 h (luzes acesas as 7h). Todos os
procedimentos foram previamente aprovados pelo comité de ética em experimentacao
animal da Universidade Federal do Para, sob o protocolo CEPAE-UFPA: 227-14,
seguindo o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NRC, 2011). Os

animais experimentais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos:

1) Grupo Controle: animais sedentarios que receberam H20 destilada por
gavagem;

2) Grupo Treinado: animais exercitados que receberam H20 destilada por
gavagem;

3) Grupo EtOH: animais sedentarios que receberam 3g/kg/dia de EtOH,
20% (p/v) por gavagem;

4) Grupo Treinado e EtOH: animais exercitados que 3g/kg/dia de EtOH,
20% (p/v) por gavagem.

O desenho experimental esta resumido na figura 3.

Descricdo da Testes Coleta de cerebelo Bioquimica oxidativa

amostra comportamentais para andlises () TEAC
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Figura 3. Descricdo da amostra e etapas experimentais. (A) Descricdo da amostra e divisdo de grupos
experimentais de TF em esteira gavados com EtOH ou H20 destilada. (B) Os ensaios comportamentais:
testes de Open Field e Beam Walking. (C) Coleta do cerebelo para analises. (D) Andlise do equilibrio

oxidativo através da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), glutationa reduzida (GSH),
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peroxidacao lipidica (LPO) e niveis de nitrito (nitrito). (E) Andlise histol6gica por quantificagcdo de células
de Purkinje (CP) e avaliacdo imunohistoquimica por anti-sinaptofisina (SYP) e anti-proteina bésica de
mielina (MBP). Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).

O protocolo de TF foi adaptado de Arida et al. (2007), a partir do qual os animais
foram submetidos a 5 dias consecutivos de TF durante 4 semanas na esteira sem
grau de inclinacao (MasterOne). A escala de TF é descrita na Fig 4.

Apbs cinco dias de TF em esteira, foi realizado um ciclo de tratamento com
EtOH tipo binge. Este ciclo envolveu uma Unica administragdo de EtOH/ dia, através
de gavagem intragastrica, durante 3 dias consecutivos, seguidos de 4 dias de folga.
Os animais do grupo controle receberam apenas agua destilada, no mesmo protocolo
(LAUING et al., 2008; LINDTNER et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2014). O ciclo de TF
em esteira e a exposi¢cdo ao EtOH em binge duraram 4 semanas, sendo 0s animais
pesados semanalmente para ajuste de dose e acompanhamento da massa corporal.

Administracdo de

EtOH ou H,0,

L e el

Progressao da velociade samanal (m/min) e duragdo dos treinos (min)

m/min min m/min min m/min min m/min min
2 5 5 5 8 5 10 5
5 5 8 5 10 5 12 5

8 20 10 20 12 20 15 20

Figura 4. Esquema do protocolo de TF e exposi¢do ao EtOH. Desenho experimental do protocolo de TF
em esteira e administracdo de EtOH ou H20 destilada por gavagem intragastrica, durante 3 dias
consecutivas, por 4 semanas. O TF a cada semana apresentou trés velocidades no mesmo treino. O
protocolo de TF foi adaptado de Arida et al. (2007). Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).

4.2. ENSAIOS COMPORTAMENTAIS

Vinte e quatro horas apos o ultimo dia de protocolo de exposicdo ao EtOH e
treinamento fisico em esteira, os animais foram conduzidos para a sala de ensaio para
testes comportamentais motores. Os testes do campo aberto (Open Field) e
caminhada sobre vigas graduadas (Beam walking) foram conduzidos entre 11:00 e
18:00 em uma sala de som atenuado sob luz de baixa intensidade (12 lux), onde os

ratos foram habituados por pelo menos 2 horas antes de iniciar os testes.



41

4.2.1. Teste do Campo Aberto (Open Field)

As andlises de locomoc¢éo espontanea e atividade exploratéria vertical foram
avaliadas pelo protocolo de campo aberto (WALSH & CUMMINS, 1976). Os animais
foram colocados na arena (100 x 100 x 40 cm), sendo o chao dividido virtualmente em
25 gquadrantes iguais (20 x 20 cm). Primeiramente, cada animal foi colocado no centro
do chéo e observado por cinco minutos. O namero total de intersec¢des foi analisado
pelo software ANY-maze™ (Stoelting, EUA).

4.2.2. Teste da Caminhada sobre Varas Graduadas (Beam Walking)

Apés o ensaio de campo aberto, os animais foram submetidos ao teste de
Beam Walking. Neste experimento, a coordenacdo motora e o equilibrio foram
avaliados com base na capacidade dos animais de atravessar uma série graduada de
vigas estreitas para alcancar uma plataforma de seguranca fechada. O aparelho
consiste em vigas de madeira (100 cm de comprimento) suspensas a 50 cm do chéo,
0 que permite aos ratos acessarem uma plataforma segura (caixa fechada de 20 x 20
cm. Os animais foram brevemente aclimatados nas vigas de uma area transversal
maior, e um limite de 120 segundos foi fixado para alcancar a caixa. A fim de
intensificar a dificuldade da tarefa, os animais foram submetidos a duas sessdes de
teste (tempo de corte de 60 segundos) em cada viga de secéo quadrada (12 mme 5
mm), respectivamente. A laténcia para alcangar a caixa fechada foi medida em
segundos, e o numero de escorregdes foi registrado considerando um ou ambos os
membros posteriores escorregados do feixe (KARL et al., 2003; TEIXEIRA et al.,
2018).

ApOs o0s testes comportamentais, cinco animais de cada grupo foram
eutanasiados por deslocamento cervical e os cerebelos foram imediatamente
removidos para posteriores analises bioquimicas. Os outros 5 animais de cada grupo

foram perfundidos e os cerebelos foram destinados as avaliagdes histoldgicas.

4.3.  ANALISES DA BIOQUIMICA OXIDATIVA

Apés a coleta do cerebelo, o tecido dissecado foi limpo em solucao salina,
congelado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado a -80 °C. Em seguida,
o tecido foi descongelado e ressuspendido em tampéao Tris-HCI (20 mM, pH 7,4) a 4°C

e homogeneizado sonicamente. A preparacdo do tecido para analise bioquimica
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oxidativa foi descrita em detalhes em nossos estudos anteriores (TEIXEIRA et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2015).

