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Nem todos os dias terminam como a gente quer,
mas todos os dias podem comegar como a gente sonha.
Saiba que bons dias te ddo felicidade...

Maus dias te ddo experiéncia...

Ambos sdo essenciais para a vida.

A felicidade te faz doce...

O problema te faz forte...

Os erros, te mantém humano...

A queda te faz humilde...

Mas s6 Deus te dd forca para

continuar a caminhada para vitéria.

(autor desconhecido)
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RESUMO

ULTRAESTRUTURA, EXPRESSAO GENICA E IMUNOMARCACAO DA CASPASE 3,
XIAP E IGF-1R DO CORTEX CEREBELAR DE RATOS UChA

(Consumidores voluntarios de etanol)

Suelen Alves de Oliveira

Introducdo: O cerebelo ¢ suscetivel aos efeitos lesivos do etanol em exposigdes agudas ou
cronicas, em diferentes idades, podendo ocasionar alteragcdes motoras, de aprendizado, cognitivas
e favorecer a morte celular apoptotica. Nosso objetivo foi avaliar a apoptose nos neurdnios de
Golgi, Purkinje e células granulares do cerebelo de ratos adultos da variedade UChA.
Metodologia: Os ratos foram divididos em dois grupos experimentais (20 ratos por grupo): um
grupo controle, composto de animais UChA abstinentes e o grupo experimental, formado por
ratos UChA, consumidores voluntarios de etanol a 10% (< 2g etanol/Kg peso corpdreo/dia). Dos
65 dias aos 120 dias de idade, os animais receberam solu¢ao de etanol a 10%. Aos 120 dias, os
animais foram anestesiados e preparados para eutanasia. O cerebelo foi entdo analisado por
microscopia eletronica de transmissao (MET), imunoistoquimica para apoptose, caspase-3 (pro-
apoptdtica), XIAP (antiapoptotica) e IGF-1R nos neurdnios de Golgi, Purkinje e granulares.
Avaliou-se também por RT-PCR os genes reguladores da caspase-3, XIAP e IGF-1R no cortex
cerebelar dos grupos estudados.

Resultados: Os animais UChA mostraram acumulo de gotas lipidicas, presenga de nucleos
eletrodensos nos neurdnios granulares e de Purkinje, desorganizacdo do corpo medular do
cerebelo com alteracoes na bainha de mielina no cortex cerebelar. Identificou-se também
aumento significativo na imunomarcagdo de caspase-3 ¢ XIAP nos neurdnios de Purkinje e
granulares. A fragmentagdo do DNA foi significativa nas células de Purkinje. O IGF-1R nao
apresentou alteragdes. Nao houve diferencas significativas na expressao dos genes de caspase-3,
XIAP, e o IGF-1R.

Conclusdo: O etanol induz apoptose nas células de Purkinje e granulares do cerebelo de ratos
adultos UChA.

Palavras-chaves: XIAP, IGF-1R, caspase-3, cerebelo e ratos UChA.
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ABSTRACT

ULTRASTRUCTURE, GENE EXPRESSION AND IMMUNOSTAINING CASPASE 3,
XIAP, AND IGF-1R IN THE CEREBELLAR CORTEX OF UChA RATS

(Volunteer ethanol consumers)

Suelen Alves de Oliveira

Introduction: The cerebellum is susceptible to the harmful effects of ethanol in acute or chronic
exposures at different ages, which may cause motor, learning and cognitive disorders and
promote apoptotic cell death (PCD) as well. Our objective was to evaluate apoptosis in Golgi and
Purkinje neurons and in granular cell disease of the cerebellum of adult rats of the type UChA.
Methodology: The rats were divided in two experimental groups (20 rats per group): a control
group, consisting of abstinent UChA animals and the experimental group, formed by UChA rats,
volunteers consumers of 10% ethanol (< 2g ethanol / kg weight body / day). From 65 day-age to
the 120 day-age, the animals received 10% ethanol solution. After 120 days, the rats were
anesthetized and prepared for euthanasia. The cerebellum was then analyzed by transmission
electron microscopy (TEM), immunohistochemistry to apoptosis, caspase-3 (pro-apoptotic),
XIAP (anti-apoptotic) and IGF-1R in Golgi, Purkinje neurons and granular as well. It was also
evaluated by RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) the regulatory genes
caspase-3, XIAP and IGF-1R in the cerebellar cortex of groups.

Results: The UChA animals showed accumulation of lipid droplets, presence of electron-nuclei in
granule neurons and Purkinje, disorganization of the medullary body of the cerebellum with some
changes in the myelin sheath of the cortex. It was also identified significant increase in the
Immunostaining caspase-3 and XIAP in Purkinje neurons and granular. The DNA fragmentation
was significant in Purkinje cells. The IGF-1R didn’t have any change though. There were no
significant differences in the formulation of caspase-3 genes, XIAP and IGF-1R.

Conclusion: Ethanol induces apoptosis in granular and Purkinje cells of the cerebellum of adult

UCNhA rats.

Keywords: XIAP, IGF-1R, caspase-3, cerebellum and UChA rats.
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Proteina quinase ativada por mitégeno (Mitogen-activated protein
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Proteina ativada por mitdogeno (Mitogen-activated protein);
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Sistema Nervoso Central (Central nervous system);

Microscopia eletronica de transmissdo (Transmission electronic
microscopy);
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1 INTRODUCAO

1.1 Alcoolismo

Consumir etanol de forma indiscriminada ¢ um dos principais riscos a saude, sendo
responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade (WHO, 2014). O alcoolismo ¢ uma
sindrome multifatorial, com comprometimento fisico, mental e social (EDWARDS; GROSS,
1976; EDWARDS et al., 1976).

O etanol acarreta sensacdo inicial de euforia seguida de sonoléncia e mal-estar. Age como
depressor do Sistema Nervoso Central (SNC), com efeitos ansioliticos e sedativos, retardando o
tempo de reagdo e produzindo descoordenagdo motora. A sintomatologia do consumo de alcool
pode ser identificada com nduseas, vomitos, cefaleia, polidipsia e fadiga. Em doses elevadas,
induz a perda de consciéncia, hipoglicemia e coma (TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012).
Cerca de 10% das populagdes dos centros urbanos de todo o mundo consomem abusivamente
substancias psicoativas, independentemente da idade, sexo, nivel de instrugdo e poder aquisitivo.
O uso indevido de etanol cresce de forma preocupante em paises em desenvolvimento e traz
graves consequéncias a satde publica mundial, sendo um dos fatores de risco de maior impacto
para a morbidade, mortalidade e incapacidade em todo o mundo, e parece estar relacionado a 3,3
milhdes de mortes a cada ano. (REHM, 2011; WHO, 2014). Estudo conduzido pela Universidade
de Harvard e instituigdes colaboradoras (MURRAY; LOPEZ, 1996; WHO, 2014) mostram a
carga global de doencas que sdo parcialmente ou totalmente causadas pelo consumo abusivo do
etanol, tais como: transtornos fisicos, doencas infecciosas, canceres, diabetes, desordens
neuropsiquiatricas, cardiovasculares, hepaticas (cirrose), pancreaticas e acidentes (WHO, 2014).

O consumo de etanol impde as sociedades agravos indesejaveis e extremamente
dispendiosos, de forma direta e indireta, potencializando os custos em hospitais e outros
dispositivos do sistema de satde, sistema judiciario, previdenciario, perda de produtividade do
trabalho, absenteismo e desemprego. O historico do papel nocivo do etanol deu origem a extensa
resposta politica, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias de prevengao eficazes para

reduzir a dor, o sofrimento e os custos associados ao alcoolismo (REHM, 2011, WHO, 2014).

Oliveira, S.A -16 -
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1.2 Alcoolismo e o encéfalo

O consumo abusivo do etanol provoca alteragdes na estrutura e fungdes do cérebro e, em
alguns casos, pode levar a neurodegeneragdo. Alteragdes cognitivas e dependéncia sao
consequéncias graves do uso do etanol de forma indiscriminada. Resultados clinicos e
experimentais tém demonstrado que o desenvolvimento do cérebro ¢ particularmente vulneravel
ao etanol, sendo que a ingestdo de bebidas alcodlicas durante a gestacdo pode desencadear uma
variedade de disfuncdes de aprendizagem, fisicas e comportamentais, acentuadas na sindrome
alcodlica fetal (ALFONSO-LOECHES; GUERRI, 2011).

Os mecanismos de atuacdo do etanol sobre o cérebro sdo complexos e com varias vias de
sinalizacdo. Alguns sdo comuns ao cérebro adulto e em crescimento, enquanto outros dependem
do estagio de desenvolvimento. Durante a ontogénese do cérebro, o etanol provoca alteracdes
irreversiveis em sua estrutura, lesando populacdes especificas de neurdnios cerebrais, localizadas
no cortex pré-frontal, hipocampo, cerebelo, substancia branca e células da glia. Além disso, o
etanol ocasiona prejuizos a varios eventos moleculares, neuroquimicos e celulares que ocorrem
no desenvolvimento normal, alterando proteinas especificas da membrana, como: receptores para
neurotransmissores (N-metil D-aspartato (NMDA), acido gama-aminobutirico (GABA,)), canais
de ions (canais de Ca 2+ do tipo-L, Proteina G ativa do canal de Potéassio-GIRKs) e vias de
sinaliza¢do (Proteina Quinase A (PKA) e Proteina Quinase C (PKC)), levando a desregulagao da
expressdo génica, alteragdo dos fatores de crescimento celular, favorecendo o aumento de
radicais livres e acarretando desarranjos de fungdes das células da glia. No entanto, independente
da idade (adulto ou adolescente), os danos do etanol ocorrem em areas especificas do cérebro, por
meio de mecanismo que envolve a excitotoxicidade, formag¢do de radicais livres e danos
neuroinflamatorios, sendo um dos seus mecanismos a ativacao do sistema imune inato mediado

por receptores TLR4 (Toll-like receptors 4) (ALFONSO-LOECHES; GUERRI, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Componentes neuroinflamatérios do dano cerebral induzido por etanol. O etanol, através da ativagdo dos
receptores Toll like 4 (TLR4 — Toll —like receptor 4) e interleucina-1 (IL-1RI — interleukin-1 receptor), estimula as
células microgliais e astrocitos, que desencadeiam as vias de sinalizagdo (MAPK (Mitogen-activated protein
kinases), o NF-kB (Nuclear fator Kappa B) e AP-1 (Activator protein-1)) e a producdo de mediadores pro-
inflamatorios (iNOS (Inducible nitric oxide synthase) e COX-2(Cyclooxygenase-2)), citoquinas (IL-6 (Interleukin-
6), IL-1B (Interleukin-1 ) e TNF-a (Tumor Necrosis Factor o), espécies reativas de oxigénio (EROS) e 6xido nitrico
(NO), que conduzem a danos neuroinflamatoérios. Os produtos derivados da microglia e astrécitos atuam em
combinagdo para promover a neurotoxicidade e favorecer a morte celular. Estes eventos inflamatoérios podem
também aumentar a lesdo da célula através da ativagdo de receptores TRL4, por ligantes TLR endogenos (por
exemplo, DAMPS (Damage-associated molecular pattern molecules) - incluindo o dendrito celular) permitindo uma
amplificagdo da resposta inflamatoéria induzida por etanol de modo ciclico. Barreira hemato-encefalica (ALFONSO-
LOECHES; GUERRI, 2011).

