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IX

RESUMO

Introducéo: O etanol e o tabaco sdo drogas licitas mais consumidas no mundo, mais de
90% dos individuos dependentes de 4lcool sdo tabagistas, e alcoolistas pesados fumam
mais do que individuos ndo alcoolistas. A nicotina afeta o estado de alerta, relaxamento
da musculatura, cognicdo e memoria. Porém, o impacto da associacao do alcool etilico e
do tabaco sobre as células ainda nao esta bem elucidado. O cerebelo ¢ um dos 6rgaos
mais suscetiveis ao efeito do etanol durante o desenvolvimento, estando suscetivel a
apoptose celular. Entretanto, poucos estudos foram realizados em animais adultos. A
visao tradicional do cerebelo, como um coordenador da fun¢cdo motora foi redefinido
durante as ultimas décadas, onde o seu papel tem ganhado mais atencdo na modulagdo
do processamento cognitivo e emocional. Objetivo: avaliar o indice apoptotico no
cortex e substancia branca cerebelar de ratos wistar adultos que inalaram fumaca de
cigarro e ingeriram etanol 2x por dia durante 57 dias. Metodologia: estudo
experimental, utilizando 32 ratos Wistar machos adultos separados em 4 grupos:
Controle (CTR): recebeu solugdo glicosada por gavagem; Alcool (ALC): recebeu etanol
em solucao glicosada por gavagem; Tabaco (TAB): recebeu a mesma solugao glicosada
do grupo CTR, e exposto a fumaca da queima de 12 unidades/dia; Alcool + Tabaco
(ALCTAB): recebeu a solugdo alcodlica como o grupo ALC e exposto a fumaca de
cigarro como o grupo TAB. A avaliacdo foi feita por técnicas de imunohistoquimica
para Proteina 4cida fibrilar glial (GFAP) e Caspase-3 clivada. Resultados: Nao houve
diferenca significativa entre os grupos na apoptose celular, mas a analise do GFAP
mostrou uma diferenga significativa no grupo ALCTAB comparado com os outros
grupos. Conclusdes: Concluimos que embora nao tenhamos encontrado significancia na
morte celular, observamos um processo de astrogliose reativa associado ao aumento do
GFAP no grupo que consumiu as drogas em associacao.

Palavras-chave: Alcool, tabaco, cerebelo, apoptose, astrogliose



1 INTRODUCAO

O 4lcool e o tabaco sdo as drogas licitas mais consumidas no mundo, mesmo
com politicas publicas voltadas para a recuperagdo, combate e prevencdo deste
consumo. Segundo Meyerhoff e cols. (2006), mais de 90% da populacdo que ¢
dependente de alcool, ¢ também tabagista, sendo que alcoolistas pesados fumam mais

do que individuos tabagistas ndo alcoolistas.

O uso nocivo de alcool e tabaco estd entre os trés principais fatores de riscos
para doengas adquiridas pelo abuso destas drogas licitas, causando doenga pulmonares,
cardiaca e canceres (Meyerhoff e cols., 2006; Lim e cols, 2012), bem como alteragdes

importantes no Sistema nervoso central (SNC) (Abreu-Villaga e cols., 2013).

O tabagismo no Brasil, segundo a Questionario Global de Tabaco em Adultos
(GATS), ¢ o segundo fator de risco mais prevalente para a morte entre as doengas nao
transmissiveis, sendo responsavel por 18% de todas as mortes causadas por diferentes
tipos de cancer e 71% de todas as mortes causadas por cancer de pulmao. Esses riscos e
patologias estdo associados a exposicao tecidual de mais de 4.000 diferentes compostos
toxicos, dentre eles algumas espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, gerados

durante a combustao da folha desta planta (INCA, 2010).

O consumo de alcool ¢ mais provavel de acontecer em individuos tabagistas do
que em ndo tabagistas (Al-Rejaie e Dar, 2006). Porém, pouco se sabe sobre o que a
exposi¢cdo combinada de 4lcool e tabaco pode causar nos tecidos. Também foi sugerido
que o consumo combinado de nicotina e alcool faz com que o combate a dependéncia
seja mais dificil, pois estas substancias compartilham uma a¢do comum sobre os

receptores colinérgicos nicotinicos (Nach) (Yang e cols., 1999).



O dlcool prejudica a fungdo de neurdnios e células gliais, interrompendo uma
ampla gama de fungdes que incluem a sobrevivéncia neuronal, a migracdo neuronal e de
células gliais (astrocitos e oligodendrécitos) e sua diferenciacdo (De la Monte e Kril,
2014). No cerebelo, os neurdnios granulares passam pelo processo de apoptose em
resposta a exposi¢do ao alcool e a maioria dos estudos relata que as lesdes cerebelares
surgem por causa da exposi¢do pré-natal ao alcool e principalmente durante a
sinaptogenese (Thomas e cols., 2011; Luo, 2012;). Acredita-se que isso se correlaciona
com o fato do cerebelo ser uma estrutura do encéfalo mais suscetivel aos efeitos do
etanol durante o desenvolvimento, induzindo a apoptose de seus principais neurdnios:
as células de Purkinje e as células granulares (Luo, 2012). No entanto, existem poucos

estudos sobre os efeitos do etanol nas células do cerebelo em animais adultos.

Embora alguns estudos mostrem que o uso moderado do alcool apresenta efeito
neuroprotetor e que a nicotina, um dos constituintes do cigarro, aumenta o desempenho
cognitivo de usuarios (Al-Rejaie e Dar, 2006; Meyerhoff e cols., 2006; Taslim e Dar,
2011), pouco se sabe sobre os efeitos da associacdo cronica de dlcool e da fumaca do
cigarro. Portanto, sdo necessarios mais estudos para avaliagdo dos efeitos dessa
associacdo sobre o SNC, refletindo a real condicdo humana de consumo dessas duas

drogas de abuso.



1.1 O Cerebelo

Concordando com Reeber e cols. (2013), ao afirmar que:

“O cérebro humano, sem duvida, a estrutura mais complicada na natureza, ndo é uma excegdo a
hipotese de que os padroes sdo inerentes a todas as formas, independentemente da sua simplicidade ou
complexidade”,

podemos estudar um pouco de como esta estrutura funciona perante algumas

adversidades (Reeber ¢ cols., 2013).

O cerebelo ¢ uma estrutura encontrada como parte do encéfalo que compde parte
do SNC (Bear e cols., 2002). O SN (sistema nervoso) ¢ composto por células que sdo os
neurdnios e a as células gliais, sendo os principais componentes do tecido nervoso. O
neurdnio € a célula nervosa excitavel a qual recebe, processa e envia a informagdes. As
células gliais do SNC sdo: astrocitos, oligodendrocitos, micréglia e células

ependimarias (Gazzaniga e cols., 2006; Gartner e Hiatt, 2007).

Os astrocitos sao células grandes e estreladas, circundam os neurdnios e estao
intimamente ligadas com a vascularizagdo encefalica através dos pediculos, permitindo-
os transportar ions através da parede vascular e assim criar a barreira hematoencefélica,
que protege o SNC de agentes quimicos presentes na circulacdo. As microglias sdo
células pequenas e irregulares que agem no tecido lesado fagocitando as células
danificadas. Os oligodendrocitos sdo responsaveis pela formagdo da bainha de mielina
ao redor dos axoOnios. As células ependimarias revestem os ventriculos e sdo
modificadas formando o epitélio dos plexos coroides. Possuem microvilos, pregas
basais, mitocondrias, zonulas de oclusdo e lamina basal que formam a barreira hemato-
liquérica. Transportam agua, ions e proteinas e produzem o liquido cerebroespinhal
(Gazzaniga e cols., 2006; Gartner e Hiatt, 2007). Abaixo, ilustragdo das células

presentes no SNC.



_ Oligodendrécito

_ Microglias

Células
ependimarias

o

Astrécito

Fig. 1: Ilustragdo das células do SNC. Figura criada por Jonatan Sarmento:

Ilustragdes.

Em meados do século XVI, Vesalius questionou estudos anatémicos sobre o
cerebelo que foram realizados anteriormente, pois acreditavam que o cerebelo era uma
proeminéncia da regido occipital e que o tamanho da massa indicava o quanto as
pessoas tinham talento e memoria. Em 1573, Varolio descreveu e ilustrou a ponte,
também conhecida como “Ponte de Varolio”, apontando com uma ligagdo importante
com o cerebelo. A partir dai os estudos anatomicos se tornaram mais precisos, quando
foram descritos os nucleos cerebelares, as fibras e suas ramificagdes (Glickstein e cols.,

2009).

Posteriormente, no século XVIII, Malacarne publicou seu primeiro trabalho
dedicado ao cerebelo, abordando minuciosamente o cortex cerebelar e suas subdivisdes,

bem como a variabilidade no niimero das folhas cerebelares. Apds, Rail e Burdach



nomearam os lobulos do cerebelo, aos quais continuam sendo utilizados até hoje. No
inicio do século XIX, surgiram os primeiros estudos com animais para melhor
compreensdo das funcdes do cerebelo. Rolando observou que o cerebelo era responsavel
pelo inicio dos movimentos, porém seus experimentos eram com movimentos mais
grosseiros. Porém, Flourens e Luciani mostraram que remover o cerebelo ndo tornava
os movimentos totalmente perdidos, mas havia uma falta de coordenacdo e sincronia

dos movimentos (Glickstein e cols., 2009).

Quando estudado mais especificadamente, Bolk e Larsell, ja no século XIX,
nomearam ¢ numeraram os lobulos do vérmis com estudos de localizagao e
funcionalidade, abrindo novos caminhos para que Sultan e Braitenberg pudessem
explorar as dimensoes do cerebelo. Atualmente ha uma gama de revisdes a respeito do
desenvolvimento da fisiologia do cerebelo e suas novas fungdes, evidenciando assim

uma intima ligagdo com outros componentes do cérebro (Glickstein e cols., 2009).

Podemos dizer que o cerebelo faz parte do sistema nervoso supra-segmentar,
situando-se dorsalmente ao tronco encefalico e contribuindo para a formacao do quarto
ventriculo. Esta sobre a fossa cerebelar do osso occipital, separado do lado occipital do
cérebro por uma prega da dura mater, chamada de tenda do cerebelo. Esta conectado a
medula e ao bulbo raquideo através do pedunculo cerebelar inferior e a ponte e ao
mesencéfalo pelos pedinculos cerebelares médio e superior, nesta ordem. O vérmis se
destingue do cerebelo pois ¢ considerado uma por¢do Unica que estd ligado a duas
grandes massas laterais, os hemisférios cerebelares (Machado, 2006; Martin, 2013;
Roostaei e cols., 2014). Em seguida, uma ilustragdo anatémica do cérebro humano e do

rato na Figura 2.
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Fig. 2: Tlustragdo do cérebro humano e do rato. Figuras criadas por Jonatan

Sarmento: Ilustracdes.