4.3.1. Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC)

Para andlise do nivel TEAC, utilizamos o método descrito por Rufino et al.
(2007) e o método adaptado de nosso estudo anterior (MIRANDA et al., 2018).
Resumidamente, o acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolino) -6-sulfénico (ABTS; 7
mM) foi incubado pela adicdo de persulfato de potassio (2,45 mM) a temperatura
ambiente durante 16h para produzir o radical ABTS+. A solucdo de trabalho foi
preparada a partir do radical ABTS+ em tamp&o fosfato salina (PBS; pH 7,2) até a
absorbancia a 734nm. Posteriormente, 35uL desta solugdo ou padrdes Trolox (curva
padrao) foram adicionados a 2970uL de solugdo de ABTS, e a absorbancia foi lida
apos 5 minutos. As absorbéancias foram medidas em triplicata e calculadas segundo
uma curva padrdo com concentracdes de padrédo de Trolox (RE et al.,, 1999). A

capacidade antioxidante total foi expressa em pmol/L.

4.3.2. Conteudo de Glutationa Reduzida (GSH)

A determinacdo dos niveis de GSH foi baseada na habilidade da GSH em
reduzir o acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) ao acido nitrobenzoico (TNB),
quantificado por espectrofotometria a 412nm. Assim, a metodologia descrita por
Ellman (1959) foi adaptada para essa determinacéo. Inicialmente, uma aliquota (20uL)
do sobrenadante foi adicionada em um tubo contendo agua destilada (20uL) e solugao
de PBS pH 8,0 (3mL) para realizar a primeira medi¢cdo. Em seguida, 5,5-ditiobis (acido
2-nitrobenzodico) (DTNB; 0,47mMol) foi adicionado a solugéo, e outra medida foi
realizada ap6s 3 minutos (SCHALDCHER et al., 2014; MIRANDA et al., 2018). A
concentragéo de GSH foi expressa em ug/mL.

4.3.3. Niveis de Peroxidacao Lipidica (LPO)

A peroxidacao lipidica foi estimada como os niveis de malondialdeido (MDA) e
4-hidroxialquenos (4HDA), conforme detalhado anteriormente por Esterbauer e
Cheeseman (1990). Como descrito anteriormente em nossos estudos (TEIXEIRA et
al., 2014; BITTENCOURT et al., 2017), uma aliquota do sobrenadante foi processada
conforme descrito pelo kit Bioxytech LPO-568 (Cayman Chemical). Este kit € um
reagente cromogénico que reage com o MDA a 45 ° C. A medicao da absorbancia nos

espectrofotometros foi realizada a 586 nm de comprimento de onda.
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4.3.4. Niveis de Nitritos

Para quantificacdo de nitrito, utilizamos o protocolo descrito por Green et al.
(1981), que consiste em usar o sobrenadante de uma aliquota de homogenato bruto
que foi centrifugada a 21.000 por 20min a 4 °C, para analisar os niveis de nitrito.
Resumidamente, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 20min
com o reagente de Griess (0,1% naftiletilenodiamina e 1% sulfanilamida em &cido
fosférico a 5% - 1: 1). A absorbancia foi medida a 550 nm por um espectrofotdmetro e
comparada as solucdes padréo de nitrito de sodio.

4.3.5. Concentracdo de Proteinas

A medicdo do teor de proteina nos sobrenadantes (20uL) foi realizada conforme
descrito por Bradford (1976), a fim de corrigir os valores de LPO e nitrito pela
concentracdo de proteinas. Assim, os resultados dos niveis de LPO e nitrito foram

corrigidos e expressos em porcentual do grupo controle.

4.4,  AVALIACAO HISTOLOGICA

Apos avaliagdo comportamental, 5 animais de cada grupo foram utilizados para
analise tecidual. Os animais foram profundamente anestesiados com cloridrato de
cetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilazina (10mg/kg) e perfundidos através do
coracdo com PBS 0,1 M heparinizada (1%) seguida por paraformaldeido a 4%. Os
cerebelos foram removidos do cranio e pos-fixados por 4 horas em solugéo de Bouin.
Em seguida, os cerebelos foram desidratados em solu¢cdes crescentes de EtOH,
diafanizados em xilol e embebidos em paraplast (McCormick®). Secc¢bes de 5 ym de
espessura foram obtidas por cortes coronais no microtomo e, em seguida, colocadas

em laminas de microscopia.

4.4.1. Analises Imunohistoquimicas

Para andlise imuno-histoquimica as sec¢des do cerebelo dos animais foram
montadas em laminas de microscopia revestidas com 3-aminopropiltrietoxi-silano
(Sigma®). O comprometimento da mielina foi avaliado utilizando um anticorpo contra
a proteina béasica de mielina (MBP), um componente importante da mielina compacta.
Além disso, utilizamos anti-sinaptofisina (SYP) para imunomarcacdo de vesiculas

sinapticas.
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Todos os procedimentos imunohistoquimicos foram conduzidos de acordo com
0os estudos publicados anteriormente (LIMA et a., 2016; FAGUNDES et al., 2016;
ARAGAO et al.,, 2018; SANTANA et al.,, 2019). Resumidamente, os cortes foram
desparafinizados em xilol, hidratados em solucdes decrescentes de EtOH (100%,
100%, 90%, 80%, 70%) e hidratados em PBS 0,1 M por 5 min. A recuperacao do sitio
antigénico foi realizada com solucéo tampao citrato (pH 6,0), previamente aquecida a
60 °C, por 20 min. Depois disso, as seccdes foram resfriadas a temperatura ambiente
e incubadas em solucdo metandlica de peréxido de hidrogénio a 3% (H20:2) ao abrigo
da luz durante 20 min para a inibicdo da atividade da peroxidase endégena. Em
seguida, as secc¢Oes foram lavadas trés vezes em solugdo de PBS/Tween (1%)
durante 5min e incubadas com soro normal de cavalo a 10% e albumina sérica bovina
a 3% (BSA, Sigma®), diluidos em PBS durante 1h. As secc¢cfOes foram novamente
lavadas durante 5min (trés vezes) e incubadas em complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC Kit, Vector Laboratories®) durante 2h. As secc¢bes foram lavadas
trés vezes (cinco minutos cada) em solucdo PBS e reveladas com 3,3-
diaminobenzidina (DAB). Apds a reacdo do DAB, as secfes foram lavadas duas vezes
em PBS, contracoradas com hematoxilina de Mayer, desidratadas usando alcoois e

xilol e montadas com Entellan (Merck®).