As mudangas desencadeadas pelo etanol em circuitos neurais agem nos processos
motivacionais, incluindo a excitagdo, o sistema de recompensa e o estresse do organismo. Essas
mudancas afetam diferentes sistemas neurotransmissores, como: gabaérgico, glutamatérgico,
opidide, serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico e colinérgico (GILPIN; KOOB, 2008).
O sistema neurotransmissor gabaérgico se relaciona aos efeitos depressores do SNC, uma vez que
o etanol, por possuir alta afinidade pelos receptores GABA4, presentes em mais de 20% dos

neurdnios cerebrais, favorecem suas conexoes sinapticas (GILPIN; KOOB, 2008).
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O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC. Atua através de varios
subtipos de receptores, incluindo o NMDA com efeitos ambiguos. Inicialmente, seu consumo
agudo aumenta liberagdo do neurotransmissor glutamato no hipocampo, levando a excitacao
caracteristica de alcodlicos. O aumento da dose favorece aos efeitos antagonistas do etanol sobre
os receptores NMDA, gerando sintomatologia de sonoléncia e depressdo. Apds a ingestdo cronica
de etanol, ocorre aumento de receptores NMDA no encéfalo, contribuindo para geracdo de crises
de abstinéncia com hiperexcitabilidade do SNC, refletindo no aumento da agressividade
observada em animais ¢ em humanos (GASS; OLIVE, 2008; TURCATEL; FUNCHAL,;
GOMEZ, 2012).

Nos receptores opidides, o etanol age como agonista, sendo o principal responsavel pelo
reforco positivo com dependéncia, fissura e sinais de abstinéncia (ROBERTS et al., 2000;
TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012).

Os efeitos do etanol sobre o sistema serotoninérgico envolvem as alteragdes dos niveis de
serotonina no encéfalo, refletindo em agressividade e impulsividade. Além disso, o etanol afeta o
sistema dopaminérgico via mesolimbica, responsavel pela dependéncia. Todos os sistemas
neurotransmissores descritos contribuem para alteragdes de comportamento associadas ao
consumo de alcool por seres humanos e animais. Compreender as redes neurais alteradas pelo
etanol favorece o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para o alcoolismo

(GILPIN; KOOB, 2008; TURCATEL; FUNCHAL; GOMEZ, 2012).

1.3 Cerebelo

1.3.1 Anatomia macroscdpica do cerebelo

O cerebelo ¢ originario da parte dorsal do metencéfalo e situa-se dorsalmente ao bulbo e a
ponte, contribuindo para formacao do teto do IV ventriculo. Repousa sobre a fossa cerebelar do
0sso occipital, comunica-se a medula e ao bulbo pelo pedinculo cerebelar inferior, a ponte e ao
mesencéfalo pelos pedinculos cerebelares médios e superiores. Anatomicamente, distingue-se no
cerebelo uma por¢do impar e mediana, o vermis, ligado a duas grandes porcdes laterais, os
hemisférios cerebelares. Sua superficie apresenta sulcos de direcdo predominantemente

transversais que delimitam laminas finas denominadas folhas do cerebelo. Existem também
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sulcos mais pronunciados, as fissuras do cerebelo, delimitando l6bulos, podendo conter varias

folhas (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003; COSENZA, 2005).

De acordo com Larsell (1970), o cerebelo de todo mamifero pode ser dividido em dez
lobulos basicos, numerados com algarismos romanos de I a X, da regido anterior para posterior,
adicionalmente subdivididos em lobulos secundarios e terciarios. A proposta baseia-se
principalmente na ontogénese do 6rgao e leva em consideragdo o fato de que a primeira fissura a
aparecer durante o desenvolvimento do cerebelo ¢ a pdstero-lateral, dividindo-o em duas partes
desiguais: o 16bulo fléculo-nodular ¢ o corpo do cerebelo. Seguido do surgimento da fissura
prima que separa o corpo do cerebelo em lobos anterior e posterior (MACHADO, 2002;
KEIRNAN, 2003; COSENZA, 2005).

Outra forma de divisdo cerebelar ¢ a filogenética, cuja compreensdo exige o
conhecimento de alguns aspectos da filogénese do 6rgdo, sendo reconhecidas trés divisoes,
correlacionadas a complexidade dos movimentos realizados pelo grupo de vertebrados
caracteristicos de cada fase (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003):

e Arquicerebelo: consiste no 16bulo floculo-nodular junto a regido adjacente do vermis
inferior (Uvula), presente nos peixes e anfibios inferiores, corresponde ao cerebelo
vestibular (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003);

e Paleocerebelo: representado pelo lobo anterior € pelo vermis inferior no lobo posterior
(Gvula e piramide). Encontra-se em anfibios superiores € apresenta-se maior em répteis e
aves, corresponde ao cerebelo espinhal. (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003);

e Neocerebelo: formado pelos hemisférios cerebelares juntamente com o vermis superior do
lobo posterior, presente em mamiferos e maior em humanos, corresponde ao cerebelo
cortical. (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003);

Nos mamiferos, a por¢cao medial do cerebelo (vermis) possui padrdao de foliacao ao longo
do eixo antero-posterior (AP) distinta das extensdes laterais (hemisférios), com a zona
intermediaria separando-os (zona paravermal). Lateralmente, estdo o floculo e noddulo,
estendendo-se da porcao ventral do cerebelo posterior, com foliacdo diferente das demais regides.
A referéncia morfoldgica pode ser usada para dividir o cerebelo no eixo médio-lateral (ML) em
quatro regides distintas molecularmente, funcionalmente e com padrao de terminagdes aferentes

(CHOCKKAN; HAWKER, 1994; HALLEM et al., 1999). Anatomica e fisiologicamente, o
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cerebelo adulto ¢ funcionalmente compartimentalizado dentro de grupos ao longo do eixo ML.
Esses agrupamentos aparecem como estrutura bdsica, na qual as fungdes cerebelares sio

executadas (HASHIMOTO; MIKOSHIBA, 2003).
1.3.2 Histologia do cerebelo

O cerebelo esta entre os Orgdos mais complexos do sistema nervoso central dos
mamiferos (LEE et al., 2001). Constituido de centro de substancia branca, corpo medular do
cerebelo, composto de nucleos cerebelares, de onde irradiam laminas brancas revestidas
externamente por fina camada de substancia cinzenta, o cortex cerebelar (MACHADO, 2002;
KEIRNAN, 2003), formado principalmente por dois tipos de neuronios: as células granulares e
de Purkinje (ALTMAN, 1972 ab,c; VOOGD; GLICKSTEIN, 1998). O cortex cerebelar ¢
histologicamente homogéneo e possui citoarquitetura caracterizada por trés estratos: molecular,

purkinjense e granuloso (VOOGD, 2003) (Figura 2 a-c).

O estrato molecular ¢ superficial, constituido de fibras em direcdo paralela, células
estreladas e em cesto. Apresentam sinapses axossomaticas em torno do corpo das células de

Purkinje (VOOGD; GLICKSTEIN, 1998; MACHADO, 2002).

O estrato purkinjense representa o elemento dominante no processo de informacgao
cerebelar (APFEL, 2002). As células de Purkinje sdo piriformes e grandes, dotadas de dendritos
que se ramificam na camada molecular e axonio em direcdo oposta, terminando nos nucleos

centrais do cerebelo, mediante a¢do inibitoria (MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003).

O estrato granuloso ¢ formado por células granulares ou granulos do cerebelo, neurdnios
pequenos com citoplasma reduzido e numerosos (Figura 2a-c). Tém varios dendritos € um axonio
que, ao atingir a camada molecular, bifurca-se em T originando as fibras paralelas que
estabelecem sinapses com os dendritos das células de Purkinje. Ademais, na camada granular

identificam-se as células de Golgi. (MACHADO, 2002).
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Figura 2. a-c. Fotomicrografias do cerebelo do rato. H.E. a. Observar estratos molecular (M), purkinjense (seta) e
granular (G), note grande nimero de neurénios que compdem a camada granular (G) 20X. b. Cortex cerebelar (*) e
corpo medular do cerebelo (**) 5X. c. Células de Purkinje (setas) 40X (OLIVEIRA et al., 2014).

1.3.3 Conex0es cerebelares

Trés classes de projecdes aferentes do cerebelo emitem sinais para todos os lobulos. A
primeira classe sdo as fibras musgosas, originadas de regides do encéfalo e medula espinhal. Seus
axonios sdo enviados ao cerebelo dos nicleos pontino, vestibular e todos os segmentos da medula
espinhal. A segunda classe de conexdes aferentes sdo as fibras trepadeiras do complexo olivar
inferior, com terminag¢des nervosas na camada molecular interagindo junto as células de Purkinje.
A ultima classe inclui as aferentes noradrenérgicas do locus ceruleus, as colinérgicas dos nucleos
pedinculo-pontino e as serotoninérgicas dos nucleos da raphe. Situam-se nos estratos do cortex
cerebelar e possuem organizagdo semelhante médio-lateral (MACHADO, 2002; SILLIOTOE;
JOYNER, 2007).