A divisdo ontogenética do cerebelo proposta por Larsell baseia-se
principalmente na ontogénese do cerebelo, levando em consideragdo o fato de que a
primeira fissura que aparece durante o desenvolvimento do 6rgdo ¢ a pdstero-lateral.
Entdo, o cerebelo ¢ dividido em duas partes desiguais: o 16bulo fléculo-nodular e o
corpo do cerebelo. Deste modo, o cerebelo humano ¢ formado por trés partes:
arquicerebelo, paleocerebelo e neocerebelo. O arquicerebelo diz respeito ao lobo
floculo-nodular, o paleocerebelo ao lobo anterior da piramide e a tivula, e o neocerebelo

ao resto do lobo posterior (Schmahmann e Pandya, 1997; Roostaei e cols., 2014).

Ao olharmos macroscopicamente o cerebelo, identificamos em sua superficie os
sulcos, predominantemente na direcao transversal e que sao delimitados pelas folhas do

cerebelo. Também ha os sulcos mais pronunciados, que sdo as fissuras do cerebelo e que



delimitam os l6ébulos em suas subdivisdes em 10 lobulos transversais indicados por
algarismos romanos (lébulos I-X) e cada um deles pode conter varias folhas. Esta
organiza¢do que ¢ visivel na superficie do cerebelo ¢ particularmente evidente nas
seccoes do orgdo, revelando aspectos de como ¢ a sua organizacao interna. Podemos ver
entdo que o cerebelo ¢ constituido de um centro de substancia branca situada no corpo
medular do cerebelo, por onde difundem as laminas brancas do cerebelo, e que sdo
revestidas externamente por uma fina camada de substancia cinzenta que ¢ o cortex
cerebelar. Este corpo medular do cerebelo recebeu o nome de arvore da vida por
apresentar um desenho semelhante a uma arvore e seus ramos quando visto em cortes
sagitais. No interior do corpo medular do cerebelo existem quatro pares de nucleos de
substancia cinzenta, os nucleos centrais do cerebelo, denominados: denteado,

emboliforme, globoso e fastigial (Roostaei e cols., 2014).

Ao analisarmos microscopicamente o cerebelo, ¢ possivel visualizar a sua
citoarquitetura a qual ¢ praticamente a mesma em todas as folhas e 16bulos. Esta possui
trés camadas: molecular, células de Purkinje e células granulares (Machado, 2006;
Martin, 2013), ilustrada conforme figura 3. O cerebelo contém cerca de 80% do total
neuronios do cérebro (Herculano-Houzel e cols., 2006; Herculano-Houzel 2010) ¢ ¢

composto por matrizes altamente regulares de unidades neuronais (Roostaei e cols.,

2014).
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Fig. 3: Ilustragdo das células presentes no cortex cerebelar (figuras adaptadas de

Constanzo, 2004; Reeber e cols., 2013).

A camada molecular (CM) possui principalmente fibras orientadas
paralelamente contendo dois tipos de neurdnios: as células estreladas e as células em
cesto. As células em cesto estabelecem sinapses axossomaticas ao redor do corpo das
células de Purkinje (CP) em forma de cesto que recebem sinapses excitatorias das fibras
paralelas através dos espinhos dendriticos. As células estreladas projetam axonios para
as CP adjacentes, recebendo sinais excitatorios das fibras paralelas e transmitindo sinais

inibitorios para as CP (Albus, 1971; Fonnum e Lock, 2000; Machado, 2006; ).

A camada média contém os elementos mais importantes do cerebelo, as CP
(Reeber e cols., 2013). Essas sao piriformes grandes e densas, possuem dendritos que se
ramificam para a CM e um axdnio que sai em dire¢do oposta, terminando nos nucleos
centrais do cerebelo ¢ exercendo uma fungao inibitoria. Além disso, os axénios das CP
enviam correntes colaterais para outras CP, células em cesto, cé€lulas estreladas, e

células de Golgi (Albus, 1971; Fonnum e Lock, 2000; Machado, 2006; ).



A camada granular (CG) constitui-se principalmente de células granulares ou
granulos do cerebelo, sendo células muito pequenas onde o citoplasma ¢ reduzido. Cada
célula da CM se desprende de um axonio e migra em dire¢do a superficie do cortex.
Quando esta atinge o axonio da CM, faz um ramo em forma de T longitudinalmente
formando fibras paralelas. Estas fibras paralelas fazem contato sindptico excitatdrio com
as CP, as células em cesto, as células estreladas, e as células de Golgi. As células
granulares sao ativadas pelas fibras musgosas provenientes de outras regides do cérebro,
exceto da Oliva inferior que ativa as CP através da fibra trepadeiras (Albus, 1971;

Fonnum e Lock, 2000; Machado, 2006).

Além disso, a CM possui outro tipo de neuronio, as chamadas células de Golgi,
as quais possuem ramificagdes bem amplas. Sdo células menos numerosas do que as
células granulares, mas possuem ampla propagacdo dendritica que atinge a CM e sdo
excitadas pelas fibras musgosas. Os seus ramos que atravessam a CG sdo capazes de
inibir as células granulares (Albus, 1971; Fonnum e Lock, 2000; Machado, 2006). As

camadas do cerebelo do Rato e Humano estdo ilustrados na Figura 4.



10

Humano

Camada
Molecular

¥ - =
Y& = Sh

Substancia
branca

Fig. 4: Representacdo histologica com coloragao cresil violeta do cerebelo do rato e do
cerebelo humano. Imagem cerebelo rato de Imm com zoom de 30% e Imagem cerebelo
humano de 10mm com zoom de 30%. (imagens adaptadas de Baizer, 2014).

Ainda, podemos citar as fibras musgosas e as fibras trepadeiras. As fibras
musgosas constituem um dos dois sistemas de fibra de aferéncia para o cerebelo. As
informacdes de aferéncia sdo transmitidas ao cerebelo a partir de diferentes fibras.
Algumas fibras musgosas levam informacdes a partir do sistema vestibular, da
formacao reticular, ou de ambos. Outras carregam a informagdo que vem a partir do
cortex cerebral através da ponte. Tem sido estudado sobre o sistema das fibras
musgosas atuarem em Orgaos receptores dos musculos das articulagdes e da pele. Ja, as
fibras trepadeiras sdo o segundo tipo de fibras de aferéncia no cerebelo. Sao diferentes
das fibras musgosas, pois cada uma das CP recebe uma tUnica fibra trepadeira. Sao
chamadas de fibras de trepadeiras porque o contato com a CP inicia na base da sua
arvore dendritica e escala o tronco da arvore, realizando potentes sinapses excitatorias

(Albus, 1971; Machado, 2006).
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Conforme Kiessling e cols. (2014), as células do cerebelo humano sdo geradas
antes do nascimento por volta da 9* semana de gestacdo e continua a sua formacao
durante o primeiro ano pds-natal. Os precursores das CP aparecem mais cedo durante o
desenvolvimento embriondrio, na zona ventricular do quarto ventriculo, onde se
proliferam. A partir deste momento, as células percursoras migram radialmente para o
seu destino final que ¢ a camada de células de Purkinje (CCP), entre a 9* e 10* semana
de gestagdo. A finalizagdo do niumero de CP ocorre pela 13* semana de gestagdo. Os
precursores das células granulares migram a partir da zona subventricular dos labios
rombicos durante a 10* e 11* semanas de gestagdo, onde se proliferam e formam a
camada de células granulares externa. Em seguida, os precursores das células granulares
migram radialmente no cerebelo ao longo das células gliais de Bergmann (CGB). Na
21* semana de gestacdo se forma a camada de células granulares interna, abaixo da

CCP, tornando-se visivel durante a semana 27 ou 28 da gestacdo (Carlson, 2014).

Segundo Fonnum e Lock (2000), as CP em ratos sdo formados entre os dias 14-
16 de gestacdo. Apos o nascimento elas formam uma camada que tem aproximadamente
seis c¢lulas de espessura e pelos dias 3 e 4 (pos-natal) sdo transformadas numa unica
camada. A camada de células granulares (CCG) ¢ formada a partir da camada germinal
externa (CGE) entre os dias 7-15 (pds-natal) com um pico entre os dias 10 e 11 (pos-
natal). As células em cesto e as células estreladas sdo formadas nos dias6e7e 10e 11
dias (po6s-natal) respectivamente. As células granulares migram a partir da CGE para a

camada granular interna (CGI).

Também para Xifré e Rodriguez-Alvarez (2015), os progenitores dos neurdnios
dos granulos do cerebelo (CGNs) surgem na fase pré-natal através dos labios rombicos,
no limite do mesencéfalo ¢ metencéfalo, formando assim a CGE. Em roedores, os

neuroblastos da CGE proliferaram durante a primeira semana pds-natal. Ja na segunda
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semana pos-natal, os neurdnios se diferenciam durante a sua migracdo através das
camadas moleculares e de CP para atingir a maturidade na CGI até o final da terceira
semana pds-natal. Durante a sua migragdo da CGE para o CGI, os CGNs que deixam de

receber aferéncias excitatorias das fibras musgosas morrem por apoptose.

A gliogenese que ocorre no cerebelo, se da juntamente com a génese de células
granulares e interneuronios. Pouco ¢ compreendido sobre os fatores que desencadeiam e
regulam a gliogenese. No cerebelo maduro de mamiferos, hd trés subtipos astrogliais
que sdo distintos: astrocitos fibrosos na substancia branca, astrocitos estrelados
multipolares e astrocitos da glia radial, que vao desde os corpos de células na CCP
através de toda a CM até a membrana basal abaixo da pia mater (Leto, 2015).

Na revisdo realizada por Zeeuw e Hoogland (2015), comentam que a fungdo
versatil dos astrdcitos ¢ bem evidenciada pelas células da glia de Bergmann (CGB) do
cerebelo, capaz de ultrapassar a célula neuronal de eferéncia do cortex cerebelar, as CP.
As CGB s3o essenciais para a migracdo correta de células granulares em
desenvolvimento para a camada cerebelar precoce, bem como no circuito do cerebelo
adulto, ajudando na homeostase dos ions. Também sdo importantes para a estabilidade
sinaptica, plasticidade, neuroprotecdo e funcdo metabdlica. Assim, as CGB detectam
ambos 0s neurotransmissores, inibitérios e excitatorios. O cerebelo possui dois
importantes neurotransmissores que sdo: o acido-gama-amino-butirico (GABA) e o
glutamato. O GABA tem fung¢do inibitéria e estd presente em todas as células do
cerebelo, com excegdo das células granulares, que tem o glutamato como
neurotransmissor e possuem fungdo excitatéria no cortex cerebelar (Fonnum e Lock,
2000).