Para andlise quantitativa da imunomarcacdo de MBP e sinaptofisina,
fotomicrografias foram adquiridas por um microscépio Axioscope (Carl Zeiss,
Alemanha) equipado com uma camera colorida AxioCam HRC CCD (Carl Zeiss) com
a mesma ampliacdo de 40x. As fotomicrografias foram adquiridas na regido da
segunda folha cerebelar de 5 se¢des por animal, 3 micrografias por secao (5 animais

por grupo). As fotomicrografias foram segmentadas pelo plugin Color Deconvolution

(Gabriel Landini, http://www.dentistry.bham.ac.uk/landinig/software/software.html)
utiizando o  software  ImageJ(NIMH, NIH, Bethesda, MD, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/). Posteriormente, os valores da fracdo de area (%) da
revelacao por DAB foram medidos nas secdes (FERNANDES et al., 2015; LIMA et al.,

2016; FAGUNDES et al., 2016). Os valores obtidos foram expressos como média +

erro padrdo médio.

4.4.2. Contagem de Neurdnios de Purkinje

Para analise das células de Purkinje, as sec¢fes de tecido foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE). O numero de neurdnios de Purkinje foi avaliado usando


http://www.dentistry.bham.ac.uk/landinig/software/software.html
https://imagej.nih.gov/ij/
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uma gradicula quadrada de 0,25 mm de largura na ocular do microscopio para
avaliacGes quantitativas. Essa grade corresponde a uma area de 0,0625mm?. Pelo
menos 3 campos no cerebelo por se¢cédo e 3 se¢des por animal de cada grupo foram

analisados, adaptados de Lima et al. (2016) para o cerebelo.

4.5. ANALISES ESTATISTICAS

Apoés a coleta de dados, todos os resultados foram tabulados e analisados pelo
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA); a
distribuicdo dos dados foi testada pelo método de Shapiro-Wilk para verificacdo da
normalidade. A curva de peso foi avaliada com analise de variancia (ANOVA) de 2
vias seguido do teste post hoc de Tukey. A bioquimica oxidativa, a analise das células
de Purkinje e os testes comportamentais foram analisados pela ANOVA de 1 via e
pelo teste post hoc de Tukey, exceto pela marcacdo imunohistoquimica, na qual
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, devido a andlise da fracdo de
area. Os valores obtidos foram expressos como média + erro padrao médio, e 0s

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. A EXPOSICAO A REPETIDOS CICLOS DE EtOH NO PADRAO
BINGE E AO TFm NAO INTERFERIU NO GANHO DE PESO DE
RATOS.

Apo6s os repetidos ciclos de exposicdo ao EtOH em padrdo binge, e TFm
durante 4 semanas, ndo promoveu alteracdes no peso dos animais (p=0,538; Fig. 04).
Ao final do periodo de experimentacdo, os animais nao apresentaram diferenca
significativa na massa corporal (Grupo Controle: 129,6 + 14,9; Grupo Exercicio: 126,7
+ 10,69; Grupo EtOH: 124 + 8,232; Grupo EtOH + Exercicio: 119,3 + 11,62).

200 1
Controle
Treinado
150 A
—4&— EtOH

100 - —& EtOH + Treinado

[&)]
o
1

Massa corporal (g)

Figura 5. Curva de ganho de peso dos animais experimentais Efeitos dos ciclos repetidos de TFm
e exposicdo ao EtOH no padrdo binge durante 4 semanas no ganho de massa (g) corporal da
adolescéncia a fase adulta em ratos Wistar. Resultados sdo expressos como média + erro padrédo da
média. ANOVA — 2 vias e pos teste de Tukey, p>0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).

5.2. O TFm MINIMIZOU O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO NO CEREBELO
DE RATOS APOS 4 CICLOS DE EXPOSICAO AO EtOH NO PADRAO
BINGE.

A exposicao tipo binge ao EtOH diminuiu os niveis de TEAC (Grupo EtOH:
80,13 £ 6,16; Figura 4A) no cerebelo de ratos quando comparados ao grupo controle
(99,88 + 2,445%; p= 0,015). Esse desbalanco do parametro antioxidante foi evitado
pelo TFm (Grupo EtOH + Treinamento: 84,87; p= 0,863; Figura 5A). Além disso, como
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observado na figura 5B, a exposicdo ao EtOH ndo promoveu modificacdo nos niveis

de GSH (p>0,999) nos grupos experimentais.

Por outro lado, os fatores pré-oxidantes foram encontrados estatisticamente
elevado apos a exposicao ao EtOH. O modelo de exposicéo tipo binge por 4 semanas
foi capaz de modular a bioquimica oxidativa através do aumento dos niveis de LPO
(Grupo EtOH: 748,3 £ 69,62%) no cerebelo dos animais, apresentando diferenca
estatistica ao comparar com o grupo controle (100,00 + 28,05%; p<0,0001), como
observado na Figura 5C. Em contraste, o TFm reduziu a LPO no cerebelo, refletindo
a neuroprotecdo contra os efeitos do EtOH (Grupo EtOH + Treinamento: 83,02 +
19,25%; p= 0,977). Nenhuma diferenca na concentragdo de nitritos entre 0os grupos
foi detectada (p=0,178; Figura 5D).
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Figura 6. Perfil da bioquimica oxidativa dos grupos experimentais. Efeitos dos ciclos repetidos de
TFm e exposicdo ao EtOH no padrédo binge durante 4 semanas sobre a bioquimica oxidativa do
cerebelo de ratos Wistar. (A) Niveis de TEAC; (B) Niveis de GSH; (C) Concentracao de MDA, (D) niveis
de nitritos. Resultados sao expressos como média + erro padrdo da média do percentual do grupo em
relacdo ao controle. ANOVA — 1 vias e pos teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al.
(2018).
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5.3. O TFm REDUZIU DANOS TECIDUAIS NO CEREBELO DE RATOS
CAUSADOS PELA EXPOSICAO AO EtOH NO PADRAO BINGE POR 4
SEMANAS.