As musgosas, ao penetrarem no 6rgdo, emitem ramos colaterais que fazem sinapses
excitatorias com os neurdnios dos nucleos cerebelares. No estrato granuloso, se ramificam
terminando em sinapses excitadoras axodendriticas com grande ntimero de células granulares
que, através das fibras paralelas, se ligam as células de Purkinje e constituem o circuito cerebelar
basico. As células de Purkinje, de Golgi, estreladas e as “em cesto”, possuem agdo inibitdria e
atuam pela liberagdo do acido gama-aminobutirico (GABA). As células granulares, inicas com
fungdo excitatoria do cortex cerebelar, tem como neurotransmissor o glutamato (MACHADO,

2002).
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Os nucleos cerebelares localizam-se na substancia branca (MACHADO, 2002). O ntcleo
do fastigio fica proéximo ao plano mediano em relagdo com o ponto mais alto do teto do IV
ventriculo. O denteado ¢ o maior dos ntcleos centrais € se posiciona lateralmente. Entre esses
dois, encontram-se os nucleos emboliforme e globoso, semelhantes do ponto de vista funcional e
estrutural. A informagdo ¢ processada grosseiramente nos nucleos centrais e aprimorada por

impulsos recebidos do cértex (MACHADO, 2002; KIERNAN, 2003).
1.3.4 Conexdes cerebelares extrinsecas e organizagdo morfofuncional

O cerebelo recebe aferéncias dos nucleos vestibulares, medula espinhal, formacgao
reticular, nucleos pontinos ¢ do complexo olivar inferior (CONSENZA, 2005). Envia respostas
por conexoes eferentes que influenciam os neurdnios motores da medula de forma indireta e
atuam por intermediarios de areas do tronco encefalico, tdlamo ou regides motoras do cortex
cerebral. As projecdes eferentes do cerebelo sdo provenientes de trés nucleos centrais que
interagem com os axonios das células de Purkinje das trés zonas longitudinais do corpo cerebelar

(MACHADO, 2002; KEIRNAN, 2003; CONSENZA, 2005).

O cerebelo vestibular ocupa-se basicamente da manuten¢do do equilibrio corporal.
Representado pelo lobulo fléculo-nodular, recebe fibras originadas nos receptores do labirinto da
orelha interna, informando a posicdo e os movimentos cefalicos. Essas aferéncias podem ser
diretas ou indiretas ao cerebelo com sinapse nos nucleos vestibulares. O cortex do 16bulo fléculo-
nodular processa as informagdes e comunica-se aos nucleos vestibulares através do axonio das
células de Purkinje. Origina o tracto vestibulo-espinhal, que influencia os neurénios motores da
medula, por¢cdo medial, e atua sobre a musculatura proximal. Os nucleos vestibulares formam
fibras que participam do mecanismo de controle dos movimentos oculares pelo fasciculo

longitudinal medial (KEIRNAN, 2003; CONSENZA, 2005).

O cerebelo espinhal supervisiona a manutencdo do tonus muscular, necessario a
permanéncia da postura corporal. Recebe informagdes do corpo em fun¢do da medula, através
dos tractos espinocerebelares anterior e posterior, que se dirigem ao cortex do lobo anterior e
porgdes do vermis do lobo posterior do cerebelo. Apos processamento das informagdes, o cortex

cerebelar comunica-se aos nucleos do fastigio, emboliforme e globoso. Emitem conexdes para o
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tronco encefalico: o nucleo do fastigio para os nucleos vestibulares e formagdo reticular, os

nucleos emboliforme e globoso para o nucleo rubro (KEIRNAN, 2003; CONSENZA, 2005).

O cerebelo cortical ¢ importante na coordenacgdo e planejamento da motricidade. Regides
do cortex cerebral enviam fibras aos ntcleos pontinos através do tracto cortico-pontino, associado
as areas ligadas aos processamentos sensoriais ou regides de associagdo, cortex pré-frontal. Os
nucleos pontinos fazem sinapses com porcdes laterais do cortex cerebelar. A informacdo ¢
processada e encaminhada aos nucleos denteados, que se ligam ao talamo e emitem fibras para
areas do cortex cerebral com fungdes motoras e, também, em por¢des que deram inicio ao
circuito. O circuito cortico-ponto-cerebelo-talamo-cortical influencia o cortex cerebral, porcao
motora, que origina o tracto cortico-espinhal responsavel pelos movimentos voluntarios e atua na

por¢do muscular distal (KEIRNAN, 2003; CONSENZA, 2005).
1.3.5 Consideragoes funcionais

O cerebelo ¢ coordenador da motricidade, compara as ordens emanadas dos centros
superiores € 0s movimentos executados, providenciando que sejam suaves, harmodnicos e eficazes
(COSENZA, 2005). Regula o movimento e o equilibrio, ajusta informagdes e recebe aferéncias
dos sistemas motores descendentes do cérebro (GHEZ, 2001). A manutencdo do equilibrio e da
postura ocorre basicamente pelo arquicerebelo e zona medial (vermis). O controle dos
movimentos voluntarios envolve duas etapas: planejamento do movimento, elaborada na zona
lateral do o6rgdo por informacgdes trazidas via cortico-ponto-cerebelar e outra de correcdo do
movimento, de responsabilidade da zona intermédia do cerebelo, a qual compara as
caracteristicas do movimento em execu¢do ao plano motor e promove corregdes via interposito —
talamo — cortical MACHADO, 2002). Lesdes, nessa regido, provocam distirbios da coordenagao
nos movimentos dos membros (ataxia) e olhos (nistagmo), decomposicdo dos movimentos,
déficit de equilibrio e reducdo de tonus muscular, acarretando hipotonia (GHEZ, 2001;

COSENZA, 2005).

A integracdo da atividade motora do cerebelo inclui o controle da linguagem, uma vez
que esta ligado a iniciagdo, planejamento e ritmos dos movimentos musculares voluntarios dos

orgaos fonoarticulatorios e alteragdes neurais resultam em disartria (SCHMAHMANN, 1991).
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O aprendizado motor ocorre por fibras olivo-cerebelares, trepadeiras, que fazem sinapses
com as células de Purkinje (MACHADO, 2002). Possui papel importante na aquisicdo da
memoria de procedimentos, controle visceral, processos sensoriais, de atencao, linguagem e de
outros sistemas comportamentais. No entanto, sua forma de atuagdo nao esta evidente. Especula-
se que sua fungdo seria comparar € preparar o sistema nervoso para aquisi¢do e analise de
informacdes, além da acdo propriamente dita. Atuaria como um sistema computacional, capaz de

detectar, prevenir e corrigir erros, nos processos motores ou cognitivos (COSENZA, 2005).

O cerebelo, ndo obstante constitua apenas 10% do volume total do encéfalo, contém mais
da metade de todos os neurdnios do sistema nervoso central (GHEZ, 2001). Estudos apontam sua
participacdo na cognicdo, desenvolvimento e alteragdes psiquidtricas (RAPOPORT; VAN
REEKUM; MAYBERG, 2000), possuindo conexdes via talamo para areas encefalicas relevantes
a esses processos (MIDDLETON; STRICK, 1997; DOLAN, 1998).

1.4 Cerebelo e etanol

Anadlises neuropatologicas revelaram alteracdes do cerebelo em doengas cognitivas e
comportamentais. Além disso, o etanol, por décadas, foi avaliado no cerebelo em decorréncia das
alteracdes de coordenacdo motora acarretadas por seu consumo (BUGALHO; CORREA;
VIANA-BAPTISTA, 2006).

O conceito de rede neuronal propde que areas distantes do cérebro possam participar de
diversas formas, através de vias e circuitos proprios, do controle de fungdes cognitivas,
contribuindo com elementos especificos para um resultado comportamental, que ¢ efeito da
combinagdo de varias operacdes. Nesse contexto, o cerebelo também atua junto a orientagdo
visuoespacial, a linguagem e ao comportamento afetivo, sendo as investigagdes sobre sua agao
nessas atividades um dos maiores desafios da neurociéncia. O papel do cerebelo no
comportamento afetivo foi evidenciado por trabalhos que mostraram pacientes com lesdes
cerebelares apresentando distirbios afetivos como: desinibicdo, impulsividade, comentarios
inapropriados ou infantilizacdo. Subsequentemente, déficits comportamentais € emocionais tém
sido descritos em pacientes com dano cerebelar congénito ou adquirido: apatia, indiferenga,

transtornos obsessivo-compulsivos, tragos de psicose, comportamento agressivo € sindrome do
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panico. Tém-se demonstrado vias bidirecionais que ligam o cerebelo as regides envolvidas na
regulacdo emocional, ou seja, o sistema reticular (excitagdo), areas corticais de associacdo
(processamento cognitivo de emocgdes) e estruturas limbicas (BUGALHO; CORREA; VIANA-
BAPTISTA, 2006; DE SMET et al., 2010).

Devido ao seu papel predominante na motricidade, o envolvimento do cerebelo na
modulacdo cognitiva e afetiva foi negligenciado. A fun¢do do cerebelo na neurocogni¢do ainda
nao estd elucidada, ndo se conhecendo a natureza exata do mecanismo cerebelar (DE SMET et
al., 2010). Dessa forma, o estudo do impacto do etanol sobre o cerebelo deve buscar elucidar nao
so alteracdes de coordenacdo ja conhecidas, como também os problemas afetivos, de linguagem,
memoria e comportamentais. O etanol ¢ uma neurotoxina que altera as propriedades fisico-
quimicas das membranas plasmaticas, afetando a embriogénese, a migragdo e a diferenciacao
celular. A exposicdo pré-natal a droga afeta o desenvolvimento de quase todos os Orgaos.
Entretanto, o encéfalo ¢ mais suscetivel a toxicidade pelo etanol, lesando componentes celulares
cruciais ao desenvolvimento cerebral, manifestado depois de longo tempo na prole por: mas
formagdes craniofaciais, alteracdes na morfologia e funcdo do SNC (SILVA et al., 2006;
BAILEY; SOKOL, 2008; GUERRI; BAZINET; RILEY, 2009).

