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“...Vou persistir, continuar a esperar

E crer

E mesmo quando a viséo se turva e o coracao s6 chora
Mas na alma a certeza da vitoria”

(Tudo Posso — Celina Borges)



RESUMO

O consumo de etanol (EtOH) é considerado um problema de saude publica do Brasil
e no mundo, sendo alvo de pesquisas epidemioldgicas e de seus efeitos no
organismo durante as varias etapas do desenvolvimento humano. Neste contexto,
torna-se necessario o entendimento dos efeitos do EtOH no Sistema Nervoso
Central, mais especificamente sobre a formacdo hipocampal, pois embora seja
conhecida como uma estrutura particularmente sensivel aos seus efeitos deletérios
do EtOH, os mecanismos subjacentes aos efeitos de exposi¢cdo cronica sdo pouco
estabelecidos. O presente estudo objetiva verificar quais as repercussdes da
exposicdo crénica ao EtOH em ratos, desde a adolescéncia até a idade adulta,
sobre os padrbes morfométricos e morfologia hipocampal. Ratos Wistar, fémeas,
receberam EtOH por gavagem (6,5 g/kg/dia, 22,5% V/v), do 35° ao 90° dia pds-natal,
sendo comparado com grupo controle, o qual recebeu apenas agua destilada. Foi
realizada analise morfométrica e estereoldgica, bem como histoquimica e
imunoistoquimica. Para a marcacéo imunoistoquimica, utilizou-se os anticorpos Anti-
NeuN, Anti-GFAP e Anti-lbal. Verificou-se perda neuronal significativa em CAl e
hilo, com CA3, apresentando diminuicdo ndo significante no nimero de células Neu-
N+. Também foi encontra reducao significativa da populagdo microglial em todas as
areas investigadas, com ativacdo destas células. Houve reducdo no numero de
astricitos em animais expostos ao EtOH em todas as areas, embora nao de forma
significativa em CA1l. Analise estereoldgica evidenciou reducdo de volume na
formacao hipocampal de ratos expostos ao EtOH em relagdo ao grupo controle.
Desta forma, conclui-se que animais expostos cronicamente ao EtOH, sofrem
reducdo volumétrica e perdas neuronal e glial na formacao hipocampal.

Palavras-chaves: Alteracdo Microglial, Etanol, Hipocampo, Perda Neuronal,
Volume hipocampal.
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1. INTRODUCAO
1.1 BREVE DESCRICAO E DADOS EPIDEMIOLOGICOS NO MUNDO E NO
BRASIL

O élcool etilico, ou etanol (EtOH) é um depressor do sistema nervoso central
(SNC) amplamente disponivel, sendo seu consumo considerado legal e aceito em
muitas sociedades, embora cause problemas sociais quando usado de forma
abusiva. A exemplo de outras drogas sedativo-hipnéticas, tanto em humanos quanto
em modelos animais, tem-se obervado que o etanol, mesmo em doses moderadas,
causa letargia no tempo de reacdo, prejuizos na coordenacdo motora,
comportamento desinibido, impulsivo ou agressivo e déficits na memaria. Em baixas
doses essa substancia alivia a ansiedade e cria uma sensacao de bem-estar ou até
mesmo de euforia (DOUGHERTY et al, 2000; MAIER e POHORECKY, 2006; WHITE
et al, 2002; ELIBOL-CAN et al, 2011).

O alcool, entretanto, € também considerado como a droga mais comumente
consumida de modo abusivo no mundo, sendo responsavel por consideraveis
despesas médicas (MASTERS, 2006; FLEMING et al, 2007).

A dependéncia do alcool (descrita como "alcoolismo") e o seu abuso,
constituem uns dos problemas de saude mais dispendiosos do mundo sob um ponto
de vista social e econémico (HARPER e MATSUMOTO, 2005). Os padrbes de
consumo parecem estar mudando em todo o mundo, com mais mulheres e jovens
que bebem abusivamente (JONAS et al, 2000; SCHMID et al, 2003), sendo as
adolescentes consideradas como 0 grupo que mais consome essa substancia e
apresenta consideraveis déficits neuroldgicos (SCAIFE e DUKA, 2009). Nos Estados
Unidos da América (EUA), os gastos com o tratamento do alcoolismo esta orcado
em 184,6 bilhdes de ddlares por ano (GORDIS, 2000).

Pesquisas epidemiologicas apontam dados interessantes para a
compreensao do cenario que envolve o consumo de alcool no mundo e, mais
especificamente, no Brasil.

Relatorios de 2005 do Estudo e Pesquisa Nacional Sobre Abuso de Drogas
do Texas, nos EUA apontam que 28,2% das pessoas entre 12 e 20 anos de idade
relataram consumir alcool no més anterior. Destes jovens, 19% relataram consumo
excessivo de alcool (cinco ou mais drinques em uma ocasido) dentro de um més

antes da pesquisa. Além disso, 6% relataram consumo pesado (cinco ou mais
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drinques na mesma ocasido, em pelo menos 5 dias antes da pesquisa) (CHIN et al.,
2011).

Ressaltando pesquisas realizadas em ambito nacional, até o ano de 2007
foram realizados cinco levantamentos mais amplos com estudantes de ensino
fundamental e médio no Brasil. Os resultados do levantamento realizado no ano de
2004 mostraram que o uso de alcool (definido como qualquer consumo em qualquer
momento da vida) de 65% para todos os estudantes, com 41% das criangas da faixa
etaria de 10-12 anos ja tendo experimentado bebidas alcodlicas ao menos uma vez
na vida. O consumo frequente de bebidas alcodlicas (definido como 6 ou mais vezes
no ultimo més) aumentou nos quatro primeiros levantamentos e foi de cerca de 11%
em 2004. Além disso, o0 uso pesado (definido como 20 vezes ou mais no ultimo més)
foi de quase 7% (com um pico de quase 9% em Salvador). Entre todas as
substancias psicotropicas avaliadas no levantamento, o alcool apresentou a menor
média de inicio do consumo, pouco mais de 12 anos de idade (LARANJEIRA et al,
2007).

Ainda neste contexto, 0 2° Levantamento Domiciliar sobre o Uso de Drogas
Psicotropicas no Brasil, promovido pela Secretaria Nacional Antidrogas (SENAD) em
2005, em parceria com o Centro Brasileiro de Informacdes sobre Drogas (CEBRID),
da Universidade Federal de Sado Paulo (UNIFESP), aponta que 12,3% das pessoas
pesquisadas, com idades entre 12 e 65 anos, preenchem os critérios para a
dependéncia do alcool e cerca de 75% ja beberam pelo menos uma vez na vida. Os
dados também indicam o consumo de &lcool em faixas etarias cada vez mais
precoces (LARANJEIRA et al, 2007).

Considerando o perfil dos consumidores, foi realizado o | Levantamento
Nacional Sobre os Padrées de Consumo de Alcool na Populacéo Brasileira, segundo
o qual 52% dos brasileiros acima de 18 anos bebem (pelo menos 1 vez ao ano).
Entre os homens s&o 65% e entre as mulheres 41%. No outro lado estédo os 48% de
brasileiros abstinentes, que nunca bebem ou que bebem menos de 1 vez por ano.
No grupo dos adultos que bebem, 60% dos homens e 33% das mulheres
consumiram 5 doses ou mais na vez em que mais beberam no ultimo ano. Do
conjunto dos homens adultos, 11% bebem todos os dias (considerados como
pessoas que bebem ‘muito frequentemente’) e 28% consomem bebida alcodlica de 1

a 4 vezes por semana (sdo os que bebem ‘frequentemente’).
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Em comparacdo com outras drogas, segundo Fleming et al. (2005), é
necessaria a ingestdo de quantidades relativamente elevadas de alcool para
produzir efeitos fisioldgicos, o que resulta no seu consumo mais como alimento do

que como droga.

1.2DANOS DO ETANOL AO ORGANISMO
1.2.1 Metabolismo e efeitos fisiologicos do EtOH

O EtOH, uma pequena molécula hidrossoluvel, apés ser ingerido em jejum, é
rapidamente absorvido no estbmago e no intestino delgado para, entdo, ser
distribuido & agua corporal total. Concentragcbes sanguineas maximas sao
alcancadas em 30 minutos. A presenca de alimento no intestino retarda a absorcéo,
pois diminui a velocidade de esvaziamento gastrico. O metabolismo gastrico do
etanol € menor nas mulheres do que nos homens, o que pode contribuir para a
maior sensibilidade das mulheres ao alcool (MASTERS, 2006). Entretanto, estudo
experimental comparativo sobre o metabolismo do etanol em ratos revela que o
metabolismo dessa substéncia é mais rapido na fémea do que em machos, devido a
maior atividade de enzimas hepaticas relacionadas ao metabolismo existente nas
fémeas, em comparacdo aos machos (KISHIMOTO et al, 2002).

Um adulto é capaz de metabolizar 7-10g (150-220 mmol) de alcool por hora,
o equivalente a 300g de cerveja ou 1059 de vinho. A principal via de metabolismo do
alcool envolve a alcool-desidrogenase (ADH), uma enzima citosdlica que catalisa a
conversdo do alcool em acetaldeido. Essa enzima é encontrada principalmente no
figado, mas também pode ser localizada no cérebro e no estbmago (MASTERS,
2006).