A fim de avaliar se exposicdo ao EtOH no padrdo binge seria capaz de causar
alteracdes na morfologia cerebelar, executamos andlise em HE para investigar o0s
danos aos neurbnios de Purkinje. Nossos resultados mostram que o padrdo binge de
consumo de EtOH reduz a populacdo de neurbnios de Purkinje em cerebelo de ratos
(Grupo EtOH: 5,667 + 0,441) quando comparado ao Grupo Controle (8,875 + 0,5154;
p= 0,0002; Figura 6). Por outro lado, o TFm evitou os danos uma vez que 0 grupo
EtOH + Treinamento n&o apresentou diferenca significativa quando comparado ao
Grupo Treinado (Grupo Treinado: 8,222 + 0,4938; Grupo Treinado +EtOH: 7,875 %
0,4407; p> 0,481, Figura 6).

N° de células de Purkinje / campo

Figura 7. Contagem de Células de Purkinje. Efeitos dos ciclos repetidos de TFm e exposi¢cdo ao
EtOH no padréo binge durante 4 semanas sobre as células de Purkinje no cerebelo de ratos Wistar.
Fotomicrografias representativas do grupo controle (a), grupo treinado (b), grupo EtOH (c) e grupo EtOH
+ Treinado (d). As cabecas de setas indicam células de Purkinje. Resultados séo expressos como
média + erro padrdo da média do nimero de células contadas por campo (e). Barra de escala de 20um.
ANOVA - 1 via e poOs-teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).
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Além das alteracdes morfoldgicas causadas pela exposi¢édo ao EtOH, também
foi observada reducdo na fracdo de &rea imunomarcada por anti-MBP no grupo
somente exposto ao EtOH (Grupo EtOH: 39,54 + 1,822; p<0,0001) em comparacéo
aos demais grupos. O grupo que executou TFm protegeu a reducédo da fracao de area
de MBP (Grupo EtOH + Treinamento: 49,88 + 1,817; Grupo Controle: 54,91 + 2,085;
p=0,243), como observado na figura 7, indicando uma possivel atividade

neuroprotetora contra danos do EtOH no cerebelo.
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Figura 8. Quantificacéo da fracédo de areaimunomarcada por anti-MBP. Efeitos dos ciclos repetidos
de TFm e exposi¢do ao EtOH no padrao binge durante 4 semanas sobre a imunomarcacéo de anti-
MBP no cerebelo de ratos Wistar. Fotomicrografias representativas do grupo controle (a), grupo
treinado (b), grupo EtOH (c) e grupo EtOH + Treinado (d). Resultados sdo expressos como média +
erro padrdo da média da porcentagem de area imunomarcada (e). Barra de escala de 20um. ANOVA
— 1 via e pos teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).
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Foi observada também uma notéria reducao da fracdo de area imunomarcada
por anti-sinaptofisina (p <0,0001) no grupo exposto ao EtOH, indicando danos as
vesiculas sinpticas, mas que pode ser minimizado pelo TFm (Grupo Controle: 54,69
+ 1.333; Grupo EtOH + TF: 55,45 + 0,8258; p=0,956; Figura 8).
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Figura 9. Quantificacdo da fracdo de area imunomarcada por anti-SYP. Imunomarcacéo de anti-
sinaptofisina (SYP) no cerebelo de ratos expostos a ciclos repetidos de TFm e exposi¢cdo ao etanol
(EtOH) no padrao binge durante 4 semanas. Fotomicrografias representativas do grupo controle (a),
grupo treinado (b), grupo EtOH (c) e grupo EtOH + Treinado (d). Resultados sdo expressos como média
* erro padréo da média da porcentagem de area imunomarcada (e). Barra de escala de 20um. ANOVA
— 1 via e pos teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).
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5.4. O DEFICIT DE FUNCAO LOCOMOTORA ESPONTANEA HORIZONTAL,
PELO DESBALANCO OXIDATIVO E DANOS MORFOLOGICOS EM
CEREBELO DE RATOS DESENCADEADOS PELA EXPOSICAO AO EtOH
NO PADRAO BINGE, FOI CONTORNADO PELO TFm EM ESTEIRA.

A exposicao ao EtOH no padréo tipo binge por 4 semanas em ratos induziu
danos ao comportamento motor espontaneo. Entretanto, o TFm em esteira
proporcionou melhor desempenho nas atividades de locomocao horizontal
espontanea, tanto na distancia total percorrida (Grupo Controle: 19,74 £+ 1,562; Grupo
EtOH: 10,11 + 2,021; p=0,005; Figura 9A) e no numero de quadrantes cruzados
(Grupo controle: 99,22 + 12,17; Grupo EtOH: 36,44 + 7,658; p= 0,0014; Figura 9B) na

arena, como observado na figura 8.
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Figura 10. Avaliac&o da atividade locomotora espontanea horizontal. Efeitos dos repetidos
ciclos de TFm e exposicdo ao EtOH no padrdo binge durante 4 semanas na locomocéo espontanea
horizontal de ratos Wistar. (a) distancia total em metros, e (b) quadrantes totais cruzados no teste do
campo aberto. ANOVA — 1 via e p0s teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).