Os neurdnios de Purkinje e granulares do cerebelo sofrem apoptose em resposta a
exposicao cronica ao etanol (IKONOMIDOU; KAINDL, 2011), esta se reflete em atrofia difusa
do cortex cerebelar (OLIVEIRA et al., 2014a) ou de porcdes especificas, como a regido
anterossuperior do vermis (VICTOR; ADAMS; MANCALL, 1959; PHILLIPS; HARPER;
KRIL, 1987; TORVIK; TORP, 1986). Além desta regido, o 16bulo floculo-nodular e a substancia
branca mostram diminuicdo do volume em humanos alcoolicos (VICTOR; ADAMS;
MANCALL, 1959; BAKER et al.,, 1999). A principal caracteristica neuropatoldgica que
contribue para a atrofia cerebelar ¢ a perda e/ou atrofia das células de Purkinje (ALLSOP;
TURNER, 1966; PHILLIPS; HARPER; KRIL, 1987; KARHUNEN; ERKINJUNTTI, 1994;
ANDERSEN, 2004).

A exposi¢do pré-natal ao etanol diminui o volume cerebral. Todavia, no cerebelo, onde
esta redugdo ¢ mais intensa, ocorre a degeneragdo das fungdes cognitivas e comportamentais (DE
SMET et al., 2010). Ao longo de seu desenvolvimento, o cerebelo mostra-se extremamente
vulneravel ao consumo de etanol em grandes quantidades, o que ocasiona prejuizos as células de

Purkinje, granulares e da glia (MAIER; WEST, 2001; SAKATA-HAGA et al., 2001). Os
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neurdnios de Purkinje sdo os elementos dominantes do processamento de informagdes cerebelar
(APFEL et al., 2002), os quais, assim como as células granulares, podem sofrer apoptose frente
ao etanol (LUO, 2012; OLIVEIRA et al. 2014 a,b), desencadeando prejuizos a coordenagao
motora (ITO, 1984; SARNA; HAWKES, 2003; JAATINEN; RINTALA, 2008; LUO, 2012;
HUANG et al., 2013).

O termo apoptose, sindnimo de morte celular programada, conceitua uma forma de morte
celular distinta morfologicamente, associada a fisiologia normal. Esta relacionada com a
manuten¢do da homeostase e com a regulacdo fisiologica dos tecidos, mas pode também ser
causada por um estimulo patolégico (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; NOVAIS et al.,
2012).

A apoptose ocorre no SNC durante o desenvolvimento normal, mas também pode ser
induzida por doenca ou apds insultos exdgenos. Dependendo da magnitude do estimulo, ela
acontece de forma local ou difusa. Devido a estrutura altamente ordenada do sistema nervoso, as
abordagens de deteccdo imunoistoquimicas fornecem uma variedade de informagdes sobre a
natureza espago-temporal do processo apoptotico, permitindo a identificagdo de doengas e de
populagdes celulares suscetiveis a apoptose (LEE; McKINNON, 2009).

Existe uma vasta literatura que mostra as lesdes cerebelares decorrentes do consumo pos-
natal de alcool, dos efeitos do consumo do alcool em ratas prenhas e durante a sinaptogénese
(NAPPER; WEST, 1995; OLNEY et al., 2000; NOWOSLAWSKI; KLOCKE; ROTH, 2005;
LUO, 2012 ), porém estudos do impacto do alcool sobre ratos adultos sdo menos frequentes.
Acredita-se que tal ocorréncia esta relacionada ao fato de o cerebelo ser um dos 6rgdos mais
suscetiveis as lesdes provocadas pela presenca do etanol durante o desenvolvimento, sofrendo
apoptose de seus neuronios principais: Purkinje e granulares (LUO, 2012).

Ainda no ambito experimental, a exposi¢do ao etanol, mesmo que por curto periodo, pode
causar apoptose de forma difusa no cérebro de roedores em desenvolvimento e acarretar déficits
neurocognitivos permanentes. Tem sido proposto que estes déficits neurocomportamentais
observados sdo decorrentes da sindrome fetal alcodlica (FASD) (FABER; CREELEY; OLNEY,
2010). Apesar de o cerebelo ser um dos o6rgdos mais suscetiveis ao etanol durante o
desenvolvimento (LUO, 2012), em ratos adolescentes os neurdnios de Purkinje mostraram-se
menos suscetiveis aos efeitos do etanol que em animais adultos, onde o etanol leva a significativa

diminui¢do da atividade de condugao das células de Purkinje e consequente dano motor (VAN
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SKIKE et al., 2010). O etanol também desencadeia alteracdes no metabolismo da glicose e
predispdem a morte neuronal no cerebelo (FATTORETTI et al., 2003).

Doengas relacionadas com o etanol no sistema nervoso sdao causadas pela exposicao
excessiva ao etanol, com ou sem deficiéncias nutricionais. Os efeitos toxicos e metabodlicos do
etanol variam de acordo com a regido do cérebro, idade, estagio de desenvolvimento, dose e
duracdo da exposicdo. No cérebro adulto o consumo cronico de etanol pode causar doencas
debilitantes e graves do sistema nervoso central, periférico e do musculo esquelético. Mais
comumente, o consumo de etanol cronico leva a perda de substancia branca cerebral e
deficiéncias na fungdo executiva. O cerebelo (especialmente no vermis), o circuito coértico-
limbico, o musculo esquelético e os nervos periféricos também sdo alvos importantes da lesao
metabolica cronica relacionada ao alcool e consequente degeneragdo. Apesar de todos os tipos de
células no sistema nervoso serem vulneraveis aos efeitos do etanol, os astrocitos,
oligodendrocitos e terminais sinapticos sofrem neurodegeneragdo, levando a atrofia da substancia
branca, inflamagdo neural e toxicidade com prejuizos a sinaptogéneses. Além disso, a
neuropatologia cronica degenerativa faz com que alcodlicos estejam mais predispostos a
desenvolver lesdes hemorragicas agudas, potencialmente fatais no diencéfalo e tronco cerebral,
por deficiéncia de tiamina, que exerce efeitos toxicos na glia, mielina e na microcirculagdo. O
etanol também tem efeitos neurotdxicos e teratogénicos devastadores sobre o cérebro em
desenvolvimento, em associacdo com a sindrome fetal alcoolica. Esta droga, da mesma forma,
prejudica a funcdo dos neurdnios e células gliais, interrompendo uma ampla variedade de
fungdes, incluindo a sobrevivéncia neuronal, migragao celular, e diferenciagdo das células da glia
(astrocitos e oligodendrécitos) (SUZANNE; KRIL, 2014).

Alcoolicos sofrem disfungdes motoras discretas que se tornam mais acentuadas com a
idade. Estes déficits envolvem a estrutura e funcdo de neuronios de Purkinje, que apresentaram
regressao dendritica em animais adultos e no envelhecimento, apds o consumo prolongado de
etanol. Tal alteracdo ¢ precedida por dilatacdo extensa do reticulo endoplasmatico liso (SER),
sendo o componente do SER mais afetado pelo etanol a bomba Ca** ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), responsaveis pela fixacdo do célcio no SER. Diminui¢des induzidas
pelo etanol nos niveis da bomba SERCA se assemelham aos achados da dilatagdao do SER, o qual

precede e ocorre concomitantemente com regressao dendritica (DLUGOS, 2015).
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Em humanos, a abstinéncia alcodlica leva a déficits especificos de conectividade
funcional e recrutamento de regides adicionais do cérebro, necessarias para o desempenho de
tarefas simples. Esse padrao funcional fronto-cerebelar diminuido ¢ altamente compativel com as
lesdes neuropatoldgicas documentadas em alcoolistas e pode refletir na disfuncdo cerebral
associada com alcoolismo (ROGERS et al., 2012).

Pesquisas que envolvem substancias neuroprotetotas também vém sendo realizadas,
porém mais comumente em associagdo com o desenvolvimento cerebelar. A taurina mostra-se
como um neuroprotetor da apoptose decorrente da agdo do etanol no cerebelo com padrao
distinto de atuagdo, sendo mais efetiva para as células granulares do que aos neurdnios de
Purkinje (TARANUKHIN et al., 2010).

Assim, avalia-se o etanol como lesivo ao cerebelo de animais e do homem, nas diferentes
idades e em diferentes formas de exposi¢do. Pesquisas mostram o impacto do etanol no cerebelo,
sendo a apoptose o principal mecanismo de morte celular decorrente do consumo desta droga
(IDRUS et al., 2011; VAN SKIKE et al., 2010; LUO 2012; ROGERS et al., 2012; ZEEUW et
al., 2012; OLIVEIRA et al. 2014b). Todavia, ainda serdo necessarios maiores estudos que
evidenciem os mecanismos de acdo do etanol na lesdo cerebelar e os déficits funcionais

decorrentes do consumo desta substiancia em animais, bem como nos seres humanos.

1.5 Mecanismo da apoptose

O acido desoxirribonucleico (DNA) gendmico sofre ameacas frequentes, mesmo em
células saudaveis. Os danos podem decorrer de espécies reativas do oxigénio, erros estocasticos
na duplicacdo ou recombinacdo do DNA, bem como de genotoxinas ambientais ou terapéuticas.
Os organismos multicelulares t€ém a possibilidade de eliminar as células danificadas por meio da
ativacdo de mecanismos de morte celular programada (NORBURY; ZHIVOTOVSKY, 2004;
CARMINATI et al., 2010). A apoptose pode ser compreendida como um tipo de auto-destrui¢do
celular que ocorre de forma ordenada e demanda energia para a sua execucao. Estd relacionada
com a manutengao da homeostase e com a regulagdo fisiologica dos tecidos (LOPES, 2009;
GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Pode ser reconhecida por caracteristicas morfologicas

marcantes e coordenadas como: condensagdo da cromatina, que se concentra junto a membrana
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nuclear, prolongamentos da membrana celular, presenga de porgdes celulares com fragmentos
nucleares denominados corpos apoptoticos que, por sua vez, sdo fagocitados por macrofagos e
removidos sem causar um processo inflamatdrio. Outra caracteristica muito marcante da morte
por apoptose ¢ a fragmentagcdo internucleossomica do DNA, a qual possui um padrao

caracteristico (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; NOVAIS et al., 2012).