Grande parte do acetaldeido formado a partir do alcool parece ser oxidada
no figado através de uma reacdo catalisada pela aldeido desidrogenase NAD-
dependente mitocondrial. O produto dessa reacdo € o acetato, que pode ser
subsequentemente metabolizado a CO; e agua.

Os efeitos da ingestdo frequente de EtOH nos diversos sistemas seréo
abordados posteriormente, ressaltando-se que a lesdo nos tecidos também pode ser
agravada por alteracdes no estado nutricional dos alcodlicos, tal como desnutricdo e
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caréncia das vitaminas A e D e supressdo da funcdo imunolégica pelo EtOH
(Fleming et al, 2006).

1.2.2 Efeitos do Etanol no Sistema Cardiovascular

Estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de 20 a 30g de etanol por
dia confere um efeito cardioprotetor, jA que a ingestdo de um a trés drinques por dia
acarreta reducao de 10 a 40% no risco de desenvolver arteriosclerose, isquemias e
tromboembolismo venoso, em comparagdo com os individuos que n&o ingerem
bebidas alcoolicas (MUKAMAL et al, 2003, POMP et al, 2008, FLEMING et al, 2006).

De acordo com Fleming et al (2006), um provavel mecanismo pelo qual o
alcool poderia reduzir o risco dessa alteracéo patoldgica é atribuido aos seus efeitos
nos lipidios sanguineos. Alteracbes dos niveis de lipoproteinas plasmaéticas,
principalmente o aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) foram associadas
aos efeitos protetores do EtOH. A HDL liga-se ao colesterol e retorna ao figado para
eliminag&o ou reprocessamento, reduzindo os niveis teciduais de colesterol. Desse
modo, os aumentos do HDL induzidos pelo etanol poderiam antagonizar o acumulo
de colesterol nas paredes arteriais e reduzir os riscos de infarto.

Outra explicacdo pode estar no fato de que o etanol, em doses moderadas,
aumenta a expressao da proteina Oxido Nitrico Sintase (NOS) na musculatura dos
vasos e de metabolitos de Oxido Nitrico (NO) no sangue e nas paredes dos vasos
(ABOU-AGAG et al, 2005; KLEINHENZ et al, 2008), sendo este composto um fator
importante para a homeostase vascular, atuando no sistema cardiovascular como
um vasodilatador, antiproliferativo, antioxidante e anti-inflamatério prevenindo
principalmente a arteriosclerose (GKALIAGKOUSI et al, 2011).

Embora os efeitos cardioprotetores do etanol tenham sido detectados
inicialmente em pessoas que bebiam vinho, todos os tipos de bebidas alcoodlicas
exercem essa cardioprotecdo (MUKAMAL et al., 2003). Outro mecanismo pelo qual
o consumo de alcool poderia supostamente produzir efeito cardioprotetor seria a
alteracéo dos fatores envolvidos na coagulacdo sanguinea (PAHOR et al, 1996). A
formacdo de trombos € uma das etapas na patogenia dos infartos do miocéardio e
alguns fatores mantém o equilibrio entre sangramento e dissolu¢cédo dos trombos. O

consumo de &lcool aumenta os niveis do ativador do plasminogénio tecidual, uma



13

enzima envolvida na desintegracdo dos trombos (HANSEN-KRONE et al, 2011,
FLEMING et al, 2006).

Em contrapartida, o consumo macico de alcool pode causar um aumento
das pressoes sistdlica e diastdlica. Alguns estudos (FLEMING et al, 2006) sugeriram
uma correlacdo nao-linear positiva entre consumo de alcool e hipertensédo, que nao
estava relacionada com idade, tabagismo e outros fatores classicos. O consumo
superior a 30g de alcool por dia (mais de dois drinques) estd associado a elevacdes
de 1,5 a 2,3 mmHg nas pressdes sanguineas sistolica e diastélica. Além disso, o
consumo crbnico, ao contrario da ingestdo de doses moderadas, acarreta uma
reducdo da expressdo de NOS, diminuicdo da producdo de NO e inibicdo da
proliferac@o de células progenitoras endoteliais (MUKAMAL et al, 2005; TUNSTALL-
PEDOE et al, 1999).

1.2.3 Efeitos do Etanol na Musculatura Esquelética

O consumo diario crénico de alcool esta relacionado a uma condicdo
conhecida como miopatia alcodlica, caracterizada por dor e reducdo da forca
muscular, simétrica ou focal, mesmo excluindo-se fatores como idade, tabagismo e
doengas crbnicas. A maioria dos pacientes com alcoolismo crénico apresenta
alteracbes na eletromiografia, bem como indicadores de inflamacdo muscular
visualizados em exames de imagem. Exames laboratoriais também podem
apresentar aumentos moderados a graves de creatina-kinase e, em alguns casos,
mioglobinudria (HAES et al, 2010).

1.2.4 Efeitos do Etanol na Temperatura Corporal

A ingestdo de alcool gera uma sensacao de calor porque o etanol eleva a
irrigacdo sanguinea da pele e do estdbmago. Devido ao possivel aumento de
transpiracdo, o calor € dissipado mais rapidamente e a temperatura corporal interna
diminui. Apds consumo de grandes quantidades de etanol, o mecanismo central de
regulacdo térmica fica deprimido e a diminuicdo da temperatura pode ser mais
pronunciada. Quando a temperatura do ambiente € mais baixa, o efeito do etanol
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pode ser perigoso. Relatos sugerem que adolescentes sdo mais sensiveis a
hipotermia induzida por alcool do que adultos (RISTUCCIA e SPEAR, 2008).

1.2.5 Efeitos do Etanol no Sistema Nervoso Central

O consumo excessivo de alcool leva ao desenvolvimento de tolerancia e
dependéncia que, consequentemente, favorecem ainda mais a ingestao abusiva da
substancia.

Dependéncia € definida como uma doenca cronica recidivante caracterizada
pelo consumo compulsivo de determinada substancia e o surgimento de uma
sindrome de abstinéncia durante a cessa¢do do uso da substancia. Este processo
de dependéncia desenvolve-se gradualmente, com trés principais fases de
transicéo, de acordo com Vilpoux e colaboradores (2009): a primeira € caracterizada
pela administracdo ocasional (aguda) da droga em questdo, seja qual for, seguida
pelo uso compulsivo e descontrolado. A terceira fase consiste na abstinéncia,
marcada pelo comportamento de procura intensa da droga, podendo ocasionar a
recaida.

Estudos pré-clinicos sugerem o0s substratos neuronais mais relevantes no
processo de dependéncia de EtOH, compreendendo pelo menos quatro circuitos
interdependentes: o sistema de recompensa, regulado pelo nucleo acumbens, globo
palido ventral e hipotalamo; o circuito de motivacao e/ou unidade, influenciado pelo
cortex Orbito-frontal; a memoria e aprendizado, regulados pela amigdala e
hipocampo; e o controle cognitivo, influenciado pelo cértex pré-frontal e cortex
cingulado (VILPOUX et al, 2009).

Considerando, portanto, que o SNC é acentuadamente afetado pelo consumo
de alcool, é possivel perceber alteragdes estruturais, fisiologicas e funcionais no
cérebro. Em geral, humanos alcodlatras mostram significativa diminuigcdo de volume
em estruturas cerebrais corticais e subcorticais, tanto em substancia cinzenta quanto
na substancia branca (CREWS e NIXON, 2009; HARPER e BLUMBERGS, 2007).
Estes déficits generalizados ocorrem mesmo na auséncia de grandes deficiéncias
nutricionais, embora essas deficiéncias possam causar neurodegeneragao e
contribuir para a degeneracao alcodlica. Estudos pds-morte e in vivo a partir de

imagem da morfologia cerebral encontraram uma anormal reducdo no volume do
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cérebro em substancia cinzenta e branca em varias regides. Os lobos frontais sdo
regides bastante afetadas no cérebro alcodlico, com o cortex frontal superior
mostrando perda neuronal significativa (KUBOTA et al, 2001; SULLIVAN e
PFEFFERBAUM, 2005; CREWS e NIXON, 2009).

Os mecanismos de danos neuronais induzidos pelo etanol foram estudados in
vitro e in vivo, sem que, entretanto, se tenha chegado a um consenso. A principal
teoria aponta que o dano e a morte neuronal induzida por &lcool ocorrem durante a
intoxicacdo crbnica e que este evento esta relacionado com uma elevacdo do
estresse oxidativo e inducdo de citocinas proé-inflamatérias (McCLAIN et al, 2011;
MACIEL e KERR-CORREA, 2004).

Estudos in vivo relatam que o consumo cronico do EtOH promove mudancas
estruturais em varias regides do cérebro, como descrito por Harper e Blumbergs
(1982), os quais verificaram que o peso e volume cerebral de individuos alcodlatras
era menor em relagcdo aos individuos que nao consumiam essa substancia.
Posteriormente observou-se também que o grau de atrofia estava diretamente
relacionado com a quantidade de &lcool consumida e com o tempo de exposicao
(HARPER, 2007; HARDING et al, 2000).

Pesquisas utilizando ressonancia magnética revelaram redu¢des volumétricas
em regibes do cortex frontal em alcoodlatras. Nestes estudos, houve correlagbes
significativas entre o consumo de alcool nos ultimos 90 dias e diminuicdes de
volume do cértex cingulado anterior e da substancia branca frontal (ENDE et al,
2006). Outros estudos sugerem que a substancia branca pode se recuperar
rapidamente em situacdo de abstinéncia (O'NEILL et al, 2001), ou ser mais
vulneraveis a danos durante a recaida (PFEFFERBAUM et al, 1995; CREWS e
NIXON, 2009).