E evidente que existe uma ligacio entre o cerebelo e o cortex cerebral, conforme

Baizer (2014), menciona em seu artigo:
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“A expansdo do cortex cerebral e cerebelo sdo funcionalmente ligados: o cerebelo e cortex
cerebral sdo altamente interligados. Tal como demonstrado em varios estudos, o cerebelo recebe entrada
topograficamente organizada a partir de muitas regioes funcionais do cortex cerebral através de relés
nos nucleos pontinhos” Baizer (2014).

Segundo Glickstein (2007):

“O cerebelo é provavelmente o unico elo mais importante entre as dreas visuais e motoras do
cortex cerebral” Glickstein (2007).

Inicialmente, acreditava-se que o cerebelo possuia apenas funcgdes relacionadas
ao controle motor, mas alguns pesquisadores notaram que o cerebelo ¢ interligado com
o cérebro principalmente através de dois circuitos polissindpticos, através de um canal
de aferéncia de sinapses na ponte e por um outro canal de eferéncia que atravessa o
cerebelo e se projeta aos nucleos cerebelares profundos passando pelo tilamo e
finalmente atingindo o cortex cerebral. Portanto, viu-se que o cerebelo recebe e envia
informagdes para regides corticais pré-frontais envolvidas no controle ndo motor, areas
relacionadas com a cogni¢do (Strick e cols., 2009; Bernard e cols., 2012; Buckner,
2013; Hoche ¢ cols., 2015;).

Sabe-se que o cerebelo recebe impulsos de varias regides do cérebro envolvidas
na atividade motora, como da medula espinhal, do nticleo vestibular e do coértex cerebral
(Fonnum e Lock, 2000). Também participa do controle das maos e dos dedos, bem
como do controle do movimentos dos olhos (Baizer, 2014). Além do envolvimento do
cerebelo no controle de movimentos voluntarios e relacionados com o ritmo, coordena
os diferentes grupos musculares para executarem com naturalidade e precisdo. O
cerebelo também recebe um feedback continuo do movimento que o individuo quer
realizar e dos movimentos realizados, ou seja de agao em curso (Fonnum e Lock, 2000;
Buckner, 2013;). O cerebelo ndo s6 desempenha um importante papel apenas nas
previsoes originadas de estimulos sensoriais, mas também nas previsoes temporais

(Smet e cols., 2013).
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Estudos anatomicos realizados em primatas ndo-humanos e roedores, através de
imagens, defendem que existe uma grande ligacdo mono e polissindptica do cerebelo
com: o cortex cerebral, o hipocampo, a amigdala, o hipotdlamo, a substancia cinzenta
periaquedutal, os nucleos da base, o tdlamo, o tronco cerebral e a medula espinhal,
mostrando que existe uma ligagdo com outras regides. O tadlamo ¢ uma grande estacao
de retransmissdo da entrada do cerebelo para o cortex e os nucleos pontinos sdo a
principal forma de entrada do cortex cerebral para o cerebelo (Reeber, 2013).

Leggio e Molinari (2015), sugerem que o cerebelo tem uma fungdo central,
baseado na sua capacidade de gerar modelos internos, pois detecta e simula padrdes
repetitivos de eventos que envolvem tempo e espago, podendo assim gerar modelos
internos que podem ser usados para fazer previsdes de eventos futuros. Neste mesmo
estudo, foi demosntrado que o cerebelo reconhece eventos em série, como uma
sequéncia correta de eventos, sendo utilizado em computacdes neurais € como papel

fundamental na condu¢ao motora, cognitiva € comportamental.

O sistema cérebro-cerebelar correlaciona varios papéis, incluindo agdes motoras
com condicdo de humor e motivacdo inconsciente, facilitando a comunicagdo nao-
verbal. Da mesma forma que o cerebelo regula a taxa, forga, ritmo e precisdo dos
movimentos, ele também pode regular a velocidade, a capacidade, a consisténcia e a
adequagdo dos processos mentais ou cognitivos (Schmahmann e Pandya, 1997). As
acOes didrias, que incluem atencdo, processamento de informacdes, memoria de
trabalho, desempenho nos processos de aprendizagem, a linguagem, a navegacao viso-
espacial, também estdo relacionadas com o papel do cerebelo neste circuito cérebro-
cerebelar (Bellebaum e Daum, 2007).

Pesquisas utilizando neuroimagem trouxeram novas descobertas para as fungdes

do cerebelo, por exemplo, na revisdo realizada por Bernard e cols. (2012), encontraram
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estudos com os lobulos do cerebelo através de imagens que apoiam a topografia
funcional do cerebelo que, de acordo com a literatura estd associado a tarefas, o sinal
eferente ¢ transmitido través do nucleo denteado para o cortex motor, pré-frontal e
parietal. As por¢des anterior do cerebelo, juntamente com os lobulos VIII a e b sdo parte
de redes motoras, a0 mesmo tempo que a maioria das regides posteriores do cerebelo
sdo parte de redes, incluindo a regido pré-frontal e parietal, mais caracteristicamente
associada com as fungdes cognitivas. Ainda, no estudo realizado nesse trabalho,

observaram que em todo o cérebro existem redes distintas associadas a cada lobulo.

Uma ligagdo que tem sido estudada e que se tornou relevante foi entre o
hipocampo e o cerebelo. O hipocampo tem como uma de suas principais atribui¢des a
navegacdo espacial, mas ndo desempenha um papel isoladamente, baseando-se na
entrada de informagdes a partir de outras partes do cérebro. A navegacdo espacial
envolve estimulos internos, tais quais a entrada proprioceptiva e vestibular, e também
estimulos externos, como pontos de referéncia espacial (Rochefort e cols., 2013; Igloi e
cols., 2015). Yu e Krook-Magnuson (2015), observaram que o cerebelo tem contribuido
na formagdo das representacdes espaciais, pois ele recebe a entrada a partir do nticleo
vestibular, acreditando-se ser essencial na codificacdo da inércia, transformando-a em

um movimento automatico.

O cerebelo também exerce um papel envolvendo o hipocampo no que diz
respeito a aprendizagem associativa, como piscar os olhos em sinal de uma resposta ou
sentir medo. E caracteristico aprendermos e desaprendermos, e o cerebelo esta
envolvido neste processo juntamente com o hipocampo através do cortex pré-frontal,
por exemplo, na extingdo do medo (Chang, 2015). Exemplo de algumas conexdes estao

ilustradas na Figura 5, abaixo.
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Fig. 5: Exemplo de algumas conexdes do cerebelo com o cérebro (figura adaptada de
Baumann e cols., 2015).

Os danos cerebelares que podem ocorrer provocam varios sintomas, dentre eles
a dismetria, hipotonia, tremor, fala desarticulada, ataxia e distonia. A ataxia ¢ um caso
classico de disfun¢do cerebelar, ao qual ocorre movimento descoordenado, podendo
estar relacionada com inimeras doengas neurologicas envolvendo a neurodegeneragao.
A distonia ¢ um disturbio complexo que provoca contragdes musculares involuntarias e
continuas, resultando em movimentos repetitivos, como espasmos e postural de tor¢ao.
Os sintomas podem ser leves e transitdrios, aparecendo apenas em condi¢des de esfor¢o
ou fadiga, podendo se tornar grave e constante, fazendo movimentos simples do dia-a-
dia impossiveis de serem realizados. O que pode levar a este quadro inclui o stress, a
cafeina, e o alcool (Fonnum e Lock, 2000; Reeber, 2013; Kiessling e cols., 2014;

Leggio e Molinari, 2015).
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1.2  Drogas licitas de abuso

As drogas licitas mais consumidas no mundo sdo o alcool e o tabaco. Existem
inimeras politicas de preven¢do e combate ao consumo, como por exemplo a agdo
global da Organizagao Mundial de Saude (OMS) (WHO 2014; WHO 2015). Porém,
segundo Meyerhoff e cols. (2006), mais de 90% da populacdo que ¢ dependente de
alcool, ¢ também tabagista, e que alcoolistas pesados fumam mais do que individuos

tabagistas ndo alcoolistas, por isso a importancia destas agdes.

Os cinco principais fatores de risco registrados em 2010 (hipertensdo arterial,
tabagismo, incluindo o tabagismo passivo, o consumo de alcool, a poluicdo do ar
doméstico e dietas pobres em frutas) sdo as principais causas de doenga cronica em
adultos, dentre elas, cardiovasculares e cancer. Diferengas importantes entre homens e
mulheres também existem para determinar a causa de doenca atribuivel a outros fatores
de risco, a maioria para o consumo de tabaco, incluindo fumo passivo e uso de alcool.
Os riscos abrangem mais os homens, pois as mulheres fumam e consomem alcool em
menor propor¢ao do que os homens. Para as pessoas entre 15-49 anos, o principal fator
de risco a nivel mundial foi o uso de 4lcool, seguido pelo fumo do tabaco e incluindo o

fumo passivo (Lim e cols., 2012).

1.2.1 Alcool

O consumo de alcool em 2012 foi atribuido 5,9% no total de mortes global,
incluindo doengas cardiovasculares com o maior nimero de mortes causadas pelo alcool
(WHO, 2014). O etanol ¢ um produto da fermentagdo da fruta ou de cereais que afeta

todos os orgdos do corpo, mas seus efeitos sobre o SNC sdo complexos. O mecanismo
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de agdo de etanol envolve vérios sistemas celulares e moleculares neuronais do SNC,
causando alteracdes neurodegenerativas (Fadda e Rossetti, 1998).

A dependéncia do etanol , bem como a sindrome de abstinéncia estdo associadas
ao consumo continuo e por um longo periodo. A administra¢do for¢ada de altas doses
de etanol estd associada a alteracdes neuroadaptativas na maioria dos sistemas de
neurotransmissores € dos mecanismos de transducdo, que sdo o GABA e o glutamato,
0s principais neurotransmissores inibitorio e excitatdrio, respectivamente. As mudancas
que ocorrem nesses sistemas tém importancia fundamental para os efeitos
neuroquimicos e comportamentais associados com a dependéncia do etanol (Fadda e
Rossetti, 1998; Fonnum e Lock, 2000; Luo, 2015; Valenzuela e Jotty, 2015).

Outro processo induzido pelo alcool que pode ocorrer é 0 mecanismo da lesdo
cerebelar e que provavelmente envolve hipoxia devido ao espasmo dos vasos
sanguineos cerebrais, fluidificagdo das membranas, acimulo focal de aldeido toxico
devido ao metabolismo do etanol intraneural, fatores nutricionais ¢ o envelhecimento. A
primeira mudanga induzida pelo alcool ¢ uma diminui¢do no volume das camadas
granulares e moleculares do cerebelo, ja a diminui¢do no niumero de CP ¢ observado
tardiamente (Karhunen e cols., 1994; Oliveira e cols., 2014).