Diversos genes regulam a apoptose, dentre eles estdo as familias: caspases (Cystein-
proteinase-aspartic-ase), Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2), 1APs (Inhibitor of apoptosis proteins) e
TNF (Tumor Necrosis Factor) . As caspases sdo cisteinas proteases que pertencem a uma grande
familia de proteinas com atividades enzimaticas. Estas sdo proteinas homodlogas entre si, com 14
membros bem caracterizados nos mamiferos, dos quais 11 no ser humano. As caspases sao
divididas em duas classes, as iniciadoras e as efetoras. As caspases iniciadoras possuem pro-
dominios longos, envolvidos na iniciagdo da cascata proteolitica. J& as efetoras apresentam pro-
dominios curtos ou inexistentes, responsaveis pela clivagem de substratos. A ativacdo das
caspases efetoras (como as caspases 3 e 7) ¢ desempenhada por caspases iniciadoras (como a
caspase 9), através da clivagem de residuos especificos de acido aspartico interno, que se
separam em subunidades pequenas e grandes. As caspases iniciadoras, entretanto, sao
autoativadas e inevitavelmente desencadeiam uma cascata de ativacdo de caspases rigidamente

regulada (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; NOVAIS et al., 2012).

A familia Bcl-2 ¢ composta por proteinas indutoras e repressoras da morte celular
apoptotica participando ativamente da regulacdo deste processo. Entre elas, Bcl-2 e Bel-x1 (Bcl-2
related gene, long isoform) inibem a apoptose, uma vez que previnem a liberagcdo de citocromo ¢
e sdo chamados de reguladores antiapoptoticos. Ja, Bax (Bcl-2 associated X protein), Bid (BH3
interacting domain death agonist) e Bak (Bcl2- antagonist killer 1) sdo proteinas pro-apoptoticas.
A expressao de Bcl-2 ¢ capaz de inibir a geracao de espécies reativas do oxigénio e a acidificagao
intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria. A homeostasia ¢
mantida pelo controle da quantidade de proteinas antiapoptoticas e pro-apoptéticas (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007).

As TAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein) sdo proteinas que atuam como inibidoras de
apoptose e exercem seu papel antiapoptotico através da capacidade de inibirem a atividade das

caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e de modularem o fator de transcricdo NF-kB
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(Nuclear fator Kappa B). As IAPs foram primeiramente isoladas do genoma de baculovirus.
Durante a apoptose, as [APs sdo removidas por uma proteina liberada da mitocondria
denominada Smac/DIABLO (second mithocondria-derived activator of caspases/ Direct IAP-
Binding Protein with Low pl). Ap6s o dano mitocondrial, a Smac/DIABLO ¢ liberada do espago
intermembrana para o citoplasma, juntamente com o citocromo c¢. Enquanto o citocromo c liga-se
a APAF-1 (Apoptotic protease activating factor-1) e ativa diretamente a caspase-9,
Smac/DIABLO, remove as IAPs de sua ligacdo inibitéria com as caspases (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007).

A superfamilia dos receptores fatores de necrose tumoral (rTNF) ¢ composta por diversos
membros: TNFR-1 (Tumor necrosis factor receptor 1), Fas/CD95 (Fas receptor), TRAIL (Tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), os quais possuem como principal
caracteristica um dominio extracelular rico em cisteina. Dentre eles, os receptores do Fas (Fatty
acid synthetase) e do TNF s3o os dois receptores de morte mais bem caracterizados, da
superfamilia TNF/NGF (NGF- Nerve growth fator). A ativagdo do Fas pelo seu ligante (FasL -
Fas ligand) estd envolvido no mecanismo de ativacao de células T citotoxicas e de células NK
(Natural killer) contra células cancerosas e infectadas por virus (KUSHLINSKII et al., 2002).

A resposta apoptética ¢ mediada através de duas vias: extrinseca e intrinseca, dependendo
da origem do estimulo para morte celular. A via intrinseca (mitocondrial) ¢ desencadeada em
resposta a amplas mudancas nos estimulos de morte que sdo geradas no interior da célula,
enquanto a via extrinseca (de receptores de morte) ¢ iniciada pela juncdo de ligantes de morte

extracelulares a receptores de morte da superficie celular (NOVALIS et al., 2012).

A via intrinseca ¢ ativada por estresse intracelular ou extracelular como a privacdo de
fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes. Os sinais que sdo
transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para a mitocondria. Esta, por
sua vez integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagao mitocondrial com
consequente liberacdo de moléculas pro-apoptoticas nela presentes, perda do homeostasia celular,
com interrupc¢ao da sintese da adenosina trifosfato (ATP) e aumento nos niveis de EROS, que por
sua vez levam a oxidacao de lipidios, proteinas e 4cido nucléicos. Os diferentes sinais indutores
de apoptose detectados pela mitocondria, fazem com que ocorra a liberagdao de citocromo ¢ e de

proteinas ativadoras da apoptose para o citosol. No citosol, o citocromo ¢ forma um complexo
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com a APAF- 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-
9, liberando a caspase-9, ativa. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai ocasionar
a apoptose (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A via extrinseca da apoptose ¢ iniciada por agdo extracelular de mensageiros,
denominados ligantes de morte. Estes se ligam aos receptores de superficie da célula chamados
de receptores de morte, que ativam o sinal intracelular de eventos que iniciam a cascata
apoptotica (REED, 2000). Os receptores do Fas e do TNF possuem ligantes correlatos FasL e o
TNF. O Fas liga trés moléculas de Fas resultando em um trimero, formando um grupo de
dominio de morte que associa-se com uma proteina adaptadora chamada FADD (FAS-associated
death domain) que entdo se liga através de seu proprio dominio de morte. O FADD contém um
segundo dominio chamado de DED (Death effector domain), responsavel pelo recrutamento da
pro-caspase 8 através dos dominios DED presentes em sua proenzima. A pro-caspase 8 sofre
clivagem propria e ativagdo, seguindo oligdmeros no complexo protéico Fas-associado. Isto por
sua vez ativa os efetores de caspases, levando a célula a apoptose (WHITE; MCCUBREY, 2001,
GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; LIZARTE NETO, et al. 2013).

1.6 Proteinas envolvidas na cascata da apoptose e na diferenciacao celular

Dentre as diversas moléculas que atuam na cascata de eventos apoptoticos, algumas
merecem destaque por seu papel primordial. Independente da via que conduza a apoptose, quer
seja via extrinseca ou via intrinseca, ambas culminam com a clivagem e ativacao da pré-caspase-
3. A caspase 3 esta presente no citosol e no espago intermembrana mitocondrial na sua forma
inativa, como pro-caspase 3, a qual possui 32 KDa (também designada de CPP32/ Yamal/
Apopain) sofrendo processamento proteolitico em residuos conservados asparticos para produzir
duas subunidades, grandes e pequenas (20KDa e 17 KDa), que dimerizam para formar a enzima
ativa. Essas proteases sdo caracterizadas pela especificidade quase em absoluto para o acido
aspartico na posi¢ao P1, sendo que elas contém conservado o local ativo do pentapeptideo
QACXG (onde X ¢ R, Q ou G) (COHEN, 1997).

As enzimas ativas funcionam como tetrameros formados por dois heterodimeros de
subunidades pequenas e dois de subunidades grandes (17-20). Os heterodimeros contém um local

ativo composto por residuos de ambas as subunidades pequenas e grandes. Cada sitio ativo

Oliveira, S.A -32-



PGBGA- Doutorado | 2015

contém um subsitio S1 carregado positivamente o qual se liga ao subsitio P1 do substrato
aspartato carregado negativamente. Esse local de ligagdo S1 ¢ altamente conservado. Portanto,
todas as caspases clivam-se unicamente apds o residuo aspartato (COHEN, 1997).

Na execugdo da cascata apoptotica, a caspase-3 € responsavel pela proteodlise de
substratos que contenham: Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) (COHEN, 1997). A existéncia da
extensao Asp nos sitios de manuten¢do da clivagem, conferem as caspases a habilidade de se
auto-clivar ou de serem clivadas pelas outras caspases, visando a amplificagdo da cascata
apoptética (ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001).

Na ativagdo da cascata das caspases, a degradacdo de DNA ocorre em primeiro lugar nas
regides ricas em A/T produzindo-se assim, fragmentos de 50 — 200 Kb. A CAD (Caspase
activated DNase) ¢ armazenada pelo seu inibidor ICAD (Inhibitor of CAD), o qual ¢ inativado
quando clivado pela caspase-3 (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). A degrada¢do de DNA
nas células apoptoticas ¢ de responsabilidade da CAD. (DANIAL; KORSMEYER, 2004).

A apoptose de forma descontrolada ¢ responsavel por diversas patologias humanas,
incluindo doencas neurodegenerativas, tais como: Alzheimer e doenga de Huntington, lesdes
cerebrais isquémicas, doencas auto-imunes e varios tipos de canceres (COHEN, 1997). Sendo a
ativacdo da caspase 3 a via final para morte celular apoptotica, esta tem sido extensivamente
estudada em diferentes 6rgaos alvos e com vdrias formas de tratamentos.

No cerebelo de ratos adultos, ocorre aumento de marcacdo de caspase-3 frente ao
consumo cronico de etanol (OLIVEIRA et al., 2014b). A caspase 3 também mostra-se aumentada
em fetos, com idade gestacional de 21dias, de ratas prenhas expostas ao chumbo nas primeiras
duas semanas de concepcao. A exposi¢do ao chumbo prejudica o desenvolvimento das camadas
cerebelares, induz mudangas estruturais e a apoptose no cortex cerebelar fetal, a qual ¢
evidenciada pelo aumento da caspase 3 (MOUSA et al., 2014). J4 na esquizofrenia cronica, ha
redu¢do do volume de substincia cinzenta cortical, onde a apoptose ¢ um dos mecanismos
fisioldgicos utilizados para explicar os achados desta patologia. A relagdo aumentada nos niveis
Bax / Bcl-2 sugere que as células corticais sdo vulneraveis a morte celular programada. No
entanto, o nivel de caspase-3 normal, evidenciou que a apoptose ndo estd ativa nesta fase da
esquizofrenia. Além disso, os resultados parecem distinguir a fisiopatologia da esquizofrenia da
maioria das doengas neurodegenerativas classicas, em que post-mortem os niveis de caspase-3

sao elevados (JARSKOG et al., 2014). Na Doenca de Alzheimer a caspase 3 ¢ um modulador
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endogeno da producdo de GSAP (Gamma-secretase activating protein) e da biogénese do
peptideo beta-amildide (CHU et al., 2014). Além disso, a resisténcia a apoptose ¢ uma das
caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos (GRIVICICH; REGNER;
ROCHA, 2007), sendo que a expressao de caspase-3 encontra-se menor que a de Bcl-2 em
gliomas malignos, o que mostra a menor atividade apoptotica nestes tumores (TIRAPELLI et al.,
2010).