Outras regides do SNC afetadas pelos neurotdoxicos sédo as pertencentes ao
sistema limbico, envolvido com o comportamento emocional humano. Qualquer
desequilibrio neste sistema pode alterar tanto o seu estimulo quanto a sua resposta
elétrica, levando ao desenvolvimento de doencas psicossomaticas (RONAI et al,
2002). Constituem esse sistema a area septal, amigdala, hipocampo, corpos
mamilares, giro do cingulo e o giro para-hipocampal, que possuem conexdes com 0
hipotalamo, cortex pré-frontal e o tAlamo que, por sua vez, possui conexdes com 0s
nacleos da base (SUYAMA et al, 2009; YELNIK, 2008).
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InvestigacBes caracterizando o0os mecanismos moleculares e celulares
subjacentes aos danos da exposicdo ao EtOH durante a adolescéncia comumente
focalizam a transmissdo glutamatérgica, especialmente os receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (PIAN et al, 2008). Semelhante aos receptores Acido Gama
aminobutirico (GABA,), receptores NMDA demonstram padrbes de expressao
diferenciados com base na idade e regido do cérebro (CHIN et al, 2010).

O EtOH é um forte inibidor seletivo dos receptores NMDA, afetando de forma
consideravel as estruturas que os expressam, assim como o0s efeitos fisioldgicos
dependentes deles, tais como atividades neurotroficas e plasticidade sinaptica (MIKI
et al, 2008; HARDINGHAM e BADING, 2003; ZHUO, 2009). O consumo cronico de
EtOH, além de induzir mudangas nesses receptores, altera também os canais de
calcio sensiveis a voltagem, o que pode acarretar em alteracbes no padrdo de
liberacdo de neurotransmissores (WALTER e MESSING, 1999; CHEFER et al,
2011). Observa-se também que mesmo exposicdo aguda ao EtOH é capaz de
diminuir as correntes ibnicas ativadas por receptores NMDA, alterando a
homeostase de célcio em varias regides cerebrais (KELM et al, 2007).

Dentre as demais estruturas cerebrais, outra das que mais se destacam pela
sensibilidade ao EtOH é o hipocampo (CHIN et al, 2010; MIKI et al, 2008; SINGH et
al, 2009), que expressa altos niveis de receptores NMDA. No hipocampo, bem como
no estriado e no cerebelo, ocorrem fendmenos cruciais para o aprendizado e
memoéria, chamados de potencial de longa duragdo (LTP, do inglés long term
potentiation) e depressdo de longa duracdo (LTD, do inglés long term depretion)
(SUSSWEIN et al, 2004).

Considerando que o0 aumento na transmissdo GABAérgica, principal
responsavel pelos impulsos inibitorios do SNC, pode interferir na despolarizacéo
necessaria a ativacdo de receptores NMDA (NMDAg), tanto a diminuicdo na
atividade de NMDARr e aumento na transmissdo sinaptica GABAEérgica exercem
importante papel na inibicdo de LTP induzida por EtOH em neurbnios de CAl
(SCHUMMERS e BROWNING, 2001). Esse efeito, entretanto, é encontrado durante
consumo agudo de EtOH, enquanto que 0 consumo cronico acarreta uma
diminuicdo na atividade de receptores GABAA (RANI e TICKU, 2006).

Os mecanismos de acdo do EtOH estdo sendo elucidados, mas jA4 ha

hipoteses que sugerem que a intoxicacao por esta droga aumenta a densidade dos
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canais de calcio dependentes de voltagem no cérebro, os quais contribuem para a
excitabilidade excessiva durante a sua retirada. Corroborando com essa afirmacao,
Satriotomo e colaboradores (2000) apontam o distirbio na homeostasia do Ca**
como uma das etapas do desenvolvimento da excitotoxicidade e/ou disfun¢cdo no
SNC, devido a um aumento permanente da concentracdo de Ca®" citosolico,
diferente do que ocorre sob condicdes fisioldgicas, acarretando danos neuronais.
Esse aumento esta provavelmente implicado na mediacdo da toxicidade de varios
agentes neurotoxicos, que induzem alteracdes na integridade fisica da membrana
plasmatica ou prejuizo mitocondrial. Isso sugere que o EtOH induz um ou mais
mecanismos envolvidos na regulacdo intracelular de Ca** (SATRIOTOMO et al,
2000).

A funcdo e expressdo dos receptores GABA, sdo modificadas apos a
administracdo a longo prazo de EtOH in vivo e in vitro, incluindo no hipocampo
(KUMAR et al, 2009; SHEN et al, 2011). Neste contexto, o hipocampo tem sido
associado com correlatos comportamentais de dependéncia e abstinéncia do EtOH,
como hiperatividade, susceptibilidade, apreensao e ansiedade elevada (CAGETTI et
al, 2003; LIANG et al, 2004).

Vérios estudos tém caracterizado a expressao da subunidade GABAa nos
neurdnios do hipocampo (MANGAN et al, 2005), bem como as subunidades 4a e 9,
que sao abundantemente expressas no hipocampo, com um nivel mais elevado no
giro dentado do que em CA1 (PENG et al, 2002). Exposicéo a longo prazo ao EtOH
diminui os receptores GABAAr a 1 e 8. (CAGETTI et al, 2003; MARUTHA
RAVINDRAN et al, 2007; KUMAR et al, 2009).

Além de mudancas dréasticas na expresséao da subunidade do receptor GABAA
no hipocampo durante o desenvolvimento, ha também alteracées neuroanatémicas.
Por exemplo, marcacao autorradiografica de células do hipocampo em ratos indica
que a maioria das células piramidais sdo formadas no periodo pré-natal. No entanto,
cerca de 85% das células granulares do giro denteado e muitos interneurénios
amadurecem apO0s 0 hascimento, com o0s primeiros oito dias pds-natal mostrando as
maiores taxas de formacdo de células granulares. O volume hipocampal também
aumenta linearmente a uma taxa de cerca de 0,10mL/ano em ratos fémeas e
0,07mL/ano em machos durante a idade de 4 a 18 anos (ANDERSEN et al, 2007;
CHIN et al, 2011).
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Estudos apontam o EtOH como fator que aumenta a corrente inibitoria ténica
pela liberacdo de receptores GABAa contendo a4/, altamente expressos em locais
extrasinapticos do giro denteado, onde mediam fortemente essa corrente inibitoria,
relacionada com modulagdo negativa de memdria e processos de aprendizagem
hipocampo-dependente (CUSHMAN et al, 2011). Concomitantemente, o EtOH tem
sido implicado no rompimento da plasticidade sinaptica no giro denteado do
hipocampo e reducéo das células do CA1 (CUSHMAN, 2011).

1.3ANATOMIA FUNCIONAL DA FORMACAO HIPOCAMPAL

Localizado profundamente no lobo temporal, hA um grupo de milhdes de
neurdnios organizados em uma rede bem diferente daquela encontrada em qualquer
outra parte do sistema nervoso. E uma estrutura cuja forma semelhante a um bulbo,
saliente em direcdo aos ventriculos laterais, tem cativado anatomistas desde as
primeiras dissecacgfes realizadas no Egito. A formac&o hipocampal é um grupo de
areas do cérebro que consiste em giro denteado, hipocampo, complexo subicular, e
cortex entorrinal. O esquema basico de células e as vias de fibra da formacéao
hipocampal é a mesma em todos os mamiferos (ANDERSEN et al, 2007; SCORZA
et al, 2005).

Esta estrutura ocupa a regido medial do lobo temporal e projeta-se para o
interior do corno temporal e ventriculo lateral. E coberto anteriormente pelo cortex
entorrinal, atrads pelo cortex parahipocampal propriamente dito, em cima pela fimbria
do fornix e embaixo pela parte externa do giro denteado.

Estudado por anatomistas da Escola de Medicina de Alexandria, observou-
se que, quando vista sua metade contra-lateral, assemelhava-se a um chifre de
carneiro, espiralado, recebendo o nome de cornu ammonis (chifre de carneiro em
latim). Este acrOGnimo permanece, usando-se sua sigla, como denominagao para 0s
subcampos do hipocampo, CAl, CA2 e CA3. O anatomista Giulio Cesare Aranzi
(1564) foi o primeiro a usar 0 nome "hipocampo”, em virtude de sua semelhanca
com os peixes tropicais (Figura 1) (ANDERSEN et al, 2007). Desta forma, encontra-
se na literatura principalmente o uso do termo “hipocampo”, baseado na
classificacdo de Rafael Lorente de N6 (1934), que incluiria apenas os campos de
CA.