Nos testes de coordenacdo motora e equilibrio, os animais expostos ao EtOH
apresentaram performances deficientes nos testes de vigas graduadas (beam

walking), aumentando a laténcia para alcangcarem a caixa segura nas vigas de 12mm
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e 5mm (Grupo EtOH: 12mm =47 = 3 e 5mm = 33 = 6; Grupo Controle: 12mm: 16,91
+ 3,596, p<0,001 e 5mm: 13,38 * 1,749, p<0,001; Figura 10A). Além disso, o grupo
EtOH aumentou o nimero de deslizes de patas durante os desafios com varas
menores em comparagcao aos demais grupos (5 mm: Grupo Controle: 2 + 0.0; Grupo
Treinado: 2,65 + 0,3578; Grupo EtOH: 4,556 + 0,5031; Grupo EtOH + Treinamento: 2
+ 0; p= 0,005; Figura 10B). Entretanto, o TFm melhorou a performance dos animais
reduzindo a laténcia para cruzar as vigas, assim como o nimero de deslizes de patas,

restaurando a eficiéncia motora aos niveis controles.
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Figura 11. Avaliagdo da coordenac&o e equilibrio motor. Efeitos de repetidos ciclos de TFm e EtOH tipo
binge, durante 4 semanas, na coordenagdo motora fina e equilibrio de ratos Wistar com 60 dias de idade. Os
resultados sao expressos como média + erro padrdo da média da (a) laténcia em segundos e (b) nUmeros de falha
em feixes de 12mm e 5mm do teste de caminhada sobre vigas graduadas (beam walking). ANOVA uma via e pés
teste de Tukey, *p<0,05. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).
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Discussao
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6. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que a exposi¢cdo ao EtOH por meio de 4 binges da
adolescéncia até a idade adulta € capaz de promover altera¢cdes bioquimicas,
teciduais e funcionais no cerebelo de ratos, o que pode ser minimizado através da
neuroprotecdo proporcionada pelo exercicio fisico em esteira concomitante a
exposicdo. Os presentes achados demonstram que o protocolo de consumo de EtOH
proposto induz desbalanco da bioquimica oxidativa caracterizado pela reducdo dos
niveis de TEAC e aumento da peroxidacéo lipidica, o que pode desencadear danos
teciduais e comportamentais em ratos. Além disso, mostramos pela primeira vez na
literatura que tais danos no cerebelo de ratos adultos promovidos pelo consumo
excessivo de alcool podem ser minimizados pelo TFm aerébico em esteira de

Intensidade moderada.

O controle cerebral dos movimentos € realizado por vérias regides do SNC,
entre eles, o cértex cerebral é responsavel pelo planejamento e programacao motora,
além de comandar tanto a medula espinhal quanto o tronco encefalico que modulam
os reflexos e os movimentos grosseiros (VALENZUELA & JOTTY, 2015). Um sistema
de controle sensivel e preciso € realizado pelo cerebelo e ganglios da base
(VALENZUELA et al., 2010; PAILLARD et al., 2015). O cerebelo foi escolhido como
area de investigacdo, uma vez que essa estrutura modula as vias motoras, 0s
movimentos planejados e coordenados, bem como a aprendizagem motora
(PAILLARD et al., 2015).

Neste contexto de controle motor, o cerebelo é considerado como a regido do
SNC que integra movimento e postura, de modo a controlar a distadncia e amplitude
de movimento (VALENZUELA & JOTTY, 2015). Para modular o movimento, as fibras
aferentes e eferentes do circuito cerebelar comunicam com varias regioes do sistema
nervoso. As fibras musgosas e trepadeiras formam sinapses excitatérias com nucleos
cerebelares profundos e células de Purkinje, direta ou indiretamente (VALENZUELA
etal., 2010). Nesse estudo, avaliou-se a densidade da MBP, o padrédo de comunicacao

sinaptica e a preservagéo dos neurdnios de Purkinje nas folhas cerebelares.

Os neurdnios de Pukinje foram escolhidos para analisar os danos causados
pelo EtOH, ja que figuram como os principais elementos do circuito cerebelar. Essas

células sao de fundamental importancia na calibracdo sensério-motora devido a sua
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atividade durante as tarefas motoras a fim de promover a eficiéncia no desempenho
(VALENZUELA et al., 2010). Além disso, os neurénios de Pukinje podem influenciar
nas atividades sensorio-motoras, transferir a plasticidade do cortex cerebelar para os
nacleos profundos e contribuir diretamente para o comando motor (PAILLARD et al.,
2015). Em nosso estudo, encontramos uma diminuicdo da densidade de neurbnios de
Purkinje em animais expostos ao EtOH, fato que pode ter contribuido para os danos

funcionais observados.

Além disso, encontramos uma reducdo na imunomarcacdo da proteina
sinaptofisina relacionada a sinapse apos 4 semanas de consumo de EtOH no padréo
binge. No entanto, € importante enfatizar que os neurénios cerebelares sdo capazes
de se envolver em mecanismos compensatérios para manter a neurotransmissao em
niveis normais (VALENZUELA & JOTTY, 2015. Além disso, EtOH é reportado como
capaz de promover alteracdo em outras estruturas celulares, tais como organelas
citoplasmaticas, nucleo e citoesqueleto, bem como alteracbes nos contatos sinapticos

neuronais em culturas de células do cortex cerebral de ratos (MEDINA, 2011).

Aléem de reduzir a densidade de neurbnios de Purkinje e a comunicacao
sinaptica, o padrdo de consumo de EtOH foi capaz de danificar a bainha de mielina.
Sabe-se que os danos a essas estruturas podem causar déficits na conducdo do
impulso elétrico durante o potencial de acdo nos neurdnios mielinizados, 0s quais sdo
0S principais responsaveis pela resposta motora (GUADOGNOLI et al., 2016).
Acredita-se que esses dados reanem evidéncias para apoiar nossa hipétese de que a
exposicao excessiva ao EtOH pode desencadear danos no cerebelo, que pode ser
sugerido como elementos responsaveis pelo comprometimento motor encontrados

em nossa investigacgao.

Deficiéncia na sintese de tiamina, modulagdo de &cido retindico e
neuroinflamacéo podem ser identificados como elementos responsaveis pelos danos
causados ao SNC pelo EtOH, enquanto o estresse oxidativo € um forte mecanismo
também associado aos danos como descrito em estudos anteriores (BUTTERMORE
et al., 2013; TEIXEIRA et al.,, 2014; YANG & LUO, 2015). O estresse oxidativo &
resultado de um desbalanco entre a producao de espécies reativas de oxigénio e a

capacidade de neutraliza-las, sendo capaz de gerar danos celulares severos que
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podem levar — apds uma sequéncia de outros danos — as alteracdes comportamentais
(YANG e LUO, 2015).