A XIAP (X — linked inhibitor of apoptosis protein) € uma proteina, membro da familia das
IAPs, que possui a capacidade de inibir tanto as caspases iniciadoras (caspase 9), como as
caspases efetoras (caspases 3 e 7), sendo o principal membro desta familia. Sua estrutura ¢é
composta por trés elementos principais. Um dominio de repeticdo BIR (Baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat), composto por cerca de 70 aminoacidos, que ¢ caracteristico de todas as IAPs.
Um dominio UBA (Ubiquitin-associated domains), que permite a XIAP se ligar a ubiquitina e
um dominio de ligacdo de zinco, ou um anel carboxi-terminal. A XIAP tem sido caracterizada
com trés dominios BIR amino-terminal, seguido por um dominio UBA e, finalmente, um
dominio em ANEL, carboxi-terminal. As repeti¢des do dominio BIR permitem a XIAP se ligar
as caspases (DUCKETT et al.,, 1998; DEVERAUX; REED, 1999; HUANG et al., 2001;
WILKINSON et al., 2004).

A alta expressdo da proteina XIAP ¢ uma causa importante da resisténcia a apoptose,
todavia esta alta expressdo ndo ¢ responsavel por aumentar a resisténcia tumoral a
quimioterdpicos (SEEGER et al., 2010). Por outro lado, a diminuicdo dos niveis de XIAP
contribui para o tratamento do cancer por inibir a proliferagdo celular, induzir a apoptose e
aumentar a sensibilidade quimioterapica (TONG et al., 2005; MA; CHEN; XIN, 2009;
LACASSE, 2013).

Além da oncologia, a XIAP aparece como importante marcador para diferentes sistemas.
No desenvolvimento dos neurdnios granulares do cerebelo, a XIAP tem papel de destaque para a
sobrevivéncia desta variedade neuronal, por mecanismos que envolvem a inibicdo das caspases
(BLANCAS et al., 2014).

Em doencas neurodegenerativas, como a atrofia de multiplos sistemas (AMS) - um
Parkinsonismo atipico — que, dependendo dos sintomas predominantes, ¢ dividido em:
degeneracao estriatonigral, atrofia olivo-ponto-cerebelar ou sindrome de Shy-Dragger. A XIAP

tem papel importante na sua patogénese, uma vez que portadores desta patologia mostram
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marcagdo intensa de XIAP em inclusdes citoplasmaticas gliais e neuronais se comparado a
individuos saudaveis (KAWAMOTO et al., 2013).

Além dos danos relacionados a apoptose decorrente do consumo de etanol, este também
interfere com as vias de sinalizagdao para desenvolvimento cerebral e de outros tecidos (MIKI et
al., 2013). Os fatores de crescimento relacionado a insulina (IGFs) sdo familias de proteinas
mitogénicas envolvidas na regulagdo do crescimento e diferenciagdo celular, que apresentam
elevado grau de homologia estrutural com a pro-insulina, sendo produzidos na maioria dos
orgios e dos tecidos do organismo e sua secrecdo ocorre a medida que sdo produzidos, nio
existindo orgdo de armazenamento. Seu receptor, IGF-1R (receptor do fator de crescimento
relacionado a insulina tipol), desempenha papel fundamental na regula¢ao das fungdes cognitivas
e motoras de varios tipos de células do SNC (DE LA MONTE et al., 2009).

O IGF-1R (Receptor-like growth factor insulin-1) contém em sua estrutura duas
subunidades a e duas subunidades B de 135 kDa e 90 kDa, respectivamente. Estas subunidades (o
e B) se ligam por uma ponte dissulfidrica, formando um o-f hemireceptor que, por sua vez, se
liga a outro hemireceptor idéntico, para formar a estrutura completa do IGF-1R. A subunidade a,
extracelular, contém os sitios de ligagdo que sdo ricos em cisteina e unem-se aos ligantes na
propor¢ao de 1 molécula para 1 receptor. A subunidade p ¢ composta de: uma por¢do
extracelular, um seguimento transmembranico e uma parte intracelular, com um sitio acoplador
de ATP e uma regido com atividade tirosina-quinase intrinseca que, quando ativada, promove a
fosforilacdo de residuos de tirosina do proprio receptor e de proteinas-substrato associadas.
Multiplas vias de sinalizagdo, entre elas a via da fosfoinositol-3-quinase (PI3K) e das MAP
(Mitogen-activated protein) quinases, sdo assim ativadas. O IGF-1R apresenta alta afinidade,
tanto pelo IGF-1 (Insulin growth factor-1) quanto pelo 1GF-2 (Insulin growth factor-2). A
maioria das a¢des conhecidas dos IGFs ¢ mediada via IGF-1R. A presenga dos receptores de IGF
em diversos tipos celulares estd associada a expressdo dos genes dos IGFs em varios tecidos
(MARTINELLI JR; CUSTODIO; AGUIAR-OLIVEIRA, 2008).

Anormalidades na funcao cerebelar apds a exposicao pré-natal cronica ao etanol estdo
associadas com a inibi¢do da insulina / IGF, por vias de sinalizagdo que diminuem as atividades

dos receptores de insulina e dos IGF-1R (MIKI et al., 2013).
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O IGF-1 tem sido associado a efeitos neuroprotetores, porém pouco se conhece sobre seu
papel na deméncia vascular. A baixa expressdo do IGF no hipocampo de animais com deméncia
vascular ocasiona prejuizos a capacidade de aprendizado e memoria (GONG et al., 2012)

Os membros do sistema insulin-like growth factors (IGFs), incluindo o IGF-1, IGF-2,
receptores de IGF-1 e IGF-2 (IGF-1R e IGF-2R) e as proteinas de ligacdo de IGF (IGFBPs -
Insulin-like growth factor binding protein) possuem papel importante no desenvolvimento e na
progressao de neoplasias (CASTRO; GUERRA-JUNIOR, 2005; CHEN; SHARON, 2013). Mais
especificamente, as IGFs promovem a progressdao do ciclo celular e inibem a apoptose tanto por
acdo direta com outros fatores de crescimento como por agdo indireta, interagindo com outros
sistemas moleculares intracelulares envolvidos na promogao ou progressido do cancer (CASTRO;
GUERRA-JUNIOR, 2005). O IGF-1 e IGF-2 sdo importantes agentes mitogénicos em uma
ampla variedade de canceres, entre eles: o cancer de prostata, cancer de mama, o cancer do colon

e o mieloma (CHEN; SHARON, 2013).

Atualmente dados clinicos disponiveis com terapéutica anti-IGF-1R tém demonstrado que
estas abordagens orientadas sdo vidveis e podem induzir atividades antitumorais fortes em varios
tipos de canceres, incluindo aqueles refratarios a terapéutica padrdo. No entanto, a eficacia €
susceptivel de ser limitada a um pequeno subconjunto de pacientes, uma vez que uma variedade
de mecanismos pode conferir resisténcia intrinseca ou adquirida a terapéutica anti-IGF-1R,

(CHEN; SHARON, 2013).

Além disso, o IGF-1R atua na regulacio da caspase-3, que também participa da
diferenciagdo celular. Esta regulacdo ocorre pelo controle da expressio de proteinas
antiapoptoticas, como Bcl-2 e a familia das [APs, mediada pelo fator NF-kf. A elevacdo dos
niveis de ativagdo de caspase-3 direciona o destino celular, que passa da diferencia¢do celular
para apoptose. O sinal de sobrevivéncia das células, mediado por IGF-1R/ NF-kf, ¢ um regulador
essencial da ativagdo de caspase-3 para sua fun¢do nao apoptotica na sinalizagao da diferenciacao

celular (BASU; RAJAKARUNA; MENKO, 2012).

Com base nas diferentes fungdes apresentadas pelas proteinas caspase 3, XIAP e IGF-1R,
sua localizagdo em varios tecidos e sua participacdo no desenvolvimento, diferenciagdo e

maturagdo dos sistemas, além das patogéneses decorrentes de sua desregulacdo, estas podem ser
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utilizadas como importantes marcadores para os estudos das lesdes decorrentes do consumo

cronico de etanol em diferentes 6rgaos alvos.
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2 JUSTIFICATIVA

O cerebelo sofre limitacdo do crescimento, morte celular, deficiéncias cognitivas e de
memoria frente ao etanol em ratos neonatais (IDRUS et al., 2011; VAN SKIKE et al., 2010;
ROGERS et al., 2012; ZEEUW et al., 2012). Os neurdnios de Purkinje sdo sensiveis as variagdes
sanguineas agudas e cronicas frente ao etanol em diferentes idades (FATTORETTI et al., 2003;
GHIMIRE et al., 2009), sendo os estratos granular e molecular também alterados (GREEN,
2004). A lesao cerebelar pode decorrer de morte celular apoptdtica, desencadeada por doengas ou
apos insultos exogenos (LEE; McKINNON, 2009; OLIVEIRA, et al. 2014b; SUZANNE; KRIL,
2014). Existem duas vias principais que conduzem a apoptose: extrinseca, que ativa a caspase-8
e intrinseca, que culmina com a clivagem e ativa¢do da pro-caspase-3 (OLNEY et al., 2002;
YOUNG et al., 2003). A caspase-3 estd relacionada com a fase efetuadora da morte celular
programada, favorecendo a expressao de endonucleases de restri¢do que clivam o DNA. A XIAP
tem papel antiapoptdtico através da inibicdo das caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -
9 e modula o fator de transcricdo NF-kB. Ja os fatores de crescimento relacionado a insulina
(IGFs) sdo familias de proteinas mitogénicas envolvidas na regulacdo do crescimento e
diferenciagdo celular, em que seu receptor (IGF-1R: receptor do fator de crescimento relacionado
a insulina tipol) desempenha papel fundamental na regulagdo das funcdes cognitivas e motoras
de varios tipos de células do SNC (DE LA MONTE et al., 2009). Essas proteinas sdo marcadores
dos mecanismos de sinaliza¢do que, uma vez alteradas, podem conduzir a déficits neurologicos
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Alteragdes apoptoticas no cerebelo de ratos com
predilecdo ao etanol tendo diferentes padrdoes de consumo da droga por tempo de exposi¢dao
podem colaborar nas vias de a¢ao do etanol e na correlagdao com as duvidas existentes nas vias de
sinalizacdo cerebelar. Ratos UChA e UChB sdo consumidores voluntéarios de etanol originarios
de colonias de ratos Wistar provenientes da Universidade do Chile (UCh) nos anos 70
(MARDONES; SEGOVIA-RIQUELME, 1983). A variedade de ratos UCh tem relevancia nas
investigacdes experimentais, pois 0 consumo voluntario de etanol aproxima os achados com a

realidade do alcoolismo cronico humano.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a apoptose nos neuronios de Purkinje, Golgi e nas células granulares do cerebelo

em ratos UChA adultos.
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4 CAPITULO 1