19

Fig. 1 Hipocampo humano dissecado (esquerda) comparado com a espécie Hippocampus leria
(direita). Fonte: ANDERSEN, 2007, p13

Para entendermos a estrutura da formacéo hipocampal, inicialmente faz-se
necessario citar as referéncias de posicao anatdbmica, adotadas segundo a descricdo
de Andersen e colaboradores (2007), na qual o giro denteado € considerado o polo
proximal, enquanto que o cortex entorrinal € considerado o polo distal. Uma porgéo
de qualquer campo do hipocampo pode ser definida em relacdo a este eixo proximo-
distal. Por exemplo, a por¢cdo proximal da CA3 esté localizada mais perto do giro

denteado, e a porcéo distal esta localizada mais perto de CA2 (Figura 2).
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Fig.2 — llustracdo da posicdo anatdémica das estruturas hipocampais. Adaptado de ANDERSEN et al,
2007

O giro dentado é uma regiao cortical trilaminar em forma de V ou U. Tem uma
estrutura relativamente semelhante em todos os niveis do hipocampo sendo dividido
em camada molecular, camada de células granulares e camada de células
polimérficas (hilo). Essa regido recebe fibras do coértex entorrinal, as quais
constituem sua maior aferéncia, a via perfurante. Essa comunicacao, entretanto, é
unilateral, pois o giro denteado ndo projeta de volta para o cortex entorrinal.

O principal tipo de células do giro denteado, as células granulares, déo
origem a ax6nios chamados fibras musgosas, que se conectam com as células
piramidais de CA3. Essa regido, entretanto, ndo projeta de volta para o giro
denteado. A célula granular denteada € uma das raras células nervosas que se
multiplicam durante toda a vida (ANDERSEN et al, 2007).

Na regido do giro denteado estudada neste trabalho, a camada de células
polimérficas ou hilo, numerosos tipos celulares podem ser encontrados, sendo o
mais proeminente e bem estudado o grupo conhecido como células musgosas (MIKI
et al, 2008; ANDERSEN et al, 2007). Elas recebem impulsos sinapticos excitatérios
principalmente das células granulares, promovendo impulsos excitatérios de volta a
essas células através de axonios de projecao dentro da camada molecular. Devido a
essas projecdes associativas, as células musgosas sao propostas para contribuir
com a formacao da memoéria (BUCKMASTER, 2012).

O pesquisador Rafael Lorente de NO (1934) dividiu o hipocampo em trés
regides: CA3, CA2 e CAl. Além do maior tamanho das células piramidais em CA3 e
CA2 em comparagdo com CAl, as aferéncias e eferéncias nessas areas também

sao diferentes. As células piramidais de CA3, por exemplo, recebem aferéncias de
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fiboras musgosas do giro denteado, enquanto que CA1 n&o as recebe (BRANDAO,
2005).

A principal camada celular do hipocampo é a camada de células piramidais,
que se encontra bem acondicionada em CAl e mais dispersa em CA2 e CA3. O
corpo celular das células piramidais em CA3 é grande, alongado e fortemente
embalado em uma camada de 4 a 5 células de profundidade. A transicdo para CA1
é definida por uma zona de transicdo estreita com uma camada de células
piramidais similar em tamanho &s células de CA1 e com nucleo menor que CA3 e
mais frouxamente embaladas.

Os corpos e nucleos das células piramidais de CA1 sdo menores que os de
CA3, sendo que nas proximidades com essa regido, as células sdo 4 a 5 camadas
mais profundas também. Conforme aproxima-se do subiculo, a camada torna-se
progressivamente menos embaladas (SATRIOTOMO et al, 2000).

A camada mais estreita de células relativamente livres, localizada mais
profundamente a camada de células piramidais é chamada de estrato oriens, ou
camada polimoérfica, que contem dendritos basais das células piramidais e varias
classes de interneurénios (ANDERSEN et al, 2007; BRANDAO, 2005). Nesta regio,
localizam-se também as fibras colaterais de Schaffer, a maior eferéncia de CA3 para
CAL.

Uma estreita zona acelular € encontrada em CA3, mas ndo em CAl e CA2,
chamada de estrato lucido, situado acima da camada de células piramidais, ocupada
pelas fibras musgosas. De forma geral, o hipocampo apresenta trés camadas: a
camada polimorfica (estrato oriens), a camada piramidal (estrato piramidal) e
camada molecular (estrato radiado e estrato lacunoso molecular). Ja o giro denteado
é formado por uma camada de células polimoérficas (hilo), camada granular (estrato
granuloso) e camada molecular (estrato molecular), continua com o hipocampo
(Figura 3) (ANDERSEN et al, 2007; SCORZA et al, 2005; OLIVEIRA, 2009).
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Fig. 3. Representacdo das camadas celulares da formag&o hipocampal. SO- Stratum Oriens; SP —
Stratum Pyramidale; SR — Stratum Radiatum; SL — Stratum Lacunosum Moleculare; ML — Molecular
Layer; SG — Stratum Granulosum; H — Hilus (SATRIOTOMO et al, 2000)

O subiculo, presubiculo e parasubiculo podem ser agrupados sob o termo
de complexo subicular. A principal caracteristica dessa estrutura refere-se ao
parasubiculo, caracterizado por uma camada externa densa, com células piramidais
relativamente pequenas e compactadas (ANDERSEN et al, 2007).

O cortex entorrinal € a Unica regidao da formacdo hipocampal com
caracteristica multilaminada, sendo dividido em duas ou mais subregifes
dependendo da espécie.

Atualmente muito se sabe sobre o desenvolvimento, sinaptogénese,
receptores de neurotransmissores e canais idnicos, micro-circuitos, e a maquinaria
biolégica das células hipocampais. Ao longo das extensas arborizacdes dendriticas
das células piramidais, pode haver muitos milhares de espinhas dendritica. Estes
sdo os sitios onde a maior parte das sinapses excitatdrias pode ocorrer. Uma
descoberta importante € que a eficiéncia com a qual estas sinapses excitatorias
transmitem mensagens pode variar com a funcdo da atividade neural (ANDERSEN
et al, 2007).

O principal transmissor excitatorio do hipocampo, da mesma forma que nas

demais regides do SNC, €& o glutamato, que ativa os trés principais tipos de
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receptores mediadores da transmissdo excitatéria ionotropica: AMPA, cainato e
NMDA.

Estudos comportamentais sobre os efeitos do EtOH (SATRIOTOMO et al,
2000) apontam o hipocampo como um dos principais alvos dos efeitos neurotoxicos
dessa substancia, sendo mais sensivel do que outras regibes do SNC. O EtOH
interage com os receptores NMDA e GABA,, que existem em concentracdo elevada
no hipocampo, potencializando os efeitos inibitérios do sistema gabaérgico no
hipocampo, através dos receptores GABA,, enquanto antagoniza a ativacdo de
receptores NMDA hipocampais (ALIJANPOUR et al, 2011). Esta acdo do EtOH tem
sido amplamente aceita, sugerindo-se que a sensibilidade varia de acordo com
diferentes regides cerebrais.

Inimeras evidéncias sugerem que o0 hipocampo adolescente é
particularmente vulneravel a danos induzidos por alcool (CREWS et al, 2000;.
WHITE e SWARTZWELDER, 2005). Relatérios mostram consistentemente que o
consumo excessivo de alcool durante a adolescéncia reduz o volume do hipocampo
e interfere na aprendizagem e memoria dependente do hipocampo (DE BELLIS et al,
2000; NAGEL et al, 2005; SCHWEINSBURG et al., 2010; SIRCAR et al., 2009;
WEITEMIER e RYABININ, 2003). Além disso, a neurogénese, um processo que
continua ao longo da vida e contribui significativamente para aspectos estruturais e
funcionais do hipocampo, € inibida por intoxicacdo alcodlica (CREWS et al, 2006;
MORRIS et al, 2010; NIXON e CREWS, 2002).

A literatura atual apoia firmemente a crescente evidéncia de que o EtOH inibe
a liberacéo de glutamato na regido CA1 do hipocampo neonatal (BASAVARAJAPPA
et al, 2008), causando repercussdes consideraveis na estrutura e funcao

hipocampal.

1.4 FUNCOES RELACIONADAS A FORMAGCAO HIPOCAMPAL

O hipocampo pode estar envolvido nos efeitos neurocognitivos das drogas.
Ha indicios de que o hipocampo desempenha um papel critico em muitos aspectos
dos processos de dependéncia. Além disso, evidéncias mostram que disfuncao
cognitiva induzida por farmacos pode estar relacionada com as alteracdes na
neurogénese em adultos (ALIJANPOUR et al., 2011).
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Dentre as muitas tarefas comportamentais que envolvem o hipocampo, boa
parte das pesquisas foi realizada abordando o processamento da informacéo
espacial. Em sua publicagéo de referéncia, O’Keefe et al. (1979) afirmaram que o
hipocampo suporta algo semelhante a um mapa cognitivo que usa informagoes
espaciais para organizar e orientar comportamento (CHIN et al, 2010).

Além disso, o hipocampo esta relacionado aos processos mnemonicos,
justificando alteracdes em procedimentos referentes & memoéria e aprendizado em
casos de lesédo ou intoxicacao.

A memoria pode ser classificada conforme o tempo de retencédo ou quanto a
sua natureza. Considerando o tempo de retencao, temos (1) meméria ultrarrapida ou
imediata, cuja duracdo dura apenas alguns segundos; (2) memaria de curta duragéo,
que dura minutos ou horas e (3) memdéria de longa duracdo, que estabelece
engramas duradouros, de dias, semanas ou anos (McGAUGH, 1996).

Quanto a sua natureza, a memoria classifica-se em (1) memoaria explicita ou
declarativa; (2) memoria implicita ou ndo declarativa e (3) memaria operacional ou
membdéria de trabalho. A memdria explicita consiste em tudo o que s6 se pode evocar
por meio de palavras ou outros simbolos, pode ser facilmente formada ou perdida,
sendo subdivida em episddica (eventos relacionados com o tempo) ou semantica,
guando envolve conceitos atemporais (LENT, 2010).