Dentro do cortex cerebelar, as células granulares estdo entre os mais numerosos
neurdonios do cerebelo. A importancia das células granulares do cerebelo ¢ evidente na
distribuicao da inervagdo, sendo que uma Unica fibra musgosa faz conexdes sinapticas
excitatorias e as cé€lulas granulosas sdao os sitios alvos primarios de recepgao,
processamento e integram grande parte das informagdes aferentes do tronco cerebral, da
medula espinhal e dos nervos periféricos através das fibras musgosas. Por conseguinte,

estas células se tornam vulneraveis e sd3o um alvo potencial de substancias exdgenas
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como o etanol, causando um prejuizo significativo no processamento sensorial aferente
do cerebelo (Dar, 2015; Valenzuela e Jotty, 2015).

A exposicao ao etanol induz a morte de células da CG por apoptose no cerebelo
em desenvolvimento e além disso o etanol também podem inibir a diferenciagdo das
células granulares. As neurotrofinas e fatores de crescimento que desempenham um
papel importante na manutencdo e sobrevivéncia de neurdnios durante o
desenvolvimento do cérebro, quando interferidas, sdo responsaveis pelos danos
induzidos causados pelo etanol no SNC (Luo, 2012).

Em estudos com alcoolistas cronicos, foi observado alteracdes morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas no SNC e que estdo associados aos processos de
neurodegeneragdo. Também, em testes de aprendizagem, foi mostrado que
aproximadamente 10% dos alcoolistas desenvolvem distirbio mental organico,
transtorno amnésico do alcool ou ainda associado a deméncia. A sindrome de Wernicke
Korsakoff ¢ a mais comumente desordem neuroldgica relacionada ao alcoolismo. A fase
aguda desta sindrome se caracteriza por confusdo mental, deficiéncia na organizagao
espacial, ataxia e perda da memoria recente. Quando ha comprometimento da memoria,
se torna persistente e parcialmente reversivel (Fadda e Rossetti, 1998; Sullivan e

Pfefferbaum, 2005; Dlugos, 2015).

Nao obstante, a atrofia cerebelar ¢ uma das principais manifestacdes neurologicas
relacionadas ao abuso de alcool (Karhunen e cols., 1994; Hill e cols., 2015). Esta
caracteriza-se clinicamente por ataxia e incoordena¢do dos membros inferiores. A
atrofia e o hipometabolismo do cerebelo foram relatados em estudos com neuroimagem
em pacientes alcoolistas e as alteracdes neuropatoldgicas do cerebelo abrangem a atrofia

da folha cerebelar, bem como a degeneragdo dos neurdnios (Fadda e Rossetti, 1998).
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O desenvolvimento do SN ¢ extremamente sensivel ao etanol causando uma
condi¢do conhecida como sindrome alcodlica fetal. Em experimentos realizados em
ratos com administracdo de etanol durante a gravidez, encontraram o cerebelo como
alvo de vérios compostos toxicos e muitos destes compostos toxicos parecem agir
através da excitotoxicidade ou pela producdo de radicais livres, sendo a CG e de CP
locais preferenciais de neurotoxinas. (Miki e cols., 1999; Fonnum e Lock, 2000; Guerri,

2002;).

Na revisdo realizada por Anderson e cols. (2010), exemplificam que as
diferengas individuais na estrutura cerebelar ou ainda a ataxia estatica foram
identificados como possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da dependéncia ao
alcool e abuso de outras substancias. Além disso, os sinais de embriaguez como fala
arrastada, falta de coordenagdo motora, marcha instavel, diminui¢do da atengdo e
memoria podem estar relacionados, pelo menos em parte, com os efeitos do alcool nas
fungdes cerebelares. Também constataram que a regido primaria de vulnerabilidade a
efeitos patogénicos do uso cronico do alcool € o vermis cerebelar, o qual possui uma
estrutura complexa que se destingue radicalmente entre as pessoas em suas folhas e
l6bulos. O élcool parece afetar rapidamente o plexo cordide e desequilibrar a
bioquimica do sangue, o liquor raquidiano e a barreira hematoencefalica, contribuindo
para a exposi¢do de neuroativos. Assim, o vermis cerebelar pode ser um componente de

um circuito neural de modulagao de risco da dependéncia e abuso de substancias.

Os niveis excessivos de ingestdo de alcool, tanto em homens quanto em
mulheres, estdo associadas a alteragdes na fisiologia do cérebro. Em geral, mostram
perda significativa do volume em estruturas cerebrais corticais e subcorticais que inclui
tanto a substancia cinzenta quanto a substancia branca. Os lobos frontais sdao a regido
mais afetada, juntamente com o cortex frontal superior que mostra significativa perda

neuronal. Estes regulam as habilidades cognitivas complexas, tais como memoria de
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trabalho, ordenag¢dao temporal, discriminagdo e aprendizagem reversa ao qual
fundamentam o julgamento, atencdo, tomada de decisdes e andlise de riscos, motivagao
e humor. Pesquisadores mostraram que a administragdo de etanol em ratos mais velhos,
provoca danos cerebrais que aumentam progressivamente apos 2 dias de uso, que vai a
partir do bulbo olfatdrio seguido por outras regides cerebrais aumentando o dano com o

tempo (Sullivan e Pfefferbaum, 2005; Crews e Nixon, 2009).

Fitzpatrick e Crowe (2013), apresentaram em seu estudo a caracterizagdo
neuropsicologica e o funcionamento emocional em alcoolistas cronicos. O grupo
alcoolista mostrou grande dificuldade na maioria das areas de funcionamento cognitivo,
incluindo habilidades na linguagem, na velocidade psicomotora, em novas aprendizados
e memoria e funcionamento executivo. Também mostraram significativa desigualdade
em todos os indices de regulagao emocional que afetam o processamento, assim como o

reconhecimento de expressdes faciais de emocdes diversas.

O uso do alcool também provoca impactos na producdo de novas células no
cérebro adulto, podendo alterar o sistema neurogénico de varias maneiras, incluindo o
numero de células do SNC, a taxa de proliferagdo e o destino das células que
proliferaram (Campbell e cols., 2014). No entanto, existem poucos estudos com animais
adultos.

1.2.2 Tabaco

O fumo ¢ responsavel por 8,4% de doencas em todo o mundo. Entre os homens
(o principal fator de risco) comparado entre as mulheres (quarto maior fator de risco),
foi 3,7% maior (Lim e cols., 2012). A Pesquisa Global de Tabaco em Adulto (GATS) ¢
uma pesquisa domiciliar, que foi lancado em fevereiro de 2007 como um novo
componente do curso de Sistema de Vigilancia Global de Tabaco (GTSS). A GATS
permitird aos paises coletar os dados sobre as principais medidas de controle do tabaco

na populac¢do adulta. Com base no GATS Brasil, estima-se que em 2008 havia 26,6
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milhdes de tabagistas no Brasil, em uma populacdo de 15 anos ou mais (17,2%). A
prevaléncia entre os homens foi de 21,6% (o que corresponde a 14,8 milhdes de
homens) e a prevaléncia entre as mulheres foi de 13,1% (o que corresponde a 9,8
milhdes de mulheres). Entre os 17,2% dos tabagistas atuais, 15,1% utiliza o tabaco
diariamente, enquanto que 2,1% utiliza ocasionalmente. Este padrao foi observado em
todas as regides do pais. O percentual de tabagistas de tabaco a partir de outros produtos
como charutos, cachimbos, cigarrilhas, foi baixa: 0,8%, em média. Pela primeira vez no
Brasil, foi possivel estimar a propor¢ao de utilizadores de tabaco sem fumaca (tabaco de
mascar e rapé em po para inalar). Entre os tabagistas diarios e ex-tabagistas diarios com
idade entre 20 e 34 anos, a idade média de inicio do tabagismo variou de 17 a 19 anos.
O tabagismo também foi responsavel por 18% de todas as mortes por cancer e 71% de

todas as mortes por cancer de pulmao (INCA, 2010).

A fumaga do cigarro consiste de duas fases: uma fase composta de particulas
(alcatrdo) e uma fase gasosa. As duas fases contém inimeros radicais livres.
Considerando que os radicais associados a fase de gas tem uma vida util mais curta
(segundos), os associados com a fase particulada sdo mais duradouras (horas a meses).
Entre os inumeros compostos encontrados na fumaga do tabaco, muitos estdo associadas
com a toxicidade do encéfalo. Estes compostos incluem a amdnia, o cresol, o catecol, o
monoxido de carbono, as hidroquinonas, o chumbo, a metil etil cetona, o 6xido nitrico,
o fenol, o estireno, o tolueno, e o butano (Swan e Lessov-Schlaggar, 2007). Além do
dano pulmonar, a inalagdo do fumo pode aumentar a mortalidade em 20% e esta
associada a outras complicagdes, como a pneumonia, podendo aumentar a mortalidade
em até 60%. Quando se estuda a hipoxia em animais, o cerebelo e o hipocampo exibem
mudangas estruturais, propondo que a hipoxia causada pelo cigarro pode afetar a

coordenagdo e fungdes neurocognitivas (Zou e cols., 2013).
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O fumo do tabaco ¢ provavelmente o Unico e mais significativo principio de
exposicdo a substancias quimicas toxicas para os seres humanos. Segundo a Orgnizagao
Mundial de Saude (OMS), o cigarro vai matar quase 9 milhdes de pessoas por ano em
todo o mundo até¢ o ano de 2030. O tabagismo estd associado a um aumento na
incidéncia de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares, vasculares e ¢ a principal
causa da doenca obstrutiva cronica das vias respiratorias. A nicotina, o principal
constituinte da fumaca do tabaco, leva a dependéncia e ao abuso cronico a longo prazo,
atuando sobre o sistema colinérgico através dos seus efeitos sobre os receptores
nicotinicos e tem sido associada com uma variedade de doengas cronicas, incluindo a
toxicidade neurocomportamental seguida de tabagismo. Ainda assim, a administracdo a
curto prazo de nicotina estimula diversas funcdes cognitivas, tais como a aten¢do,
memoria de trabalho e outras fungdes executivas, da mesma forma podendo causar

dependéncia (Abdel-Rahman e cols., 2004; Swan e Lessov-Schlaggar, 2007).