APOPTOSE DAS CELULAS DE PURKINJE E GRANULARES DO CEREBELO

DECORRENTE DO CONSUMO CRONICO DE ETANOL

APOPTOSIS OF PURKINJE AND GRANULAR CELLS OF THE CEREBELLUM

FOLLOWING CHRONIC ETHANOL INTAKE

Publicado em: Cerebellum 13: 728-38, 2014. doi: 10.1007/s12311-014-0591-2

OLIVEIRA, S.A.; CHUFFA, L. G. A.; FIORUCI-FONTANELLI, B. A.; NETO, F. S. L;
NOVAIS, P. C.; TIRAPELLI, L. F.; MARTINEZ, M.; MARTINEZ, F. E. Apoptosis of Purkinje
and Granular Cells of the Cerebellum Following Chronic Ethanol Intake. The Cerebellum,
v.13(6), p.728-738, 2014
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Resumo

O etanol altera a motricidade, o aprendizado, cognicdo e metabolismo celular do cerebelo.
Buscou-se avaliar a apoptose nos neurdnios de Golgi, Purkinje e células granulares do cerebelo
de ratos adultos UChA. Dois grupos de 20 animais foram montados: um grupo controle, nao
consumidor de etanol; e um grupo experimental de ratos UChA, consumidores de etanol a 10%
(<2g etanol/Kg peso corpdreo/dia). Dos 65 dias aos 120 dias de idade os animais receberam
solucdo de etanol a 10%. Aos 120 dias de idade, os animais foram anestesiados e preparados para
eutanasia. O cerebelo foi analisado por microscopia eletronica de transmissdo (MET),
imunoistoquimica para apoptose, caspase-3 (pré-apoptética), XIAP (antiapoptdtica) e IGF-1R
nos neurénios de Golgi, Purkinje e granulares. Avaliou-se também por RT-PCR os genes
reguladores de caspase-3, XIAP e IGF-1R no cortex cerebelar. Houve acumulo de gotas lipidicas,
presenca de nucleos eletrodensos, desorganizacao do corpo medular do cerebelo com alteracoes
na bainha de mielina no cértex cerebelar. Identificou-se também aumento significativo da
imunomarcac¢ao de caspase-3 e XIAP nos neurdnios de Purkinje e granulares. A fragmentacao do
DNA foi significativa nas células de Purkinje. O IGF-1R nao apresentou alteracdes. Nao houve
diferencas significativas na expressdo dos genes de caspase-3, XIAP e o IGF-1R. Concluiu-se
que o etanol induz apoptose nas células de Purkinje e granulares do cerebelo de ratos adultos

UChA.

Palavras-chaves: XIAP, IGF-1R, caspase-3, cerebelo e ratos UChA.
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Introducio

O alcoolismo afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. E caracterizado pelo consumo
excessivo de etanol e estd associada com varios riscos a saude. Conceitua-se como uma sindrome
multifatorial com comprometimento fisico, mental e social [1, 2], alterando estruturas e fungdes
do cérebro e, em alguns casos, pode conduzir a neurodegeneragao [3].

A exposicao pré-natal ao etanol diminui o volume cerebral. No cerebelo, onde esta
reducdo € mais intensa, a exposi¢ao pré-natal a droga leva a degeneragao das funcdes cognitivas e
comportamentais [4]. Ao longo de seu desenvolvimento, o cerebelo mostra-se extremamente
vulneravel ao consumo do éalcool em grandes quantidades, o que ocasiona prejuizos as células de
Purkinje, granulares e da glia [5, 6]. Os neur6nios de Purkinje sdo os elementos dominantes do
processamento de informacgdes cerebelar [7], podendo levar a prejuizos na coordenacdo motora
quando expostos ao etanol, uma vez que esta substancia ¢ capaz de ocasionar apoptose nos
neurdnios de Purkinje e granulares [8-12].

Hé duas vias principais que conduzem a apoptose: uma via extrinseca, que ativa a
caspase-8; € uma via intrinseca, que culmina com a clivagem e ativagao da pro-caspase-3. A
ativacdo da caspase-3 produz alteragdes morfoldgicas tipicas da apoptose [13, 14]. Embora a via
apoptotica tenha sido extensivamente estudada no cerebelo, ndo ha pesquisas que identifiquem as
alteragdes apoptoticas caracteristicas de animais com predilecdo ao etanol, os quais exibem
diferentes padrdes de consumo da droga por tempo de exposicao.

Algumas proteinas representam importantes marcadores dos mecanismos de sinalizacdo,
tanto para diferenciagdo e crescimento celular, como para apoptose, as quais, uma vez alteradas,

podem conduzir a déficits neuroldgicos importantes [15]. Os fatores de crescimento relacionados
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a insulina (IGFs) sao familias de proteinas mitogénicas envolvidas na regulagcdo do crescimento e
diferenciagdo celular, sendo que seu receptor IGF-1R (receptor do fator de crescimento
relacionado a insulina tipol) desempenha papel fundamental na regulacao das fungdes cognitivas
e motoras de varios tipos de células do Sistema Nervoso Central (SNC) [16]. A caspase-3
(Cystein-proteinase-aspartic-ase-3) ¢ a XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) estao
envolvidas na apoptose induzida pelo etanol. A caspase-3 esta relacionada com a fase efetuadora
da morte celular programada, favorecendo a expressdo de endonucleases de restricdo que clivam
o acido desoxirribonucléico (DNA). A XIAP tem papel antiapoptético através da inibicdo das
caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e por modular o fator de transcrigdo NF-kB
(Nuclear fator Kappa Beta) [15]. Desta forma, tais proteinas se destacam como marcadores para
as lesdes cerebelares decorrentes do consumo de etanol.

Ratos UChA e UChB sdo consumidores voluntarios de etanol origindrios de colonias de
ratos Wistar provenientes da Universidade do Chile (UCh) nos anos 70 [17-19]. Tais animais
compreendem importante modelo para o estudo sobre os efeitos do consumo de etanol em
diferentes sistemas fisioldgicos, assim como das patologias desencadeadas pelo alcoolismo (por
exemplo, dependéncia ou sindrome de abstinéncia). Desta forma, o objetivo de nossa pesquisa foi
avaliar a apoptose nos neuronios de Purkinje, Golgi e nas células granulares do cerebelo em ratos

adultos UChA.
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Materiais e Métodos

Animais

Quarenta ratos adultos machos provenientes do Laboratério do Departamento de
Anatomia (Instituto de Biociéncias, UNESP — Univ. Estadual Paulista, Botucatu, SP, Brasil). Os
animais permaneceram acondicionados individualmente em caixas de polietileno medindo
40x30x15cm, com fundos solidos, forradas com substrato de maravalha, sob condicoes
controladas de luminosidade (12h de claro e 12h de escuro) e temperatura (23 £ 1°C). Os animais
UChA constituem um modelo de ratos com predilecdo ao etanol, desenvolvidos por reproducao
seletiva, com propensdo genética ao consumo espontaneo de etanol 10% (v/v) (<2 g de etanol /
kg de peso corporal / dia). Aos 50 dias de idade, 40 ratos UChA receberam, durante 15 dias de
experimento, um frasco de dgua ad libitum e um contendo solu¢do de etanol a 10% (v/v), sendo
que ambos foram alternados periodicamente. Apds este periodo, foram selecionados 20 animais
para cada grupo com consumo de etanol inferior a 2g de etanol /kg de peso corporal /dia, de
acordo com o protocolo de Mardones e Segovia-Riquelme [20]. O grupo UChA (n = 20),
constituido de ratos com livre escolha entre uma solucao de etanol 10% (v/v) e ad libitum, que
consumiram entre 0,1 e 2,0g de etanol /kg/ dia e um grupo Controle (n = 20) que consiste em
ratos sem acesso ao etanol. Nos animais estudados, o indice de preferéncia associado com o
comportamento de procura ao alcool foi de aproximadamente 65%. A partir do inicio do
experimento (65 dias de idade) até a eutandsia (120 dias), os ratos UChA consumiram etanol
10% (v/v) por 55 dias (Fig. 1). O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa
animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA, Instituto de

Biociéncias, UNESP - Univ. Estadual Paulista, Botucatu) protocolo n° 051/04-CEEA.
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Figura 1. Representacdo esquematica do periodo experimental dos animais UChA, do

nascimento a eutanasia.

Microscopia eletronica de Transmissdo

Quatro ratos de cada grupo foram anestesiados através da administracdo de cloridrato de
quetamina (50mg/ml) (Ketalar/ laboratorio: Parke-Davis) e xilazina (20mg/ml) (Rompum/
laboratdrio: Bayer) em doses de 90mg/kg e 10mg/kg de peso, respectivamente. Para inducao
anestésica as duas drogas foram ministradas simultaneamente, via cavidade peritoneal. Amostra
dos cerebelos de cada animal foram coletadas apos perfusdo intracardiaca de solugdo fixadora de
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2. Fragmentos com 0,5 mm foram imersos no
mesmo fixador por trés horas. Posteriormente, foram pds-fixados em tetréxido de 6smio a 1,0%,
desidratados em etanol e incluidos em resina pléstica araldite. Sec¢des de 50 a 60 nanometros de
espessura foram obtidas no ultramicrotomo Leica UCT. Os cortes foram entdo contrastados em
acetato de uranila (3%), por 5 minutos, citrato de chumbo por 1 minuto, sendo a seguir
examinados e fotografados no microscopio eletronico de transmissao Philips CM 100.
Andlise Imunoistoquimica

Cinco animais de cada grupo foram submetidos @ mesma técnica de indugdo anestésica

acima descrita. A seguir, foram submetidos a toracotomia com exposi¢ao da area cardiaca, sendo
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perfundidos pelo ventriculo esquerdo com solucdo fixadora de paraformaldeido 4%
(Paraformaldehyde, Sigma Chemical Co.,USA) em tampao fosfato salino (PBS), a 0,I1M, pH 7.,4.