A memoria implicita € mais duradoura e relaciona-se a conceitos que néo
necessitam de descricdo em palavras, podendo ser divida em memoria de
representacdo perceptual (visualizacdo de um evento antes da compreenséo de seu
significado), memaria de procedimentos (habitos, habilidades e regras), associativa
e nao associativa (IZQUIERDO et al, 2008).

JA a memoria operacional possibilita o armazenamento temporario de
informacfes Uteis apenas para raciocinio imediato, resolucdo e problemas ou
elaboragcdo de comportamentos (LENT, 2010).

O hipocampo esta relacionado a memoria episodica (CLAYTON et al, 2001),
memoria operacional (EZZYAT e OLSON, 2008, NICHOLS et al, 2006), memoria
espacial (CORNWELL et al, 2008).

Amnésia resultante de danos hipocampais nos seres humanos é classificada
como temporaria. H&, entretanto, evidéncias de déficits de memoria néo

classificados como temporarios em tarefas que requerem uso extensivo da memoria
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espacial em ratos, particularmente em teste do labirinto aquatico de Morris (CLARK
et al, 2005). Dessa forma, a questdo ndo € mais se 0 hipocampo desempenha um
papel na memaria espacial, mas sim como contribui para o processamento espacial
(REDISH, 2001).

Dentro do hipocampo, dois grupos distintos de células tém sido implicadas no
processamento da memoria espacial: células piramidais e interneurénios inibitorios
(EGO-STENGEL e WILSON, 2007). Dado o desenvolvimento significativo do
hipocampo na memoria espacial, ndo é surpresa que 0s neurbnios piramidais
hipocampais, as células primarias de eferéncias do hipocampo demonstrem
sensibilidade espacial, sendo especialmente implicadas em caso de exposicdo ao
EtOH.

1.5CONSUMO DE ETANOL DURANTE A ADOLESCENCIA

A relag@o entre o consumo excessivo de alcool durante a adolescéncia e o
aumento da tendéncia a desenvolver desordens alcodlicas na maturidade tem
intensificado o foco sobre o entendimento de como o EtOH interage com o cérebro
durante essa etapa do desenvolvimento (McCLAIN et al, 2011).

Os efeitos do EtOH tém sido extensivamente estudados em modelos animais
adultos. Entretanto, ndo se tem certeza se esses efeitos sG40 0S mesmos em
adolescentes. De fato, os adolescentes mostram uma suscetibilidade peculiar ao
EtOH em comparacdo com adultos (SPEAR, 2000; SPEAR e VARLINSKAYA, 2005).
Por exemplo, eles sdo menos sensiveis aos déficits motores induzidos por EtOH
(SILVERI e SPEAR, 2001; WHITE et al, 2002), e efeitos sedativos (LITTLE et al,
1996; PIAN et al, 2008), quando comparados com os adultos. No entanto, os
adolescentes sdo mais sensiveis, por exemplo, a hipotermia induzida por etanol e
prejuizos na memoaria do que os adultos (RISTUCCIA e SPEAR, 2008; DOREMUS-
FITZWATER et al, 2010).

Ao longo da adolescéncia, profundas alteracbes neurobiolégicas ocorrem e
complicam a compreenséao dos efeitos do EtOH durante o desenvolvimento. Embora
0 cérebro do ser humano atinja 90% de seu peso adulto por volta dos seis anos, as
mudancas estruturais continuam ao longo da adolescéncia. H&, por exemplo,

aumento no volume da substancia branca, provavelmente devido a mielinizacao de
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axbnios e diminuicdo no volume da substancia cinzenta, decorrente de morte celular
e perda de neurdnios e glia (CHIN et al, 2010).

Adolescentes com histérico de abuso ou dependéncia de EtOH apresentam
déficits em funcao cognitiva e memoéria. Estudos em humanos mostram que o abuso
na adolescéncia esta associado com diminuicdo no volume hipocampal e reducéo
nas atividades de cortex frontal e parietal durante tarefas de memoria de trabalho
(TAPERT e BROWN, 2000; TAPERT et al, 2001; DE BELLIS et al, 2000).
Corroborando com esses achados, estudos em modelo animal tém mostrado que
exposicdo ao EtOH na adolescéncia induz prejuizos mais severos a neurogénese
hipocampal do que a exposicao equivalente em adultos (CREWS et al, 2006).

Embora a literatura publicada ndo seja rica em numero de estudos que
indicam que os padrbes de expressédo de subunidades do receptor GABAA mudam
durante a adolescéncia, fica claro a partir desses estudos que este periodo do
desenvolvimento € um tempo em que ocorrem alteracdes nos receptores da
formacdo hipocampal. Além disso, sugere-se que o EtOH pode ter efeitos
diferenciais durante a adolescéncia devido a estas alteracdes em composicao de
subunidades de receptores GABAA (CHIN et al, 2010).

Consumo abusivo de EtOH durante a adolescéncia produz um padrédo de
danos cerebrais diferentes do consumo em adultos. Correntes tbnicas inibitorias
mediadas por receptores GABAA no giro denteado do hipocampo sao mais fortes
em ratos adolescentes do que em adultos apds administracdo moderada (30mM) de
etanol (MASTERS, 2006).

Imagens de ressonancia magnética revelam que adolescentes com
desordem por uso de alcool tem déficits bilaterais no volume do hipocampo quando
comparado com grupo controle. Adolescentes com desordem por uso de alcool, mas
sem comorbidades psiquiatricas adicionais apresentam menor volume no hipocampo
esquerdo do que os controles saudaveis, quando corrigido para o volume
intracraniano total. No entanto, alteracdes de memdria ndo foram encontradas neste
grupo (DE BELLIS et al, 2000).

O uso cronico de alcool na adolescéncia tem sido associado com fracas
competéncias verbais e nao verbais, dificuldades de atenc&o, aprendizagem e
retencdo, bem como prejuizo no funcionamento visuoespacial, executivo e déficits
de memdria de trabalho (SULLIVAN e PFEFFERBAUM, 2005).



27

1.6 NEUROINFLAMACAO E EXPOSICAO CRONICA AO EtOH

O alcoolismo é uma conhecida causa de neurodegeneracao, de acordo com
Qin et al. (2008) os quais observaram que administragédo cronica de EtOH em ratos
aumentam citocinas e quimiocinas no ceérebro, incluindo TNFa, IL-1B e proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1). Alguns estudos sugeriram que exposi¢cdo aguda
ao EtOH inibe respostas de receptores do tipo Toll (TLR) (PRUET et al, 2003),
enquanto outros afirmam que receptores TLR contribuem para a ativacdo de
respostas cerebrais pro-inflamatoérias e neurodegeneracdo (ALFONSO-LOECHES et
al, 2010).

Corroborando com essa teoria, Block et al. (2007) identificam a micrdglia, os
macrofagos residentes do SNC, como uma importante fonte de citocinas e outros
moduladores envolvidos na neuroinflamacédo. Embora os efeitos do EtOH sobre a
microglia sejam pouco conhecidos, alguns estudos sugerem que uma exposi¢ao
aguda de apenas 4 dias € o suficiente para que haja uma proliferacdo dessas
células, acompanhada por mudancas em sua morfologia, indicando um estagio de
ativacdo parcial, sem que a micréglia atinja o estagio fagocitico (McCLAIN et al,
2011).

Outro tipo de célula glial de fundamental relevancia sdo os astrocitos,
importantes para a sobrevivéncia neuronal e regulagdo de ambientes ibnicos
necessarios para a funcéao fisioldgica de neurénios (BUFFO et al, 2010; DINIZ et al,
2012). Verificou-se, em estudos prévios, aumento de ativagdo astrocitica em
consumo cronico de EtOH (FRANKE, 1995; VONGVATCHARANON et al, 2010;
GONZALEZ et al; 2007).

1.7 HIPOTESE E PERGUNTA EXPERIMENTAL

O consumo de alcool é um dos fenbmenos mais frequentes na populacao
mundial, devido a facilidade em adquirir desta droga que, quando utilizada
cronicamente, pode levar a um quadro conhecido como alcoolismo, sendo agravado
quando iniciado na adolescéncia, por neste periodo ainda ocorrer a maturagdo do
SNC (ELLIOTT e BOWER, 2008; KHALSA et al, 2008; SANCHIS e ARAGON, 2007;
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UHART e WAND, 2009; CARVALHO et al, 1995; SCHUCKIT, 2009, MAIA et al,
2009).

A adolescéncia é um periodo de desenvolvimento marcado por acentuadas
mudancas fisiolégicas e psicossociais. Durante este periodo, os adolescentes
podem envolver-se em busca de sensacfes e comportamentos imprudentes como a
experimentacdo de drogas e alcool. De fato, justifica-se que a maior taxa de
consumo de alcool ocorra durante a adolescéncia e uma alta percentagem, 48,7%,
de individuos menores de idade (com idade entre 18 e 20 anos) relatam ter
consumido alcool nos ultimos 30 dias (SAMHSA, 2008).

Ha, na literatura, diversas investigacdes com janelas de exposi¢cado de agudo
a crbnico, porém, em nossa pesquisa, buscamos verificar os efeitos de uma
exposicdo crbnica ao EtOH que compreenda um periodo correspondente a fase
pubere, em que geralmente ocorre 0 inicio da ingestdo desta substancia,
estendendo-se até a fase adulta, considerando o que ocorre em nossa sociedade.
Neste contexto, investigaremos os efeitos do EtOH sobre as dimensoes
hipocampais, bem como sua influéncia sobre a densidade neuronal, e alteragdes

gliais, acompanhando uma etapa abrangente do deselvolvimento.