1.2.3 Associacao entre alcool e tabaco

Atualmente os efeitos conhecidos mais devastadores relacionados ao fumo do
cigarro estdo associados a doencas pulmonares, cardiaca, canceres e transtornos na
fun¢do vascular. O tabagismo continua elevado também entre os individuos que tem o
transtorno pelo uso de alcool. Estudos em animais mostraram que a nicotina aumenta a
ingestdo voluntaria de alcool, pois podem produzir efeitos sinérgicos ou aditivos de
recompensa. Também, podem existir fatores genéticos que contribuem simultaneamente
para a dependéncia em alcool e nicotina. Os receptores nicotinicos neuronais (NAChRs)
também sao alvo de alcool e acredita-se estarem envolvidos ndo s6 na dependéncia de
drogas, mas também em diversas fungdes, como as cognitivas englobando os processos

de atencdo, aprendizagem e memoria, plasticidade sindptica e neuroprotegdo. A
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nicotina, por outro lado, pode superar os efeitos adversos do alcool via ativacgao seletiva

de receptores nicotinicos (Meyerhoff e cols., 2006).

Ainda, podemos observar que a toxicidade induzida por alcool em células
granulares do cerebelo podem ser bloqueadas pelo pré-tratamento com a nicotina, o que
sugere uma fun¢do neuroprotetora para a nicotina, mas os efeitos dos outros compostos
da fumaga do cigarro podem ter um efeito diferente. Fumar também pode atenuar as
adaptagdes dos receptores de GABA associados a dependéncia de alcool e pode
contribuir para a comorbidade entre o alcoolismo e o tabagismo (Meyerhoff e cols.,

2006).

Apesar de o consumo simultaneo de alcool e tabaco poder levar a morbidade em
conjunto com cancer ou ulceras, a incidéncia de tabagismo ¢ muito alta entre os
alcoodlicos cronicos. A nicotina ¢ o composto psicoativo primario do cigarro, sendo um
forte reforco para o uso do tabaco. A sua neutralizagdo em alguns dos efeitos adversos
do élcool pode contribuir para o consumo concomitante de alcool e tabaco (Tizabi e
cols, 2005). Também foi sugerido que o consumo de nicotina e alcool faz com que o
combate a dependéncia seja mais dificil, pois sdo substancias que compartilham uma

acdo comum sobre os Nach (Yang e cols., 1999).

Os neurdnios corticais cerebelares, sao os alvos potenciais para a mediagcdo de
alguns dos efeitos do etanol sobre o SNC, bem como sua interacdo funcional entre
etanol-nicotina. Também foi investigado o efeito da nicotina no cerebelo e¢ o
comprometimento motor induzido pelo etanol. Uma observagdo importante foi a
capacidade da nicotina atenuar significativamente a ataxia induzida por etanol. Portanto,
a interagdo comportamental entre nicotina-etanol pode representar um antagonismo
funcional entre a atividade glutamatérgica excitatoria nas fibras musgosas em sinapses

ativadas do nAChR por nicotina e uma atividade inibitéria GABA¢érgica causada por
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etanol na sinapse de células de Golgi da CG em que os receptores nicotinicos e de
eferéncia glutamatérgica desempenham um papel significativo (Al-Rejaie e Dar, 2006;

Taslim e Dar, 2011).

Estudos epidemioldgicos mostram que hd uma forte relacdo entre fumar e beber,
(Al-Rejaie e Dar, 2006), ambos, tabaco e etanol sdo conhecidos por afetar os parametros
cognitivos. No estudo realizado por Abreu-Villaga e cols. (2013), mostra que a
exposi¢dao ao fumo do tabaco durante a adolescéncia tem efeitos deletérios e fornece
evidéncia sobre as interagdes funcionais entre o fumo do tabaco e o consumo de etanol
na regulacdo das respostas comportamentais, apresentando dificuldades na consolidagdo

da memoria e aprendizagem.

Gomez e cols., 2015 estudaram o efeito do alcool e do tabaco na memoria a
longo prazo e na proliferacao celular no hipocampo de ratos tratados cronicamente. Os
autores mostraram que o tabaco melhora a memoria a longo prazo no teste de esquiva
inibitdria e que a associagdo entre alcool e tabaco reduziu a proliferagdo celular no giro

denteado do hipocampo.

1.3 Apoptose

A apoptose ¢ a via de morte celular induzida por um programa intra-celular
extremamente regulado, no qual as células destinadas a morrer ativam enzimas que
degradam seu DNA nuclear e as proteinas citoplasmaticas. A membrana plasmatica da
célula continua intacta, mas sua estrutura se altera, tornando a célula apoptotica alvo
primario da fagocitose. A célula morta ¢ eliminada antes que seu conteudo possa vazar

evitando uma reacdo inflamatoria (Abbas e cols., 2010).
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As caspases sao sintetizadas como precursores € sdo ativadas apos a
clivagem. Trés categorias de caspases tém sido caracterizadas pela sua especificidade do
sitio de clivagem do substrato: a geracdo de caspases pro-inflamatdria madura de
citocinas (caspase-1, -4, -5) e as caspases que, tradicionalmente, atuam tanto como
iniciadores (caspase-6, -8, e -9) ou efetores (caspase-2, -3 e -7) como executores da via

apoptotica (Peng e cols., 2002; Martinez e cols., 2015).

A apoptose ¢ provocada por uma cascata de eventos moleculares, como a
ativacdo de caspases. O processo apoptotico pode ser dividido em duas fases, uma fase
de ativagdo, em que as caspases se tornam cataliticamente ativas, e uma fase de
execucdo, em que essas enzimas atuam provocando a morte celular. Existem duas vias
principais que conduzem a apoptose: uma via extrinseca, que ativa a caspase-8, € uma
via intrinseca ou mitocondrial, que termina com a clivagem e ativa¢ao da prdo-caspase-3.
Ambas as vias convergem afim de ativar a caspase-3. A ativacdo da caspase-3 produz
alteracdes morfoldgicas tipicas de apoptose. A caspase-3 estd ligada a fase efetora de
morte celular programada, promovendo a expressdao de endonucleases de restricdo que

cortam o0 DNA (Abbeas e cols., 2010; Oliveira e cols., 2014).

A apoptose neuronal ¢ iniciada por ativagdo de proteases especificas da familia
da caspase. A caspase-3, uma das principais proteases de cisteina envolvidos na
apoptose, ¢ responsavel pela clivagem proteolitica de muitas proteinas. Ela ¢ expressa
em muitas células e ¢ 0 membro mais amplamente estudado da familia caspase (Tizabi e
cols., 2005). A caspase-3 ¢ altamente expressa no SNC (Oberdoerster e Rabin, 1999) ¢
observada em todos os tipos de morte celular por apoptose, até agora analisadas e a
morte celular ¢ prevenida por inibidores de protease da caspase-3, o que sugere que as

proteases de caspase-3 estao envolvidas na morte celular (Tanabe e cols., 1998).
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A apoptose em neuronios desempenha um papel crucial na remodela¢do durante
o desenvolvimento e pode contribuir para perdas na neurodegeneragdo (Marks e cols.,
1998). E um processo biologico que desempenha uma fungdo fundamental no
desenvolvimento do SN e reparo de danos. No decorrer do desenvolvimento, a morte
das células ¢ essencial para que ocorra uma regulacdo no nimero de células neuronais, e
também como protecdo contra a proliferacdo de células anormais (Cregan e cols., 1999;

Cheng e cols., 2011).

Outros eventos, tais como a condensag¢ao nuclear, a fragmentacio da cromatina e
a degradacdo do DNA também sdo controladas pelas caspases efetoras 3 ou 7, que
desmontam as estruturas subcelulares e sdo ativadas por caspases iniciadoras, tais como
as caspases 8 ou 9. A ativacdo da caspase-3 ¢ geralmente mediada por caspases
iniciadoras, como as caspases -2, -8, -9 ou pela ativaciao da caspase-9, observada na via
apoptdtica intrinseca, e requer a formacao do apoptossomo por interagdo da caspase-9,
factor de activacao-1, ATP, e citocromo-c libertado das mitocondrias (Mifiano e cols.,

2008).

Oliveira e cols. (2014) constataram que apesar da intoxicagdo por etanol estar
associada aos danos celulares nos circuitos cortico cerebelares, o qual resulta em
alteracdes cognitivas e motoras, parte da morte celular apoptotica ocorre por outros
fatores além do consumo de etanol. Chen e cols. (2005), também observaram que a
exposi¢do ao etanol provoca a morte neuronal, principalmente por apoptose. No estudo
realizado por Tizabi e cols. (2005), foi observado que o uso de etanol resultou num

aumento da atividade das caspase-3, altamente relacionada com a apoptose celular.

Rajgopal e cols. (2003), mostraram que a ativacdo da cascata da caspase-3 em

cérebro de ratos que receberam ingestdo cronica de etanol pode contribuir para o
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processo de apoptose, induzindo alteracdes estruturais, bem como as vias de sinalizagdo
celular e mecanismos de reparo do DNA em diferentes regides do cérebro, incluindo o
cortex cerebral e o cerebelo.

No estudo realizado por Martinez e cols. (2015), foi observado que o consumo
cronico de etanol pode causar apoptose das células gliais, levando a um desequilibrio
microambiental e, conseqlientemente, afetando os axonios por causa de sua

degeneracdo, levando a uma transmissao axonal lenta.

1.4  Astroglia

As fungdes importantes relacionadas com a glia, especialmente os astrocitos,
compreendem a produgdo de vérios fatores de crescimento, estruturais e nutritivos,
suporte aos neurdonios, manuten¢cdo do ambiente redox, teor de glutationa presente nos
neuronios, a formacao da barreira hematoencefalica, a regulacdo da homeostase da agua

e captacdo de varios neurotransmissores (Jaatinen e Rintala, 2008).

E importante destacar que os astrocitos em diferentes fases do desenvolvimento,
desde a fase embriondria até a fase pds-natal, sdo distintos tanto morfologicamente
quanto funcionalmente. Assim como ¢ possivel presumir que a astrocitogenese ocorre
progressivamente em 4 fases: progenitor das células gliais radiais, proliferacdo
intermediaria do progenitor, maturacdo de astrécitos pds-natal e astrocitos adulto

(Molofsky e cols., 2012).

Alguns estudos mostram que o alcool aumenta a producdo de moléculas pro-

inflamatorias, incluindo citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico, e ciclo oxigenasse 2 no
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SNC, resultando em neuroinflamagdo e stress oxidativo que pode levar a morte de
neurdnios. Os astrocitos desempenham um papel crucial na manuten¢do da homeostase
do SNC através da manutengdo do equilibrio i6nico, regulando o metabolismo
energético e a transmissdo sinaptica, removendo as moléculas neurotoxicas e
produzindo fatores neurotroficos. Apesar disso, os astrocitos também agem como
células imunes residentes no cérebro e medeiam as respostas imunes inatas no
parénquima do SNC. Apds a sua ativagdo, os astrocitos produzem citocinas,
quimiocinas, 6xido nitrico, e outras espécies reativas de oxigénio, as quais podem ser
induzidas pelo alcool contribuindo para neuropatologia (Kane e cols., 2014; Sofroniew,

2014).