Apesar da literatura indicar o estresse oxidativo como um dos principais
mecanismos de dano ao SNC causados pelo EtOH (MULLER et al., 2017; TAPIA-
ROJAS et al., 2017; AGOSTINI et al., 2018), esta investigacdo é a primeira a
descrever as mudancas oxidativas no cerebelo de ratos ocasionadas pelo padréao
binge de consumo de EtOH da adolescéncia a fase adulta. Foi observado que mesmo
com 4 episddios de binge durante o periodo experimental, h4 uma diminuicdo na
capacidade antioxidante total e um aumento nos niveis de peroxidacao lipidica no
cerebelo. Isso foi previamente reportado por outros estudos, entretanto, em modelo
de consumo crénico de EtOH (LUO, 2015; YANG & LUO, 2015; MULLER et al., 2017).
Apesar dos mecanismos de danos ao SNC nao estarem completamente elucidados,
0 estresse oxidativo é considerado como o mais relevante (AGOSTINI et al., 2018;
HAMID et al., 2018). A intoxicacao provocada pelo EtOH por exposi¢céo aguda, cronica
ou tipo binge leva ao estresse oxidativo como resultado no desbalanco entre radicais
livres e defesa antioxidante, como mencionado anteriormente, seguido pela formacéo
de mais espécies reativas e peroxidacao lipidica (BUTTERMORE et al., 2013; YANG
e LUO, 2015). Recentemente, nosso grupo também demonstrou que a exposi¢cao ao
EtOH levou ao estresse oxidativo com aumento dos niveis de MDA e, possivelmente,
associado a reflexos no SNC que levam a desordens psiquiatricas e danos cognitivos
(HERNANDEZ et al., 2016). Assim, esse quadro causado pelo consumo de EtOH
pode estar associado ao aumento na atividade de CAT induzido pelo processo
metabdlico do EtOH, que gera excesso de H20:2 e radicais hidroxil (OH¢), que possui
grande capacidade em levar a oxidacdo e danos a biomoléculas (BELEM-FILHO et
al., 2018). Portanto, nos confirmamos que a toxidade do EtOH durante o seu
metabolismo leva ao estresse oxidativo devido as fortes moléculas oxidantes no

corpo.

Quando se avalia a atividade motora do modelo de exposicao binge proposto,
os resultados indicaram que o EtOH promoveu mudancgas na capacidade exploratoria,
uma vez que 0s animais expostos percorreram menor numero de quadrantes e menor
distancia total. Além disso, no teste de caminhada sobre varas, os animais que
consumiram alcool apresentaram pior desempenho motor caracterizado por maior

namero de quedas e menor capacidade para atividades que exigiam destreza motora.
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Esses resultados corroboram aqueles recentemente encontrados em outro estudo do
Nosso grupo, que demonstrou que episédios de compulsdo durante a adolescéncia
impactam o desempenho motor (HERNANDEZ et al., 2016), bem como afetam outras
areas cerebrais, induzindo um comportamento ansiogénico e influenciando a memoaria
de reconhecimento de curto prazo (FERNANDES et al., 2018). Acreditamos que 0
consumo de EtOH aumentou o fluxo sanguineo cerebral e, como consequéncia, a
demanda metabdlica de oxigénio de modo que as regides cerebrais relacionadas a
atividade motora e a rede de comando central foram afetadas. Assim, o aumento do
consumo de oxigénio resulta no aumento da producédo de uma variedade de espécies
reativas de oxigénio (ROS), como anion superéxido, OHe, éxido nitrico (NO) e oxigénio
singlete devido ao vazamento de oxidacao de elétrons relacionados a fosforilacdo da
cadeia de transporte mitocondrial (HERNANDEZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).
As EROs podem causar danos oxidativos aos componentes celulares, prejudicando a
energia celular e modulando as vias de sinalizagao ("sinalizacdo redox") que levam a
varias mudancas agudas e cronicas no ambiente celular, especialmente no SNC
(KUDIN et al., 2008). No geral, a diminuicdo dos niveis de antioxidantes e 0 aumento
de ROS no cerebelo podem ser responsaveis por danos celulares, incluindo nos
neurbnios Pukinje, que resultaram em prejuizo na atividade motora, no

comportamento ansiogénico e na falha na memoria de reconhecimento de curto prazo.

Por outro lado, existem algumas estratégias para reverter, minimizar ou
proteger o SNC de alteracdes causadas pelo estresse oxidativo (HOSEMBERG et al.,
2010; SHICHIRI et al., 2014; HAN et al., 2015). Entre as estratégias de neuroprotecao,
o TFm € uma subcategoria de atividade fisica que envolve varias peculiaridades, como
volume, frequéncia e intensidade. O TFm para o fortalecimento muscular, por
exemplo, baseia-se principalmente em fontes de energia anaerébicas (LUCZAJ et al.,
2015). Por outro lado, os de resisténcia geralmente usam fontes de energia aerdbica
(ROSEMBERG et al., 2010). Assim, o TFm aerobico de intensidade moderada é
essencial para manter boa saude ajudando na prevengcdo de doencas cronicas,
incluindo as neurodegenerativas (CECHETTI et al.,, 2012; ZOLADZ et al., 2014;
DOUGHERTY et al.,, 2017). A este respeito, varios estudos relatam que o TFm
moderado, de forma regular, estimula a funcdo cerebral desempenhando um
importante papel preventivo e terapéutico em casos de acidente vascular cerebral e
doencas de Alzheimer e Parkinson (NEEPER et al. 1995; MONTENI et al., 2004,
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OGONOVSZKY et al., 2005; MARQUES et al., 2018). No entanto, os beneficios sdo
amplos, incluindo a estimulacdo da neurogénese, aumento da capilarizacéo,
diminuicdo do dano oxidativo e aumento da degradacao proteolitica pelo proteossoma
e neprilisina, entre outros (OGONOVSZKY et al., 2005).