1.8 OBJETIVOS
1.8.1 GERAL
Investigar os efeitos da exposicdo crbnica ao EtOH em ratos, da
adolescéncia até a fase adulta sobre os padrbes morfométricos e morfologia do
hipocampo

1.8.2 ESPECIFICOS
a) Investigar os efeitos do EtOH sobre os aspectos dimensionais do
hipocampo (morfométricos e estereoldgicos);
b) Verificar, por andlise imunoistoquimica, os efeitos da exposi¢cdo cronica ao
EtOH sobre a densidade de neurdnios maduros;
c) Descrever, quantitativamente e qualitativamente, os padrdes de ativacao
microglial em diferentes regides do hipocampo.



29

d) Descrever, quantitativamente e qualitativamente a astrocitose no

hipocampo apdés exposicao cronica ao EtOH

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS E PROCEDENCIA

Para este estudo, foram utilizados ratos com 35 dias, da raca Wistar,
fémeas, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Pard. Todos os
procedimentos experimentais e as manipulagbes com os animais foram realizados
em obediéncia as normas sugeridas pela Society for Neuroscience, National
Institutes of Health (NIH, USA) e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do Par4 (CEPAE - UFPA),
Parecer BIO043-12.

2.2 EXPOSICAO AO ETANOL

Inicialmente, 20 animais, com 30 dias pds-natal, foram mantidos em caixas
proprias em grupos de 5 animais, em ciclo claro/escuro de 12 horas, com comida e
bebida a vontade. Apos cinco dias de aclimatacdo, os animais, entdo na puberdade,
comecaram a receber, por gavagem intra-gastrica, EtOH em dose baseada nos
protocolos seguidos por (MAIER e WEST 2001), 6,5 g/kg/dia (22,5 %), até completar
90 dias (fase adulta). Os animais controle receberam a mesma quantidade de agua

destilada.

2.3 ESTUDOS MORFOMETRICOS E IMUNOISTOQUIMICA
2.3.1 Perfuséo e processamento tecidual

Apoés o tempo de sobrevida ja especificado, os animais foram anestesiados
com uma mistura de cloridrato de cetamina (90 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (9
mg/Kg) e perfundidos através do ventriculo esquerdo do coracdo com solugéo salina
a 0.9% heparinizada, seguida de paraformaldeido a 4%.

ApoOs a perfusdo dos animais, 0s respectivos encéfalos foram removidos da
caixa craniana, poés-fixados no mesmo fixador usado na perfusdo por 12h. Em
seguida, os cérebros foram crioprotegidos em solugcBes com concentracdes

crescentes de sacarose e glicerol. Posteriormente, os mesmos foram embebidos em
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Tissue tek, congelados em camara de criostato (Carl Zeiss, Micron, Alemanha) com
efeito Peltier (- 55 °C).

Secc¢des coronais com 100 um, 50 um e 20 um de espessura foram obtidas
para andlise morfométrica e estereoldgica, assim como histoquimica e
imunoistoquimica, respectivamente. De cada animal foram coletadas secc¢fes de
toda a extensédo rostro-caudal do hipocampo, seguindo a ordem de 2 seccdes de
100 um, intercaladas a 200um, dos quais foram obtidas seccbes de 50um e 20um.
Para a analise imunohistoquimica, elegeu-se apenas as laminas com secc¢fes da
regido anterior do hipocampo, devido a maior e mais completa representatividade
das estruturas de interesse para este trabalho.

Todas as seccOes foram coletadas em pocas individuas, contendo tampao
fostato salina (PBS, do inglés phosphate-buffered saline,), devidamente identificadas
e, posteriormente, montadas em laminas gelatinizadas. Para aumento da aderéncia
das seccoes, as laminas foram mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 24
horas antes de qualquer outro procedimento histoldégico. Apds este periodo, as
mesmas foram conservadas a temperatura de -20 °C aguardando imunoistoquimica

ou outro procedimento histolégico.

2.3.2 Avaliacdo morfométrica e estereologica

Para avaliar o volume total da formacdo hipocampal, foram identificados os
elementos limitrofes em cada secc¢éo, em toda a regido rostro-caudal da estrutura.
Para calcular a quantidade de células, foram identificadas as seguintes areas: CA1,
CAS e a camada de células polimoérficas do giro denteado (hilo). A &rea de CA2 nao
foi avaliada em virtude da dificuldade em estabelecer seus limites, especialmente
considerando as técnicas empregadas neste estudo.

Seccgdes de 100um foram coradas com violeta de cresila, desidratadas em
bateria de concentracdo crescente de alcool e xilol e montadas utilizando-se
Entellan®.

Em estereomicroscopio (Medilux, MDL-DS4-TRI) sob 2,8x de aumento,
acoplada a uma camera digital, foram obtidas imagens de todas as seccoes,
focando a formacdo hipocampal, unilateralmente, representativamente a toda a
extensao rostro-caudal. A partir da imagem digitalizada, posicionou-se um grid de

contagem sobre a mesma, respeitando as medidas da imagem obtida, contendo
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pontos e equidistancia entre eles calculados proporcionalmente. Em cada imagem,
contaram-se 0s pontos que tocavam a formacdo hipocampal em toda a sua
dimensé&o.

Utilizou-se, para célculo de volume, o Principio de Cavalieri, uma ferramenta
estereoldgica simples com viés reduzido, indicado para calculo de volume de
estruturas irregulares. O matematico italiano Cavalieri mostrou que o volume de
qualquer objeto pode ser estimado a partir de seccdes paralelas com distancia
conhecida, somando-se as areas de todos os cortes do objeto (GUNDERSEN et al,
1988).

Para cada secc¢do, contaram-se 0S pontos que tocavam a estrutura de

interesse, cuja area absoluta é dada por:

a (sec) =Ap. ZP x?
Onde Ap corresponde a area referente a cada ponto, 2P corresponde ao
namero de pontos que tocam a estrutura. O resultado é expresso em uma unidade
de medida conhecida x*.

Para obtermos o volume total da estrutura de interesse, usamos a férmula:

V=Ap.ZP.T

Sendo Ap a area correspondente ao ponto, 2P o numero total de pontos que
tocam a estrutura e T o intervalo entre as sec¢des. O resultado encontrado foi

expresso em mm>.

2.3.3 Estudos Imunohistoquimicos

Para a marcacdo imunohistoquimica seguiu-se o protocolo proposto por
Gomes-Leal et al (2004), com as laminas retiradas do freezer, mantidas em 37°
durante 30 minutos e lavadas em PB 0,1M por 5 minutos. Para melhorar a
intensidade de marcacéo, as secg¢des foram tratadas com tampao borato (pH 9,0)
previamente aquecido a 65°C, mantendo-se essa temperatura constante durante
todo o tratamento nessa solugcdo. Na sequéncia, as laminas foram resfriadas por 20
minutos e imersas em metanol com peréxido de hidrogénio a 1% durante 20
minutos, as secc¢des foram demarcadas com caneta hidrofobica e lavadas em PBS

tween 3 vezes, por 3 minutos cada. Apds esta etapa, foi realizado o bloqueio em
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soro normal de cavalo a 10% para NeuN e soro normal de cabra a 10% para GFAP
e Ibal. Em seguida, os cortes histolégicos foram incubados em soro por uma hora
e, apos esse tempo, o soro foi substituido por incubacao overnight em camara imida
(4°C) com os anticorpos primarios:

- Anti-NeuN (1:100, Chemicon Millipore): marcador para corpos neuronais
maduros, se liga a uma proteina nuclear especifica de neurénios, destinando-se a
indicar as modificagbes de densidade/sobrevivéncia neuronal nas condigcdes
experimentais deste projeto (MULLEN et al, 1992; SILVA et al, 2012).

- Anti-GFAP (1:2000, Dako): marcador para astrécitos, o qual identifica a
proteina acida fibrilar glial, um componente do citoesqueleto dessa célula (GOMES-
LEAL et al, 2004). A imunorreatividade para GFAP foi usada como critério para
avaliar qualitativamente os efeitos da exposi¢cdo ao EtOH em astrécitos, observando
as caracteristicas morfologicas da célula. A intensidade da imunomarcagcdo e
alteracdes na morfologia dos astrocitos foram consideradas nessa analise (SILVA et
al, 2012).

- Anti-lbal (1:1000, WAKO): anticorpo que reconhece uma proteina
quelante de Ca'*? presente no citoplasma microglial (ITO et al, 1998). Trata-se de um
marcador de microglia ativada e ndo ativada.

Na sequéncia, ap0s lavagens em solu¢cdo PBS Tween, as laminas foram
incubadas em apropriados anticorpos secundarios biotinilados, sendo anti-
camundongo feito em cavalo para anti-NeuN (1:100, Vector) e para GFAP e Iba-1,
utilizou-se o anticorpo feito em cabra anti-coelho (5:1000, Vector) por duas horas, e
lavadas, na sequéncia, 3 vezes (3 minutos cada). Apés, o material foi incubado em
complexo avidina-biotina-peroxidase (Kit ABC, Vector Laboraties) por duas horas. As
seccOes foram lavadas quatro vezes (3 minutos em cada lavagem) e reveladas em
reacdo com DAB, conforme protocolo previamente descrito (GOMES-LEAL et al,
2004). Apos reacéo, lavou-se as seccbes em PBS Tween, desidratadas e montadas
com laminulas por Entellan® (MERCK, Alemanha.)