Compreende-se que o processo de astrogliose ocorre tanto celular quanto
molecular, consistindo de alteragdes estruturais da astroglia incluindo diferentes tipos
gliais (microglia, astrocitos e progenitores oligodendrécitos) que podem ser causadas
por danos ao SNC e doengas que envolvam uma resposta multicelular, compondo um
complexo multivariado de respostas. As mudangas que ocorrem nos astrocitos reativos
variam conforme a gravidade da lesdo, formando um gradiente continuo (ilustrados na
fig. 6 encontrada na sequéncia) considerando sua hetereogeneidade e diversidade. Ainda
tais mudancas podem alterar os astrdcitos por ganho ou perda de funcdo (Sofroniew e

Vinters, 2010; Sofroniew, 2014).
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Fig. 6: Esquema do Processo de Astrogliose (imagens adaptadas de Sofroniew e

Vinters, 2010; Sofroniew, 2014).

A reatividade leve a moderada apresenta graus vaiaveis de hipertrofia no corpo
celular e tronco dos astrocitos, mas sem perda substancial dos dominios dos astrocitos e
sem proliferacdo. Em contraste, na reatividade severa e difusa ocorre pronunciada
marcacdo do GFAP, hipertrofia, proliferacao de astrocitos, alguma perda substancial
dos dominios dos astrocitos € uma sobreposicdo dos processos dos astrocitos vizinhos.
A formacgao da cicatriz astroglial ocorre a partir de astrocitos que recém proliferaram e
com prolongamentos que se entrelagam sobre os processos celulares e formam
delimitagdes compactas demarcando as areas de danos, como necrose, inflamacao,
trauma, entre outros. Possivelmente o efeito mais prejudicial causado pela astrogliose ¢
a inibicao da regeneracao do axonio causados pelas cicatrizes dos astocitos (Sofroniew e

Vinters, 2010; Sofroniew, 2014).



31

Outro termo que tem sido usado para conceituar a interrup¢do normal das
fungdes dos astrocitos em um tecido saudavel tendo como principal causa uma
disfungdo neuroldgica ¢ a astrocitopatia, considerando que este conceito abrange

também alteracdes causadas pelo processo de astrogliose (Sofroniew, 2014).

1.4.1 GFAP

Acredita-se que a Proteina acida fibrilar glial (GFAP) desempenha um papel
importante na manutenc¢ao da citoarquitetura do cérebro a longo prazo, incluindo o bom
funcionamento da barreira hematoencefalica e modulagdo das fun¢des neuronais. Os
astrocitos sdo as principais células que provavelmente expressam GFAP, visto que estas
células desempenham um importante papel na neuromodulag¢do, neuroprote¢do, € no
controle da orientagdo do axoénio durante o desenvolvimento, na homeostase e na
preservacdo da manutencdo da barreira hematoencefalica. A gliose reativa,
acompanhada por um aumento na marca¢do de GFAP, ¢ uma caracteristica de resposta
do cérebro imaturo e adulto a lesdo por acdo de agentes neurotoxicos (Abdel-Rahman e

cols., 2004).

A GFAP ¢ a principal proteina de filamento intermedidrio da CGB e dos
astrocitos e tem sido amplamente utilizada como um marcador imunohistoquimico
especifico para essas células no cerebelo (Shetty e Phillips, 1992). A GFAP
desempenha um papel na migragdo celular, na motilidade, na ancoragem do
transportador de membrana do glutamato e na mitose. Também estd envolvida nos
processos fisiopatologicos ligados aos astrocitos, tais como a astrogliose. O sistema de
filamento intermediario dos astrocitos € uma parte muito dindmica do citoesqueleto da
célula e sua expressdo ¢ altamente especifica, expressando 10 isoformas diferentes de

GFAP, em conjunto com a vimentina, nestina, ¢ sinemina compdem filamanentos
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intermediarios como uma plataforma sinalizadora e esqueleto estrututal que coordena a

resposta apropriada dos astrdcitos na saude ou doenga (Hol e Pekny, 2015).

Ratos expostos a fumaga do cigarro tiveram um aumento da expressao de GFAP
em astrocitos do cerebelo e hipocampo (Zou e cols., 2013). Ainda no cerebelo a
exposic¢do isolada a nicotina leva a uma diminui¢do das CP e um aumento na expressao
do GFAP no cerebelo, tanto em ratos machos como em fémeas, ao longo do

desenvolvimento (Abdel-Rahman, 2004).

No estudo realizado por Rintala e cols., (2001) mostraram que as células gliais,
especialmente os astrdcitos, podem ser mais sensiveis ao etanol do que os neuronios, do
mesmo modo os danos gliais poderiam iniciar uma disfun¢do neuronal, levando a
degeneracao. Foi mostrado que os efeitos do consumo cronico de etanol aumenta a
reatividade astrocitaria pela medida de GFAP no hipocampo de rato apds
aproximadamente 3 meses de consumo de etanol. Além do hipocampo, o cerebelo

também softre alteragdes neurodegenerativas devido a exposi¢do ao etanol.

Na pesquisa realizada por Kane e cols. (2014), os astrocitos em animais adultos
tratados com etanol apresentaram um aumento aparente na intensidade da
imunorreatividade da GFAP no hipocampo, cerebelo e cortex cerebral em relagao aos
animais controle. O aumento na imunorreagdo do GFAP, o tamanho do soma, a largura
e comprimento dos astrocitos foi maior quando observado em animais adultos tratados
com etanol. J&, Shetty e Phillips (1992) observaram maior imunorreatividade do GFAP
nas CGB e nos astrécitos, tanto em ratos expostos ao etanol quanto em ratos controle,

porém sem diferencga significativa entre os dois.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o indice apoptotico e astrogliose no cortex e substancia branca cerebelar
de ratos wistar/adultos que inalaram fumaca de cigarro e ingeriram etanol, 2x por dia

durante 57 dias.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar o efeito da administragdao do alcool e da inalagdo da fumaca do cigarro,
separadamente e em associacdo nas células gliais presentes na substancia branca
do cerebelo sobre a imunorreatividade do GFAP.
e Correlacionar os efeitos dos tratamentos separadamente e em associagdo nas
células imuno marcadas com caspase-3 presentes na camada granular € na

substancia branca do cerebelo.
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3 ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES

EFFECTS OF ETHANOL AND TOBACCO IN CEREBELLUM OF
WISTAR RATS
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Abstract: Ethanol and tobacco are the most widely consumed legal drugs in the world.
More than 90% of alcohol-dependent individuals are smokers, and heavy alcoholics
smoke more than non alcoholics individuals. Studies indicate ethyl alcohol is a factor
that affects glial cells, having deleterious function in the nervous system. Nicotine
affects alertness, muscle relaxation, cognition and memory. However, the impact of
combined ethanol and tobacco on cerebelar cells is not well elucidated. The cerebellum
is one of the most susceptible organs to the effect of ethanol during development,
undergoing cellular apoptosis. However, few studies have been conducted in adult
animals.

The traditional view of the cerebellum, as a coordinator of motor function has been
redefined over the past decades, where its role has gained more attention in the
modulation of cognitive and emotional processing. Objective: To evaluate the apoptotic
index in the cortex and cerebellar white matter in adult Wistar rats who inhaled cigarette
smoke and ingested ethanol 2x (twice) a day for 57 days. Methodology: an experimental
study using 32 adult male Wistar rats divided into 4 groups: Control (CTR): receiving
glucose solution by gavage; Alcohol (ALC): received ethanol glucose solution by

gavage; Tobacco (TAB): received the same glucose solution in group CTR, and
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exposed to smoke from 12 burning cigarettes units/ day; Alcohol + Tobacco
(ALCTAB): received alcoholic solution as group 2 and exposed to cigarette smoke as
TAB. The analisys will be made by Immunohistochemistry techniques for Glial
Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and Cleaved Caspase-3. Results: There was no
significant difference between groups in cell apoptosis, but the analysis of GFAP
showed a significant difference in ALCTAB group compared with the other groups.
Conclusions: We conclude that although we have not found significance in apoptosis.
We observed a reactive astrocytic process associated with increased GFAP in the group
that consumed the drug in combination.

Key words: ethanol, tobacco, cerebelum, apoptose, astrogliosis.

1. Introduction

The brain-cerebellar system coordinates various functions, including control of
motor actions, mood and unconscious motivation, thus facilitating non-verbal
communication (Schmahmann and Pandya, 1997). Daily actions that need attention,
information processing, working memory performance in learning processes, language
and visual-spatial navigation, is also related to the role of the cerebellum in the brain-
cerebellar circuit (Bellebaum and Daum, 2007) . The cerebellum contains about 80% of
neurons in the brain (Herculano-Houzel et al, 2006;. Herculano-Houzel 2010) and
consists of highly regular arrays of neuronal units (Roostaei et al, 2014.). The
cerebellum composition is virtually the same in all the leaves and lobes having three
layers: molecular, Purkinje cells and granular cells (Albus, 1971; Lock and Fonnum,
2000).

Alcohol and tobacco are the most commonly consumed legal drugs around the
world. According to Meyerhoff et al., 2006, over 90% of the population is dependent on

alcohol are also smokers, and that alcoholics are heavier smokers than non alcoholic
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subjects. The harmful use of alcohol and tobacco in the world has been seen to be linked
as a main risk factor for causing lung disease, heart cancers (Lim et al, 2012;..
Meyerhoff et al., 2006) and significant changes in the CNS (Abreu-Villaca et al., 2013).
Alcohol impairs the function of neurons and glial cells, affecting a wide range of
features including neuronal survival, cell migration and glial cells (astrocytes and
oligodendrocytes) and differentiation (de la Monte and Kril, 2014). In cerebellum
granular neurons go into apoptosis in response to exposure to alcohol. Most studies
report that cerebellar lesions arise because of prenatal exposure to alcohol, especially
during synaptogenesis (Luo, 2012; Thomas et al., 2011.). Smoking, according to the
Global Adult Tobacco Survey (GATS) held in Brazil, is the second most prevalent risk
factor for death from NCDs responsible for 18% of all cancer deaths and 71% of all
deaths from lung cancer. Damage is associated with tissue exposure to more than 4,000
tobacco compounds, including some reactive species of oxygen and nitrogen, released
during the burning of the leaf of this plant (INCA, 2010). Nicotine, the main constituent
of tobacco smoke leads to abuse and long-term dependence, acting on the cholinergic
system through its effects on nicotinic acetylcholine receptors. The Short-term
administration of nicotine improves various cognitive functions such as attention,
working memory and other executive functions (Swan and Lessov-Schlaggar, 2007),

but may cause a decrease in neuronal cells (Abdel-Rahman, 2004).