Embora os treinamentos anaerobicos, de fortalecimento muscular, apresentem
alguma relevancia em relagdo a melhora dos parametros relacionados ao SNC, como
habilidades motoras, equilibrio e coordenacédo (RADAK et al., 2007), nés escolhemos
o treinamento aerdbico como um possivel modulador de estresse oxidativo no
cerebelo devido a sua capacidade em modular a bioquimica oxidativa também em
outros tecidos, como o sangue (GARBER et al., 2011; CHAILIMONIUK et al., 2015).
Em nossa investigacéo, o TF aerdbico em esteira de intensidade moderada foi capaz
de modular os parametros antioxidantes enziméaticos, e ndo enziméaticos, no cerebelo
de ratos, levando a manutencéo da capacidade antioxidante total com redug&o dos
niveis do estresse oxidativo por peroxidacao lipidica. Um estudo em humanos, sobre
o efeito do TFm apos 12 e 24 meses, relatou a capacidade em modular enzimas
antioxidantes, no entanto, o resultado do TFm parece depender do tempo, ja que a
diferenca na atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi observada em 12
meses, enquanto que na atividade da catalase (CAT) e reducdo da LPO foram
encontradas apos 24 meses (CHALIMONIUK et al., 2015). A acdo do TFm nas
atividades de enzimas antioxidantes ainda € conflitante, uma vez que alguns trabalhos
citam a regido do cérebro como requisito para a¢do antioxidante do TFm; a exemplo,
do tronco encefalico e o corpo estriado que apresentaram aumento nos niveis de
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX) (RYBAK et al., 1995;
HAJIZADEH et al., 2018), enquanto no cerebelo ndo mudou. Outro dado interessante
€ que o TF aerdbico em esteira, ndo alterou as atividades de SOD, catalase ou GPX
no cérebro de ratos (OGONOVSZKY et al., 2005). Em animais, sugere-se que o TFm
regule seletivamente os fatores antioxidantes, principalmente os enzimaticos, em
diferentes regibes do cérebro, contudo devendo ser levado em consideracéo o tipo,
intensidade e duracdo do treinamento, como também a idade, sexo e linhagem
(OGONOVSZKY et al., 2005).

Em animais, um protocolo de TFm em esteira durante 6 semanas nao resultou
diferenca em SOD; entretanto, observou-se alteragcbes em CAT, e reducdo do

estresse oxidativo em regifes associadas a fungdes motoras, como o cortex motor, o
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cerebelo e o estriado (GARBER et al., 2011). Nenhuma melhora foi observada usando
nosso protocolo composto por 4 semanas de treinamento aerébico com intensidade
moderada (ARIDA et al., 2007); Os parametros antioxidantes ndo foram alterados em
comparacao ao grupo controle, o que indica um efeito neuroprotetor sobre a atividade
antioxidante (GARBER et al.,, 2011). O treinamento ndo foi capaz de melhorar a
capacidade do sistema antioxidante dos animais que ndo consumiram EtOH; isso
pode ser explicado pelo fato de que as respostas antioxidantes dependem do tipo de

exercicio, volume e intensidade do protocolo de treinamento (RADAK et al., 2006).

Embora os parametros antioxidantes ndo tenham melhorado, o protocolo do
treinamento foi capaz de evitar a reducdo da imunomarcacao da proteina basica de
mielina (MBP), bem como a diminuicdo da densidade de células de Purkinje causada
pelo consumo de EtOH. Esses resultados podem ser decorrentes do TF aerdbico
moderado ser capaz em aumentar a expressao de fatores neurotréficos, como o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), responsaveis pelo desenvolvimento
e manutencéo do sistema nervoso (CAMILETTI-MOIRON et al., 2013; FERNANDES
et al., 2018). O TF possui efeitos modulatérios na energia hemostatica através da
melhora da fung&o mitocondrial, levando a niveis aumentados de BDNF que ativam o
fator de transcricio CREB (CAMP response element binding protein) através de
receptores TrkBr (Tropomyosin receptor kinase B). Esse processo cria um ciclo
positivo para as cascatas, além de induzir a autofagia e promover um sistema
antioxidante, tornando os neurbnios mais resistentes ao estresse oxidativo por meio
da ativacdo de mecanismos reguladores nessa célula (SARAULLI et al., 2017). Os
sitios de ligacdo do DNA para CREB contribuem para o aumento da expressao do
MRNA do BDNF, processo que pode ser regulado pelas EROs. O aumento de EROs
estimula a expresséo desses fatores que desempenham um papel fundamental no
controle do processo oxidativo (OGONOVSZKY et al., 2005; BO et al.,, 2013).

Portanto, o TF pode levar a homeostase redox, estimulando o processo de regulacgéo.

Nesse aspecto, a melhora funcional de um cérebro senil, esta relacionado ao
TF regular por atenuar o acumulo de proteinas carboniladas relacionadas ao estresse
oxidativo, como também aumentar a atividade do proteassoma (PEERI & AMIRI,
2015). Estudos com camundongos transgénicos que acumulam proteinas beta-

amiloides, mostraram que o TF voluntario diminuiu o acumulo de beta-amildide no
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cérebro, aumentando a atividade da neprilisina, uma proteina responsavel pela
degradacdo dos beta-amildides (LAZAROV et al.,, 2005). Desse modo, altera¢cdes
bioquimicas podem levar a danos celulares e resultar em reducéo da atividade motora,
como visto neste estudo. Em contraste, o TF foi capaz de proteger o SNC de todas as
alteracbes causadas pelo EtOH, incluindo danos bioquimicos, celulares e
comportamentais. Toda essa protecado estad condicionada a capacidade do TF em
modular o processo antioxidante, fatores de crescimento e manutengcdo do SNC
(SAMILETTI-MOIRON et al., 2013; FERNANDES et al., 2018).
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7. CONCLUSOES