2.3.3.1 Analise Qualitativa
Todas as seccdes coradas pela violeta de cresila e marcadas pelos

diferentes métodos imunoistoquimicos foram inspecionadas em microscépio



33

binocular Nikon Eclipse E200. Imagens de sec¢des com campos mais ilustrativos
foram obtidas com um sistema de fotomicroscopia digital utilizando-se o programa

de computador Moticam 2500® acoplado ao fotomicroscépio Nikon 50i.

2.3.3.2 Analise Quantitativa

Para a avaliagdo quantitativa dos padrdes histopatologicos foram realizadas
contagens de marcac¢des imunoistoquimicas, usando microscépio binocular Nikon
Eclipse E200, através de uma gradicula de contagem de 0,00625 mm?2 acoplada a
uma das oculares, em objetiva 40x.

Contou-se 3 secc¢des por animal, 10 animais de cada grupo, nas areas CAl,
CAS e hilo hipocampal (Figura 4). Foram contados os numeros de neurénios NeuN+,
astrocitos e células microgliais Ibal+ nos dois grupos. As médias das contagens e 0

erro padréo obtidos foram plotados em coordenadas cartesianas.

CA1 40X

SN
Y
EEE

£ g
e

o

g F
iR
ELIED

¢
&

Fig. 4: Imagem representativa das areas de contagem da formacg&o hipocampal. Em amarelo, &rea de
contagem em CAl. Em verde, area de contagem em CA3. Em lils, &rea de contagem em hilo

hipocampal.
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Devido as dimensdes reduzidas nas regifes de CA1 e CA3, foram contados
apenas trés campos de 0,01875mm?, que corresponde a trinta das cem divisdes da
gradicula de contagem para laminas de NeuN, e cinco campos de 0,03125mm?
correspondendo a cinquenta divisdes da gradicula para laminas de Ibal e GFAP.

2.3.6 Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados morfométricos e imunoistoquimicos
utilizou-se o software GraphPad Prism 5.0. A normalidade (i.e. distribuicao
gaussiana) de cada grupo foi testada pelo método de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados obtidos pelas técnicas imunoistoquimicas e histoquimicas se mostraram

homogéneos, sendo escolhido o teste t-Student com p<0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 EXPOSICAO CRONICA AO EtOH INDUZ ALTERACOES NAS CAMADAS
HIPOCAMPAIS E REDUGCAO DO VOLUME DA FORMAGAO HIPOCAMPAL

A andlise de secc¢bes coradas com violeta de cresila sugere uma diminuicédo
da densidade celular e descompactacédo das camadas de células piramidais em CA1l
e CA3, bem como diminui¢cdo de densidade de células polimorficas do hilo (Figura
5).

Célculo de volume de toda a formacdo hipocampal, avaliada a partir do
principio de Cavalieri, aferiu uma diminui¢éo significativa (p= 0,0128) em hipocampo
de animais expostos ao EtOH (16,64+1,50) em relacdo ao grupo controle
(22,75+1,79).

Formacgéo Hipocampal

$

V=Ap .2P.T
V= Volume da estrutura
Ap= Area correspondente de cada ponto

2 P= Soma dos pontos que tocam a estrutura
T =Distancia entre as secgoes

=
o
1

o

Volume do hemisfério (mm?) G)
[ *]
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Controle EtOH

Fig. 5 — Analise histoldgica de formacao hipocampal com coloragcdo com violeta de cresila. CAl, CA3
e hilo de animais controle, que receberam solucao salina (A-C), Animais expostos ao EtOH, regifes
CALl, CA3 e hilo (D-F); Gréfico representativo de volume hipocampal (G); Férmula do Principio de
Cavalieri (H). Escala de 200 um.
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3.2 EXPOSICAO CRONICA AO ETOH INDUZ PERDA DE NEURONIOS
HIPOCAMPAIS

Imunoistoquimica para corpos neuronais verificou que o EtOH induziu perda
neuronal em todas as regibes da formacdo hipocampal, sendo estatisticamente
significante em CA1 (EtOH: 23,7 + 1,27; Controle: 31,05 + 1,73; p= 0.0031) e hilo
hipocampal (EtOH: 23,72 + 2,08; Controle: 33,11 + 1,82; p= 0.0033 ), mas ndo em
CAS3 (EtOH: 26,08 + 1,02; Controle: 28,5 + 1,87) (p=0.2735) (Figura 6).
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Fig. 6 — Andlise imunohistoquimica para Neu-N na formacao hipocampal. CA1, CA3 e hilo de animais
controle, que receberam solugéo salina em aumento de 10x (A-F). Animais expostos ao EtOH,
regibes CA1, CA3 e hilo em aumento de 10x (D-F); Grafico representativo da analise quantitativa do
namero de células Neu-N+ em CAl (G); CA3 (H) E Hilo (). Escala de 200 um.
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3.3 EXPOSICAO CRONICA AO ETOH INDUZ ATIVACAO E REDUCAO DA
POPULACAO MICROGLIAL

A andlise da ativagdo microglial, realizada através de imunoistoquimica para
Ibal, sugere aparente ativacdo destas células em animais tratados com EtOH
entretanto, com sugestiva diminuicdo da populacdo microglial em geral (Figura 7),
conforme pode ser avaliado através da avaliacdo quantitativa, verificando que o
grupo exposto ao EtOH apresentou diminuicdo estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle em CAl (EtOH: 1,05%0,05; Controle: 9,27+0,75;
p=0.0001), CA3 (EtOH: 1,00%0,0; Controle: 6,9+0,71; p=0.0001) e Hilo hipocampal
(EtOH: 1,00%£0,0; Controle: 14,93+,078; p=0.0001). Tais dados podem ser

visualizados no gréafico e nas imagens a seguir:
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Fig. 7 — Andlise imunohistoquimica para Ibal na formagdo hipocampal. CAl, CA3 e hilo de animais
controle, que receberam solucdo salina em aumento de 10x (A-C) e em aumento de 40x (D-F).
Animais expostos ao EtOH, regides CA1, CA3 e hilo em aumento de 10x (G-1) e em aumento de 40x
(J-L); Gréfico representativo da analise quantitativa do ndmero de células Iba-1+ em CAl (M); CA3
(N) E Hilo (O). Escala de 200 um em A, B, C, G, H, |. Escala de 100pmem D, E, F, J, L, M.
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3.4 EXPOSICAO CRONICA AO ETOH REDUZ POPULAGAO DE ASTROCITOS

A ativacdo astrocitaria, avaliada pela imunoistoquimica para GFAP,
identificou pequena astrocitose em animais expostos ao EtOH, em relagdo ao grupo
controle (Figura 8). De acordo com a avaliagdo quantitativa, verificou-se diferenca
significante em CA3 (EtOH: 17,27+0,82; Controle: 20,73+1,27; p=0.0032) e hilo
hipocampal (EtOH: 30,60+2,58; Cont.: 42,56+1,26; p=0.0053). Em CAl, ndo houve
reducao (EtOH: 20,73%1,45; Controle: 22,53+0,87; p= 0.3723). As imagens a seguir

expressam tais resultados.
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Fig. 8 — Analise imunohistoquimica para GFAP na formacéo hipocampal. CA1, CA3 e hilo de animais
controle, que receberam solucdo salina em aumento de 10x (A-C) e em aumento de 40x (D-F).
Animais expostos ao EtOH, regides CA1, CA3 e hilo em aumento de 10x (G-l) e em aumento de 40x
(J-L); Grafico representativo da analise quantitativa do nimero de células GFAP+ em CAl1 (M); CA3
(N) E Hilo (O). Escala de 200 um em A, B, C, G, H, |. Escala de 100pmem D, E, F, J, L, M.
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4. DISCUSSAO
4.1 Consideracfes sobre o modelo experimental

Encontramos na literatura variadas abordagens de exposicdo ao EtOH,
variando de doses simples e agudas até exposicao crénica em fases especificas do
desenvolvimento. McClain e colaboradores (2011), propuseram uma escala de
exposicao de apenas 5 dias, com 3 doses por dia, objetivando afirmar que um
episddio simples de “bebedeira” durante a fase de adolescéncia é suficiente para
promover alteragées permanentes em ceélulas gliais. Pawlak e colaboradores (2002)
adotaram uma escala de 14 dias de exposicao, investigando se a perda neuronal
induzida por EtOH é compensada pela acdo neurogénica da zona subgranular. Além
dessas, vérias outras investigagcfes focaram os efeitos do EtOH na adolescéncia ou
na fase adulta isoladamente, com dosagens e concentragfes diversas. Entretanto,
Sao raras as pesquisas que estudam a exposicéo continua, iniciando na fase pubere
e permanecendo até a idade adulta, refletindo o comportamento humano em nossa
sociedade, em que a ingestdo do éalcool inicia cada dia mais cedo, sem interrupcéo.
Assim sendo, esta pesquisa inova ao avaliar o efeito do EtOH em uma ampla janela

de exposicdo, com uma dosagem alta.