Apoptosis is initiated by a cascade of molecular events resulting in caspase
activation. There are two main pathways leading to apoptosis: an extrinsic pathway,
which activates caspase-8, and an or intrinsic mitochondrial pathway that ends in the
cleavage and activation of pro-caspase-3. Both pathways converge to activate caspase -
3. This activation produces morphological changes of apoptosis. Caspase-3 is linked to

the effector phase of programmed cell death, promoting the expression of restriction
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endonucleases that cleaves DNA (Oliveira et al., 2014). Apoptosis of neurons play a
crucial role in the remodeling during development and may contribute to losses in

neurodegeneration (Marks et al., 1998).

The important functions related to the glia, especially astrocytes, comprising the
production of various growth factors, structural and nutritive, support to neurons,
maintaining the redox environment, this glutathione content of neurones, the formation
of the blood brain barrier, regulation of homeostasis and water captation of various
neurotransmitters (Jaatinen and Rintala, 2008). The glial fibrillary acidic protein
(GFAP) is the major intermediate filament protein in astrocytes and has been widely
used as a specific marker for immunohistochemical cerebellar cells (Shetty and Phillips,
1992). It is also related with the cell motility and migration, anchorage glutamate
transporter in the membrane and in mitosis. GFAP is involved in pathophysiological

processes associated with astrocytes, characterized as astrocytic (Hol and Pékny, 2015).

It is known that alcohol consumption becomes more likely to occur in smokers
than in nonsmokers (Al-Rejaie and Dar, 2006). However, little is known about what this
combined exposure to alcohol and tobacco can cause to tissue. Some studies suggest
that the use of the two drugs can lead to morbidity and become chronic because the
nicotine that is the main component psychoactive cigarette may cause a burnout in some
adverse effects caused by alcohol and may contribute to the concomitant use of alcohol
and tobacco (Tizabi et al., 2005; Yang et al., 1999). However, little is known about the
effects of chronic association of alcohol and tobacco, requiring further studies to
evaluate the effects of this combination on the CNS, reflecting the real human condition

of consumption of these two drugs of abuse.



44

2. Materials and Methods

2.1 Animals

All procedures performed with animals were approved by the Ethic Committee
for Animal Research of the Federal University of Health Sciences of Porto Alegre under
protocol 111/13. The sample consisted of 32 adult male Wistar rats weighing between
250 and 300g from the vivarium of the Federal University of Health Sciences of Porto
Alegre.

The animals were housed in polypropylene cages (33x17x40 cm) 12/12
photoperiod under a temperature (22 = 2 °© C) and humidity control of the air.
Throughout the study, the animals had free access to food and water except during 2 h
(hours) in the morning and 2 h (hours) in the afternoon, when they were placed in

airtight chambers, with constant air flow for exposure.

The animals were divided into four groups (n = 8 / group). Control group (CTR)
received 2 g / kg glucose solution at 8% by gavage, while the alcohol group (ALC)
received 2 g / kg (20% w / v) 95% ethanol in glucose 5% solution by gavage. Both
groups were immediately exposed to a flow controlled chamber with ambient air
circulation. The Group Tobacco (TOB) received the same glucose solution as the CTR
group, however, they were exposed to smoke from burning 12 cigarettes per day
(Marlboro red, Philip Morris) in a controlled flow chamber with circulation air filled
with smoke. Finally, the Alcohol and Tobacco group (ALCTOB) received an alcoholic
solution, as did the ALC group, and was exposed to cigarette smoke sue as the TOB
group.

The animals were expose for 57 days, by gavage solution, and then immediately
placed in the airtight chambers, with constant air flow of 10 L / min, to a maximum of

five animals in each chamber according to their groups. The next morning, the animal
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TOB and ALCTOB groups were subjected to smoke from cigarettes with six intervals
of 10 minutes between each cigarette for airflow. Then the animals were removed from
the chambers, where they remained for about 2 hours and placed in their housing cases.
The same procedure was repeated in the afternoon. Thus, animals were submitted to two

gavagens and were exposed to the smoke of 12 cigarettes per day.

On day 58, the animals were anesthetized (100 mg / kg) and xylazine (15 mg /
kg) and ketamine intraperitoneally after showing signs and symptoms of anesthesia
were sacrificed by transcardiac perfusion. In this process, the bodies of animals were
prepared by 15 min washing with 0.9% saline (200 mL) followed by pre-fixation with
4% paraformaldehyde for 40 min buffered (400 mL). After this process, the cerebella
were removed from animals and stored in containers containing 4% paraformaldehyde

buffered 10 times the volume of tissue, for 24 h.

2.2 Preparation of slides

After being removed from 4% paraformaldehyde, cerebellum were placed in an
alcohol solution 70% for 24 hours, then embedded in paraffin (EasyPath). The paraffin
blocks were sectioned at Spum thickness on a microtome (Leica RM2255). The slides
were prepared from each animal, each containing three sections and a total of nine

sections per animal.

2.3 Immunohistochemistry

Slides were deparaffinized in an oven at 70 ° C and then placed in xylene
immersion (two baths for 2 min each), absolute ethanol (three baths 2 min each) and

distilled water.
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Caspase-3: antigen retrieval was performed in sodium citrate buffer pH 6.0 at
98° C for 20 minutes. After the blocking of endogenous peroxidase with hydrogen
peroxide 30 Va 5% in methyl alcohol for 10 minutes was performed (3 times) protected
from light. Nonspecific proteins were blocked with BSA (bovine serum albumin in PBS
pH 7.4 Triton X-100, 0.05%) (Sigma ®) 1% for 1 hour at room temperature. Then, the
primary monoclonal anti - cleaved caspase-3 (Cell Signaling Technology ® # 12692, 1:
500) was applied over each sample and initially incubated for 1 hour at room
temperature, after over-night at 4 C. After this incubation, the samples were washed
with PBS for 5 minutes (3 times) and incubated with secondary antibody conjugated
with peroxidase SignalStain® Apoptosis Kit and incubated for 40 minutes. Finally,
DAB was incubated for 3.5 minutes and the slides were counterstained with
hematoxylin for 12 seconds, dried and then mounted Entellan®. Samples were analyzed
by two researchers through Software Image J®, counting 1000 cells in granular layer in
each section, being used sections 6 and 12 images (two images per section) per mouse.
For the analysis of white matter were used sections 6 and 24 images (4 images per

section) per animal were counted and the total number of image cells.

GFAP initially endogenous peroxidase was blocked in 5% 30V hydrogen
peroxide in methanol, followed by blocking of non-specific binding with 1% BSA
(bovine serum albumin in PBS pH 7.4 Triton X-100; 0.05%) for 2 h. The primary
antibody used was anti-human monoclonal mouse anti-GFAP 1: 500 (glial fibrillary
acidic protein - Clone: 6F2 - DAKO®; M(0761) over-night at 4° C. After this period, the
samples were washed with PBS triton for 5 minutes (3 times) and incubated with
secondary and tertiary monoclonal antibody Advance HRP® Kit (DAKO®) for 40
minutes each with washing between the incubations. After the slides were washed again

and incubated with DAB (DAKO®) for 3 minutes.
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2.4 Quantitative analysis of immunohistochemistry of GFAP

The samples were photographed by a camera attached to a microscope
(Olympus), increased 20x. These images were quantified using Software Image J®
(Media Cybertenitcs®), 4 each slice images being used, 9 sections per mouse for

analysis of four areas in each image, a total of 144 areas analyzed per animal.

2.5 Statistical analysis

Results presented are expressed as mean + standard deviation. The homogeneity
of variances analysis was conducted in Levene's test, the parametric analysis by two-
way ANOVA with post hoc Newmn-Keuls and nonparametric analysis using the

Kruskal-Wallis test.

The level of significance was a = 0.05 at the 95% confidence interval. Analyses

were performed using the Statistic version 8.0 program.

3. Results

3.1 Immunohistochemistry of caspase-3

Statistical analysis of the immunohistochemistry for quantification of caspase-3
in the granular layer and white matter cerebellum was relizado through parametric
ANOVA test duplicate. The choice of parametric test was based on analysis of variance

homogeneity by Levene's test (p> 0.05).

There were significant differences in the white matter. Figure 1 shows
representative immunohistochemical images. The average of the experimental groups
were: CTR =34.16; ALC =36.17; TOB = 38.92; ALCTAB = 38.29. Further descriptive

details are shown in Table 1. The statistical effects observed by two-way ANOVA were
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there differences in tobacco factor (Tobacco main effect, F (1, 28) = 4.66 and p = 0.03).
However, no differences were observed in alcohol factor (Ethanol main effect, F (1. 28)
= 0.005 and p = 0.94) and interaction of factors (Ethanol x Tobacco interaction, F (1.
28) = 1.39 p = 0.24). Further analysis revealed no differences between the groups
(Newman-Keuls post hoc test, p> 0 05).

There were no statistically significant differences in the granular layer. Figure 2
shows representative immunohistochemical images. The average of the experimental
groups were: CTR = 6.77; ALC = 6.44; TOB = 7.47; ALCTAB = 6.85. Further
descriptive details are shown in Table 1. The statistical effects observed by two-way
ANOVA were as follows: (Ethanol main effect, F (1. 28) = 0.58, p = 0.45; Tobacco
main effect, F (1. 28 ) = 1.78 and p = 0.19; Ethanol x Tobacco interaction, F (1. 28) =
0.35 and p = 0.55).

3.2 Immunohistochemistry for GFAP

The analysis of the quantification of GFAP shown in Figure 3 was held the
nonparametric Kruskal-Wallis ANOVA, based on non-homogeneity of variances
(Levene's test p = 0, 049). The Kruskal-Wallis test showed differences between the
groups (p = 0.009) and post hoc differences between CTRXALCTOB group (p = 0.01),
and the TABXALCTOB group (p = 0.04). ALC group showed no difference compared

to the other groups (p> 0.05). These results are shown in Graphic 1.

4. Discussion

Our study showed a significant increase in the quantification of GFAP in

animals that were exposed to cigarette smoke and alcohol received in relation to other

groups.
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According to Abdel-Rahman et al. (2004), and Blutstein ef al. (2013) treated rats
and guinea pig, pregnant, respectively, with nicotine and analyzed the offspring in early
adulthood, showing an increase in GFAP expression in the cerebellum and
hippocampus. Fuller et al. (2010) treated young mice with cigarette and found
significant results in GFAP expression in the cerebellum and hippocampus. Zou et al.
(2013) exposed the adult rat inhalation of smoke showing an increase in GFAP
expression in the cerebellum and hippocampus. In our study we used different protocols
with the exposure of cigarette smoke, but did not find significant differences in GFAP

expression in the cerebellum, only when combined ALCTOB.