Foi constatado que o EtOH no padrao binge induziu o desequilibrio bioquimico
oxidativo a partir da diminuicdo dos niveis de TEAC e maior produc¢éo de LPO, o que
pdde desencadear os danos teciduais e comportamentais em ratos. E provavel que o
dano tecidual, caracterizado pela diminuicdo do numero de células de Purkinje tenha
sido o principal responsavel pelas mudangas no controle motor fino. Uma das
principais contribuicdes desse estudo foi mostrar pela primeira vez que os danos
ocasionados no cerebelo de ratos pelo consumo nocivo de EtOH podem ser
minimizados pelo TFm aerdbico em esteira de intensidade moderada, que evitou o
desequilibrio oxidativo como também minimizou os danos teciduais e funcionais no
cerebelo, possivelmente levando a homeostase redox ao estimular o processo

regulatorio. Os principais achados estéo na figura 11.

p A Exercicio fisico ~ ~ > Y.
w
Estresse oxidativo \ir .
v TEAC t LPO
' Células de .
v Purkinje + MBP
l JV L
* Déficit funcional

Figura 12. Resumo gréfico dos principais resultados. Fonte: Adaptado de Vieira et al. (2018).
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Projeto: Investigacdo dos efeitos do treinamento fisico de moderada intensidade sobre os
pardmetros motores e cognitivos de ratos expostos cronicamente ao etanol, de forma
intensa e episddica (binge), da adolescéncia a fase adulta

Coordenador: Prof. Dr. Rafael Rodrigues Lima

Area Temitica: Neurociéncias

Vigéncia: 01/2014 a 122018

Nono CEPAE-UFPA: 2127-14

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Ftica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagio da Universidade Federal do Para (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizagio do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento ¢ manipulacio de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribuigoes delegadas pela portaria No 10322014 do Reitor da
Universidade Federal do Para, resolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentagio (N= 80, ratos Wistar) nas atividades do projeto em questio, no periodo de
vigéncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagio
deste comité.

Belém, 01 de janeiro de 2014

{b{g[-u-i G..u }tﬂ
fiof. O, Weleee Gomes Leal
Pratidents do CEPAE-UFPA

= 0*"\
""'"-.:_-'9‘11
.. (,p\(éepae com animais de experimentagao t‘_f

73



Anexo B — Artigo Cientifico Fruto dos Experimentos da Tese de Doutorado

74

Hindawi

Osidative Medicine and Cellular Langevity
Vedume 2019, Article 1D 6802424, 14 pages
hitpse !/ dobong 10.1155/2019/6502424

Hindawi

Research Article

Physical Exercise Attenuates Oxidative Stress and
Morphofunctional Cerebellar Damages Induced by the Ethanol
Binge Drinking Paradigm from Adolescence to Adulthood in Rats

Katia Lamario-Vieira,' Dinair Pamplona-Santos,' Priscila C. Nascimento,'
Mircio G. Corréa,' Leonardo O. Bittencourt (3, Savio M. dos Santos (),
Sabrina C. Cartigenes,” Luanna Melo Percira Fernandes,” Marta C. Monteiro (0,
Cristiane S. F. Maia (), and Rafael R. Lima '

! Labovatory of Functional and Structural Biology, Institute of Biological Sciences, Federal University of Pard (UFPA), Belém,

PA, Brazil

*Lab, ry of Clinical k logy and Oxidative Stress, Pharmacy Faculty, Institute of Health Science, Federal University of Pard,
Belém, PA, Brazil

*Laboratory of Inflammation and Behavior Pharmacology, Pharmacy Faculty, Institute of Health Science, Federal University of
Pard (UFPA), Belém, PA, Brazil

Cor dence shocld be add; d to Rafael R. Lima; rafalma@ufpa br

(3

Received 27 August 2018; Accepted 6 November 2018; Published 18 February 2019
Academic Editor: Jeferson L. Franco

Copyright © 2019 Katia Lamarso-Vieira et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited.

Ethanol (EtOH) binge drinking is characterized by high EtOH intake during few hours followed by withdrawal. Protection
strategies against the damages generated by this binge are poorly explored. Thus, this study is aimed at investigating the
protective role of treadmill physical exercise (PE) on the damage caused after repeated cycles of binge- ke EtOH exposure in the
oxadative biochemistry, morphology, and cerebellar function of rats from adol to adulthood. For this, animals were
divided into four groups: coatrol group (sedentary animals with doses of distilled water), exercised groap (exercised animals
with doses of distilled water), 2OH groap (sedentary animals with doses of 3 g/kg/day of EtOH, 20% wiv), and exercised+EtOH
group {exercised animals with previous mentioned doaa of EIOH) The PE occurred on a running treadmill for 5 days a week
for 4 weeks, and all doses of EtOH were admi h agastric gavage in four repeated cycles of EtOH in a
binge-like manner. After the EtOH protocol and PE, animals were nbn-uned to open field and beam walking tests. In sequence,
the cerebellums were collected for the biochemical and morphological analyses. Biochemical changes were analyzed by
measurement of Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), reduced glutathione content measurements (GSH), and
mcmcnt of nitrite And hpid peroxxdation (LPO). In morphological analyses, Purkmje cell density evaluation and

histochemist were d by antimyelin basic protein (MBP) and antisynaptophysin (SYP). The present
findings demonstrate th:u the binge drinking protocol induced oxidative biochemistry mishalance, from the decrease of TEAC
levels and higher [ PO related to tissue damage and motor nnpurmcm In addition, we have shown for the first time that
treadmill physical exercise reduced tissue and functional al displayed by EtOH

{3

1. Introduction (5.9% of all world deaths) and 5.1% of morbidity in the world

[1]. From the pharmacological point of view, EtOH is a dose-
Ethanol (E1OH) is a global public health concern. Its abusive  dependent psychotropic drug that when consumed in large
consumption involves about 3.3 million of deaths per year  proportions increases the risk of maorbidity and/or mortality [2, 3]
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Abstract

The central nervous system (CNS) is strongly affected by ethanol (EtOH) toxicity and
there are many mechanisms involved in the damage process. Histological changes in
nervous tissues are commonly observed in expenmental models of EtOH exposure.
Among these impairments are included neuron death and reduction of glial cell
populations. In this chapter, we approach the mechanisms involved in tissue changes in
CNS, exploring biochemical and cellular processes.

Keywords

Central nervous system; Cerebellum; Ethanol, Hippocampus; Histological changes;
Motor cortex