4.2 Célculo de Volume

Para a avaliacdo do volume hipocampal, utilizamos seccbes coradas por
violeta cresila, por suas caracteristicas ideais que favorecem a identificacdo dos
limites da formacéao hipocampal.

Esta metodologia, uma das mais simples dentro da gama de procedimentos
estereoldgicos, envolve a medida de areas em um conjunto sistematico de secc¢des
de determinado objeto (BONTHIUS et al, 2004).

No presente estudo, verificou-se reducéo no volume hipocampal em animais
expostos a EtOH da adolescéncia a fase adulta, dado que encontra afirmagdo em
diversos trabalhos realizados em modelos experimentais e clinicos.

Semelhante aos nossos achados, avaliacdo no volume hipocampal de
pessoas com inicio de consumo precoce ou tardio foi realizada em 2013, por Ozsoy
e colaboradores, que verificaram, através de ressonancia magnética, uma reducao

significativa do hipocampo de pacientes alcodlatras em geral, em relacdo ao grupo
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controle. Além disso, ha reducédo de volume na formacdo hipocampal de pessoas
gue comecaram a consumir EtOH mais precocemente (antes dos 20 anos), quando
comparado com 0s pacientes com inicio tardio de ingestdo (ap6s os 20 anos de
idade).

4.3 Perda Neuronal apos exposi¢éo crénica ao EtOH

Nesta investigacdo, o anti-NEU-N revelou perda neuronal estatisticamente
significativa em CA1 e hilo, mas ndo em CA3 nos animais expostos ao EtOH em
relacdo ao grupo controle.

A populacdo neuronal da formacdo hipocampal € composta principalmente
por células piramidais. Em pesquisa com cultura organotipica de hipocampo,
submentida a exposi¢cao cronica (10 dias) ao EtOH, foi possivel observar perda
neuronal consistente em todos o0s subcampos da formacdo hipocampal,
provavelmente decorrente da associagdo de dois fatores: um discreto aumento da
morte celular e uma notéria reducédo da reposicdo dessas células em virtude da
diminuicdo da neurogénese e gliogénese (CREWS et al, 2004).

Ratos expostos a EtOH durante os 3 primeiros semestres ou apenas no 3°
trimestre (correspondente) de vida apresentam significativa redu¢édo no numero total
de células piramidais em CA1, quando comparados com o grupo controle. Em CA3,
porém, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos (TRAN et al, 2003),
dados observados também no presente trabalho. Entretanto, a reducdo do nimero
de células piramidais em CAl, mas ndo em CA3 apontam para a existéncia de
algum outro fator determinante para a influéncia seletiva da morte celular,
provavelmente envolvendo mudancas na neurotransmissdo GABAérgica induzida
pelo EtOH (BONTHIUS et al, 2001).

Os resultados do estudo de TRAN et al (2003) sugerem que neurbnios em
diferenciacdo sdo mais vulneraveis aos impactos do EtOH do que os neurbnios em
proliferacdo. Para fins de comparacdo, enquanto Tran e colaboradoes nao
encontraram diminuicdo significativa em giro denteado, ressalta-se que, nesta
pesquisa, foi avaliada apenas o hilo hipocampal, camada de células polimorficas do
giro denteado, o que pode justificar tais dados, considerando a exclusdo, durante a
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contagem, das células recém-formadas que migram continuamente para a camada

granular.

4.4 Reducao da populacéo de microglias Ibal+

Nesta investigacdo, foi encontrada uma diminuicdo estatisticamente
significativa de microglias ramificadas, indicando ativacdo, em todas as areas
investigadas.

A micréglia é a célula efetora primaria do sistema imune do cérebro que, em
resposta a danos ou lesdes, torna-se ativada, sob mudancas fisiologicas bem como
transformacdes funcionais (NIMMERJAHN et al, 2005). Sob condicdes fisioldgicas,
estas células sdo altamente ramificadas, movendo suas ramificagbes de forma
dindmica em véarias dire¢fes, realizando uma “varredura” do microambiente em
busca de alteracdes na integridade tecidual (DAVALOS et al, 2005; NIMMERJAHN
et al, 2005; GOMES-LEAL, 2012).

Um vez que detectam lesdes, estas células sofrem uma ativagdo e passam
por uma mudanca morfolégica, producdo de citocinas e auto-regulacdo de
receptores de superficie (STREIT E XUE, 2009; McCLAIN et al, 2011). A ativacao
microglial envolve uma mudanca de sua morfologia ramificada para um estado
intermediario e forma amebdide, culminando com uma morfologia arredondada,
semelhante a um fagocito (THORED et al, 2009).

Os efeitos exatos do EtOH sobre a micréglia ainda ndo estdo totalmente
estabelecidos, havendo evidéncias de aumento de expressdo de marcadores
microgliais especificos em cérebros post-mortem de alcodlicos crénicos, indicando
reacdo microglial (HE e CREWS, 2008). Estudos indicam também expressao
microglial em modelos de roedores in vivo (CREWS et al 2006, WARD et al, 2009).

Embora trate-se de uma intoxicacdo aguda, um interessante modelo de
exposicao breve em ratos na fase pubere, com doses diérias a cada 8 horas durante
4 dias, permitiu observar que o EtOH induz proliferacdo microglial em todas as
regides da formacdo hipocampal. Além disso, células microgliais lba-1+ foram
encontradas por toda a formacéo hipocampal, apresentando diferencas morfoldgicas
entre o grupo EtOH e o grupo controle. Este trabalho avaliou também se tal padrao
de ativacdo permaneceria durante a fase adulta, verificando-se que, embora a

exposi¢cao ao EtOH ocorra durante a adolescéncia em um episédio Unico e breve, a
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ativacdo microglial dela decorrente € mantida até a idade adulta (McCLAIN et al,
2011).

Nosso estudo constatou uma diminui¢cdo na proliferagcao microglial, bem como
na ativacao destas células, o que, sugere-se, decorre de uma possivel adaptacédo
destas células a exposicao cronica. Entretanto, maiores explicacbes acerca dos
mecanismos subjacentes a esta resposta necessitam ser explorados e definidos.

Ratificando nossa teoria, em dose de 2g/kg de EtOH, Ward e colaboradores
(2009) observaram significante ativacao microglial, especialmente em giro denteado.
Em dosagem maior (3g/Kg), entretanto, essa ativacdo, embora ocorra, € menor que
na dosagem de 2g/Kg, o que sugere certo grau de adaptacdo a altas doses de
EtOH.

4.5 EXPRESSAO DE GFAP

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é um filamento de proteina intermediario
expresso principalmente em astrécitos, para o qual constitui um marcador especifico
(GONZALEZ et al, 2007).

No cérebro, os astrocitos representam a maior populacédo celular e exercem
um papel fundamental no desenvolvimento e orientacdo da migracdo celular, na
nutricdo de neurdnios (EYSSERIC et al, 2000), captacdo de neurotransmissores
(KIMELBERG e KATZ, 1985) e sintese e secrecao de fatores troficos (FURUKAWA
et al, 1986). Embora exerca esse papel positivo e neuroprotetor em lesées do SNC,
inducdo anormal de GFAP (sinalizando ativacdo astrocitaria e neurodegeneragao
durante gliose) € considerada nociva para a regeneragdo do SNC, pois constituem
uma barreira mecénica aos contatos e circuitos neurais, inibindo o crescimento
axonal (ANDERSON et al, 2003; GONZALEZ, 2007). Aléem disso, astrocitos reativos
produzem varias substancias neurotoxicas em patologias cerebrais.

Astrécitos tem sido indicados como a célula com maior localizacdo de
metabolismo de EtOH dentro do cérebro, sendo considerado um protetor neuronal
em relacdo ao estresse oxidativo induzido pelo EtOH (WATTS et al, 2005).

Em cultura de astrdcitos hipocampais na presenca de EtOH, observou-se um
aumento na secre¢cdo de glutamato de forma dose-dependente. O glutamato é
implicado na comunicagédo celular entre neurdnios e astrocitos, estando relacionado
a excitoxicidade causada pelo EtOH (SALAZAR et al, 2008).
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Neste estudo, 0 grupo exposto ao EtOH apresentou diminuicdo
estatisticamente significante de astrécitos em CA3 e hilo, mas ndo em CAl. Essa

discrepancia de resultados ndo encontra precedentes na literatura.
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5. CONCLUSOES

Exposicao crénica a EtOH, iniciando na adolescéncia e perdurando até a fase
adulta promove alteragdes volumétricas e teciduais na formagdo hipocampal de
ratos. Foi possivel aferir uma alteracdo nas camadas do hipocampo e da camada de
células polimorficas (hilo) do giro denteado, além de diminuicdo do volume
hipocampal. Observou-se também perda neuronal em todas as regides analisadas,
especialmente em CAl e hilo hipocampal. Diminuicdo da ativacédo e proliferacao
microglial também pode ser encontrada em ratos expostos ao EtOH. Ao contrario de
neurdnios, astrocitos, embora tenham reduzido em todas as areas investigadas, nao
teve reducdo significativa em CAl. Estes resultados séo relevantes para o
esclarecimento dos efeitos da ingestdo de longo prazo do alcool, considerando o
grave problema de saude publica constituido por essa ingestdo, facilitando na
elaboracdo de argumentos cientificos que possam desestimular o consumo abusivo
do EtOH, especialmente em relacdo a populacdo de adolescentes, 0s quais

envolvem-se cada dia mais precocemente nesta deletéria pratica.
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