As the TOB group, the group that was treated with alcohol alone showed no
change. This data is comparable to the work of Dlugos and Pentney (2001) and Franke
(1995), which used protocols with different concentrations of ethanol and mice of
different ages, however Rintala et al (2001) using older rats, observed a decrease in

expression of GFAP by ethanol consumption compared to adolescent rats.

When analyzing the apoptotic index in the granular layer and white matter of the
cerebellum, our results showed no significant differences in either group. According
Oberdoerster et al. (1999) using a model in vitro also did not observe effects of ethanol
in the activation of caspase-3. Martinez et al. (2015), using older mice and preferably
ethanol consumption, evaluated the effect of ethanol on the activation of caspase-3 to
determine the neuronal death. In the results observed an increase in apoptosis rate,
which is possibly explained by a population more susceptible to study cell damage.
Unpublished data from our research group also analyzed the Caspase-3 in the
hippocampus, showing increased rate of apoptosis, suggesting differences in sensitivity

between the hippocampus and the cerebellum.
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Our results suggest astrogliosis in ALCTOB group not accompanied by
apoptosis in this group. A possible reason for this is that astrogliosis may have been
beneficial to the fabric as part of the immune defense, where the increase in GFAP
shows the state of reactive astrocytes protective manner ensuring cell survival.
Protocols using older animals exhibit cell death (Martinez et al., 2015) and possibly also
associated with astrocytic, but more chronic and harmful given their development
during senescence. More histopathologic characterizations are necessary to better
understand the observed phenomenon, as other markers of astrocytic proteins as well as

the participation of other cellular elements (eg: microglia).

Although some studies show that moderate alcohol use has neuroprotective
effects and that nicotine, one of the cigarette constituents, increases cognitive
performance users (Al-Rejaie and Dar, 2006; Meyerhoff et al., 2006; Taslim and Dar,
2011), little is known about the effects of chronic association of alcohol and cigarette
smoke. Our study opens up more possibilities for interaction research these drugs, more
research between is needed to evaluate the effects of this combination on the CNS,

reflecting the real human condition to the exposure of these two drugs combined.

Conclusion

The protocol used was not able to induce apoptosis significantly in cerebellar
cells, however, the combination of ethanol and inhaling the cigarette smoke induced

astrogliosis cerebellar.

These findings highlight the importance of further studies related to the
combination of these drugs, reflecting the associated condition of consumption of these

substances in humans.
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Appendix

Table 1. Descriptive statistics immunohistochemical quantification for caspase-3 in the
cerebellum

White matter Granular layer
N mean + SD mean = SD
Control 8 34,164 + 2,39 6,776 £ 0,75
Ethanol 8 36,175 £ 6,06 6,446 £ 0,99
Tobacco 8 38,927 £4,16 7,478 £1,27
Ethanol + Tobacco 8 38,298 + 5,61 6,850+ 0,81
S 3
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F ig..l: Image of the white matter of the cerebellum and immunoreactive cells for cas;‘)as-e—& A:
Control (CTR), B: alcohol (ALC), C: Tobacco (TOB), D: + Alcohol Tobacco (ALCTOB). The

increase was objective 20x.
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Fig. 2. Image layer and granular cerebellar cells immunoreactive for caspase-. A: Control
(CTR), B: alcohol (ALC), C: Tobacco (TOB), D: + Alcohol Tobacco (ALCTOB). The increase

was objective 20x.
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D: + Alcohol Tobacco (ALCTOB). The increase was objective 20x.
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Graphic 1: quantitative immunohistochemical analysis, the data are expressed as mean +
standard deviation. * Indicates statistically significant differences compared to control groups

and tobacco, assuming p <0.05.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O alcool e o tabaco sdo as drogas licitas mais consumidas no mundo, causando
problemas relacionados ao SNC, especialmente ao cerebelo, afetando o controle motor
bem como a cogni¢do. Porém pouco se sabe sobre os efeitos da associagdo cronica de

alcool e da fumaca do cigarro, justificando assim a pesquisa realizada.

Nossos resultados mostram que o consumo de alcool e a inalagdo da fumacga do
cigarro causam uma astrogliose no cerebelo, somente quando ocorre a associacdo entre

alcool e tabaco.

No entanto ndo encontramos aumento no niumero de células em apoptose em
nenhum dos grupos o que aparentemente nao caracterizaria essa astrogliose como

processo prejudicial.

\

Referente a abordagem desta temadtica, se fazem necessarias mais pesquisas
relacionadas ao uso do alcool e do tabaco em animais adultos. Visto que a maioria dos
estudos ja realizados sdao com animais em que o SNC ainda estd em desenvolvimento,

torna-se importante, portanto, pesquisar esta tematica com animais adultos.
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5. ANEXOS

5.1  Analise digital das rea¢ées Imunohistoquimicas

5.1.1 Quantificacio do GFAP

A técnica chamada de morfometria se da por conta da fotografia digital, ao qual
constitui uma matriz de pixels em que as intensidades de cor, posi¢des, arranjos e
interrelacdes sdo definidas e invaridveis para cada imagem, o que favorece a andlise

quantitativa e de contagem (Miot, 2010).

Podemos utilizar softwares gratuitos, como o Image J*, para analisar as imagens
conforme o que estamos buscando. Neste caso, utilizamos a técnica de deconvulacao da
cor da imagem (Ruifrok e Johnston, 2001), associado & marcac¢do binaria e posterior

leitura da porcentagem da 4rea marcada.
A deconvulagdo de cores e a analise ocorre da seguinte maneira:

1. Software Image J ®

2. Selegao da imagem

3. Aplicar o Plugin “colour deconvolution”

4. Utilizar a imagem decomposta na cor marrom (DAB)

5. Transformacao binaria em que a cor preta vai indicar as zonas marcadas

6. Registro da porcentagem obtido em 4 areas diferentes selecionadas da imagem
7. Célculo da média obtida de todas as areas.

Abaixo o passo a passo detalhado:
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Foram obtidas as imagens para andlise em um microscopio Optico Olympus
DP72 com camera acoplada. Foram obtidas 3 laminas com 3 sec¢des cada,
sendo 4 imagens para cada corte, totalizando 36 imagens, capturadas pelo
software DP2-BSW. Em cada imagem foram analisados 4 areas diferentes,
tendo em sua totalidade 144 areas.

O programa utilizado foi o Image J®, com seu layout ilustrado na imagem

abaixo:

Fig. 1: Layout do Programa Image J®
As imagens obtidas na objetiva de 20x com a barra de calibragdo de 50p, no
tamanho de 2426x2679 pixels e intensidade de cor de 24 bits, gerando arquivos
que foram salvos em formato JPEG. O modelo de cores utilizado foi do RGB

(Red, Green, Blue).
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Fig. 2: Imagem obtida dos casos utilizados neste trabalho.

3. Andlise digital da imagem através do plugin da deconvolug¢do de cor (DC),
(Fig.3), ao qual faz a separagdo das cores, a transformagdo binaria e a leitura das
areas selecionadas. A DC promove a decomposi¢ao das cores, separando os trés
componentes RGB presentes nas regides coradas pelo cromégeno DAB, gerando
3 imagens: uma de cor predominante azul, outra verde-clara (ou branca) e outra

marrom. O objetivo € a marcagdo da cor marrom, resultante da coloragdo pelo
DAB, e consequentemente dos locais de imunorreagdo positiva. Somente esta
imagem foi utilizada para quantificacao.

d Colour Deconvolution - B :

3a0x645 pixels; RGE; 89k
Colour deconvolution: H DAB

.l:olmu:_l E:D_ESQ0Z8E, &:0.704021, B:0_Z0E0LZE
.Culmu:_: E:D.2E6014753, G:0.570231275, B:D.77E642715
.C-:hll:ﬂ.u:_E E:D.7110272, &:0.22218152, EB: 05615672

Fig. 3: Plugin deconvulagao da cor

2426x2679 pixels; 8-bit; 6.2MB

Fig. 4: Imagem gerada na cor verde clara (ou branca)



242

6x2

679 pixels; 8-

s

Fig. 6: Imagem gerada na cor marrom (DAB)
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4. Para a conversdo binaria da imagem (figura 7), foi utilizado a imagem gerada na

cor marrom (DAB).

4 4jpg-(Colour 2) (167%) - © HEMM|

.1'.

e

YT,
i

Fig. 7: Conversao bindria (preto e branco)
5. Para a anélise, foi criada uma macro que gerou um quadrado amarelo (600x600
pixels), totalizando 360.000 pixels . Apos, para obtengao da porcentagem fez-se

o comando no teclado ( Ctrl M).
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[ Results - O

File Edit Font Results

|area  [%area | A
360000 2451

360000 2047

360000 23.18

360000 20.04

2MB
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Fig. 8: Analise da 4rea com a porcentagem ao lado.

5.1.2 Contagem das células em apoptose

A contagem célular se deu na CG do cortex cerebelar e na substancia branca,
utilizando o programa Image J® e foi realizada por 2 analisadores. Na CG foram
contadas 1000 células no total em cada imagem e na substancia branca foram contadas o
total de células encontradas na imagem. Para a contagem na CG, foram feitas 12
imagens de cada rato e para a substancia branca foram feitas 24 imagens de cada rato.

ApoOs a contagem, foi realizado a média de cada rato e de cada grupo.
Passo a passo da contagem:

1. Software Image J*

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B ool |4 +|NAla|ol 2] |pfsp|s]a] | |»]

Unused Tool

Fig. 9: Layout Image J®
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2. Selecao da imagem

Fig. 10: Imagem CG Fig. 11: Imagem Substancia branca

3. Selecionar no programa: Plugins > Analyze > Cell counter e iniciar a

contagem

Cell Counter - = HEIN

Counters — Actions.
O Type1 23 []Keep Original
Ommez o |
Ommes (0] [ pge ]
® Type4 (263 Remove
O Types 0
B o 1| M-
—— [ Delete Mode
OType7 0
Om‘l Results
Reset
[¥] Show Numbers
] Show Al
Save Markers
Load Markers
Export Image

Fig. 12: Contagem celular CG
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Fig. 13: Contagem na substancia branca
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5.2 Termo de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Animais

COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

=
uSR

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
UFCSPA

A Comiss&o de Etica no uso de Animais, analisou o Projeto:

Projeto: 13-111 Verséo do Projeto: Versdo do TCLE:

Pesquisadores:

MARILDA DA CRUZ FERNANDES
ROSANE GOMEZ

FERNANDA HUF

Titulo: EFEITO DA ASSOCIAGAO DO ETANOL E DO TABACO SOBRE A PROLIFERAGAO
CELULAR HIPOCAMPAL.

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Todo e qualquer alteragéo do projeto,
assim com eventos adversos graves, deveréo ser comunicados a esta CEUA.

'l

Porto Alegre; de maio de 2013.