Foi realizada craniotomia com dissecc¢ao do cerebelo, acondicionando-o no mesmo fixador.

Detecgao in situ da apoptose através do TUNEL

A deteccao das células em apoptose foi baseada na reacdo in situ da enzima Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) com o nucleotideo biotinilado para detecgdo de
fragmentacdo do DNA (TUNEL), em material incluso em parafina. O Kit FragELTM DNA
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA) foi realizado segundo instru¢cdes do fabricante. As laminas
foram contra coradas com hematoxilina de Harris e montadas com Permount. Os controles

negativos foram realizados pela ndo incubagdo com a enzima TdT.

Imunoistoquimica para caspase-3, XIAP, e IGF-1R

Os cerebelos coletados foram fixados por imersdo em paraformaldeido a 4% e incluidos
em parafina. A seguir, foram cortados com 3um de espessura em micrétomo Reichert Jung 2040.
As laminas confeccionadas foram primeiramente coradas com Hematoxilina & Eosina (H&E)
para a obtencao dos laudos histopatologicos. As reagdes imunoistoquimicas foram realizadas pelo
método da avidina-biotina-imunoperoxidase. Apds desparafinizagdo, as seccoes foram hidratadas
em séries alcoolicas. A recuperacdo antigénica foi realizada por calor, sendo as laminas
incubadas em tampao citrato 10mM, pH 6,0 e levadas a panela a Vapor Optisteam Plus por 40
minutos. A inibi¢do da peroxidase enddgena foi obtida através de solucdo de perdxido de
hidrogénio (H202) a 3% por 15 minutos. Para bloqueio das reacdes inespecificas utilizou-se

Background Sniper, Biocare Medical (POLYMER Kit: MACH 4 Universal HRP).

Oliveira, S.A -47 -



PGBGA- Doutorado | 2015

Os cortes foram incubados overnight com os anticorpos primarios: caspase 3 (CPP32
liofilizado monoclonal - Novocastra®) e XIAP (SC — 11426 policlonal — Santa Cruz®) diluidos a
1/200 em solucdo de 0,01M PBS em albumina bovina sérica 3% (BSA 3%). J& o IGF-1R foi
incubado com anticorpos primarios policlonais rabbit N-20 (SC-720 - policlonal — Santa Cruz®)
para IGFR-1R, diluidos 1/50 em solucao de 0,01M PBS em albumina bovina sérica (BSA 3%).
As reagdes foram reveladas com cromégeno Betazoid DAB (BDB900GS5) diluido em Betrazoid
DAB Substrate Buffer (DS900L) do Kit MACH4, e montadas com Permount. As amostras para
controles positivos foram encéfalos de ratos submetidos a isquemia.

As laminas foram avaliadas em microscopio da marca Zeiss®, modelo Axioskop 2 plus,
com camara (Axio Cam Hrc ®) acoplada ao microscopio , sendo analisadas pelo programa Axio
Vision 4.6®, em aumento de 400x. O numero de células positivas de Golgi, Purkinje e células
granulares foram contadas em cada grupo, em dez campos aleatérios por lamina de

imunoistoquimica, sendo apresentados como as contagens médias dos grupos.

PCR em tempo real para o estudo da expressdo génica de Caspase-3 (apoptotico), XIAP
(antiapoptotico) e IGF-1R (proliferac¢do celular).

Amostras do cerebelo de seis animais foram acondicionadas em -80°C. Para extragao do
acido ribonucleico (RNA) foi utilizado reagente Trizol® (Invitrogen, EUA), a integridade do
RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.

Para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizou-se a transcrigdo reversa através
do kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), de acordo

com as instru¢des do fabricante.
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O método de PCR em tempo real foi utilizado para a analise da expressao diferencial dos
genes caspase-3, IGFIR e XIAP, sendo realizado por sistema disponivel comercialmente
TagMan assay-on-demand, composto por oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems) para a
analise quantitativa da expressdo dos genes caspase-3 (Rn00563902 ml), IGFIR
(Rn00583837 ml) e XIAP (Rn00573706 ml).

A amplificagdo foi realizada em volume final de 10pl, utilizando 5ul do reagente
especifico Tagman Master Mix (Applied Biosystems), 0,5ul de cada sonda especifica e 4,5ul de
cDNA. Todas as reagdes foram realizadas em duplicata e analisadas com aparelho de detecgao de
PCR em tempo real (7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems) Os dados foram

constantemente coletados durante o PCR e analisados em ABI-7500 SDS sofitware package.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software GraphPad Prism 6, sendo as
diferencgas entre os grupos comparadas pelo teste t ndo pareado. Os resultados foram apresentados
como media + desvio-padrao (DP), considerando-se estatisticamente significativas P valor < 0.05

(P valor: bicaudal).
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Resultados

Microscopia Eletronica de Transmissdo

As células da camada granular apresentam citoplasma reduzido, membrana nuclear
arredonda e nucléolo evidente. Os neurdnios de Golgi apresentam membrana nuclear
arredondada, cromatina frouxa e nucléolo evidente (Fig. 2a). Os neurdnios de Purkinje sdo
piriformes e grandes, caracterizam-se por corpo celular volumoso com ntcleo de cromatina
granulosa (Fig. 2b). A camada molecular mostra nimero reduzido de neurénios, sendo evidente a
intensa arborizacdo dendritica (Fig. 2c¢).

As células da camada granular dos UChA apresentam cromatina condensada, além de
prolongamentos na membrana nuclear. Observam-se também o citoplasma das células de Golgi e
a camada molecular com gotas lipidicas. Neurdnios de Purkinje com nicleos picndticos e
cisternas dos reticulos endoplasmaticos dilatadas. Além disso, ha reducdo no corpo medular do

cerebelo, indicando ruptura da bainha de mielina (Fig. 2d-1).
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-,

;a 2 a-i. Eietromicrégraﬁas do cereelo de ratos controles (a-c) é ChA (d-i). (a) Células de

F A
Golgi (GO) e granulares (G) normais. (b) Células granulares (G) e neuronios de Purkinje (P).
Presenca de células de Purkinje com cisternas normais do reticulo endoplasmatico (seta). (c)
Camada molecular com arranjo tipico (M). (d) Edema citoplasmatico das células de Golgi (GO)
e gotas lipidicas (*); células granulares (G) com nucleos picndticos (seta). (e) Células de Golgi
(GO) com grande quantidade de gotas lipidicas (*) e camada Granular (G) com nucleo picnotico
(seta). (f) Células de Purkinje com nucleo eletrodenso (P) e gotas lipidicas (*). Dilatagao das
cisternas do reticulo endoplasmatico (seta). (g) Camada granular (G) com numerosas gotas
lipidicas (*) e cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico (seta). (h) Acumulo de gotas

lipidicas (*) na camada molecular (M). (i) Desorganizagao do corpo medular do cerebelo com

mudangas na bainha de mielina (seta).
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Imunoistoquimica para TUNEL, caspase-3, XIAP e IGF-1R

A apoptose foi identificada nos neurénios de Purkinje, células granulares e de Golgi dos
ratos UChA (Fig. 3b, 3d) e dos ratos controles (Fig. 3a, 3c). Todavia, esta foi mais evidente nos
animais UChA. A marcagdo para XIAP foi positiva nos neurdnios de Purkinje e nas células
granulares de ratos UChA (Fig. 3e). Nao foram identificadas marcagdes para IGF-1R nos animais
estudados (Fig. 4a, 4b).

As células de Golgi ndo apresentaram nimero significativo de marcagdes positivas para
imunoistoquimica de TUNEL e caspase-3 (Fig.5a, 6a). Entretanto o niimero de células positivas
para XIAP foi menor nos ratos UChA que nos controles (Fig. 7a). Nos neuronios de Purkinje
identificou-se maior nimero de células positivas para TUNEL, caspase-3 e XIAP nos ratos
UChA (Fig. 5b, 6b, 7b). As células granulares mostraram marcagdo expressiva nos animais
UChA para caspase-3 e XIAP (Fig. 6¢c, 7c), porém ndo foram identificadas diferencas

significativas para TUNEL (Fig. 5c).
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a-f. Imunoistoquimica do cértex cerebelar: camada molecular (M), células de Purkinje
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(P) e células granulares (G) (400x). (a) Neurdnios de Purkinje marcados e sem marcacao (P) para
TUNEL nos ratos controles. (b) Células de Purkinje positivas (P) para TUNEL nos ratos UChA.
(¢) Neuronios de Golgi positivos (Go) para caspase-3 no grupo controle. (d) Neuronios
granulares (G) e de Golgi (Go) marcados para caspase-3 no grupo UChA (e) Neurdnios de Golgi
(Go) positivos para XIAP nos controles. (f) Células de Purkinje (P) e granulares (G) marcadas

para XIAP nos animais UChA.
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Figura 4 a, b. Imagens de imunoistoquimica do cerebelo (400x) (a) ratos controle, e (b) ratos

UChA. Forte marcagao positive de IGF-1R em areas glomerulares (seta).
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Figura 5 a-c. Anélise de imunoistoquimica da apoptose (TUNEL) em (a) neurdnios de Golgi (b)
Purkinje, e (c) células granulares. Niimero de células positivas em dez campos aleatdrios (média +

DP). *P < 0.05, t-test ndo pareado, n = 5 ratos/grupo.
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Figura 6 a-c. Anélise imunoistoquimica da caspase-3 em (a) neuronios de Golgi (b) Purkinje, e
(c) células granulares. Numero de células positivas em dez campos aleatorios (média + DP). *P <

0.05, t-test ndo pareado, n = 5 ratos/grupo.
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Figura 7 a-c. Anélise imunoistoquimica da XIAP em (a) neuronios de Golgi (b) Purkinje, e (c)
células granulares. Numero de células positivas em dez campos aleatérios (média + DP). *P <

0.05, ¢-test ndo pareado, n = 5 ratos/grupo.
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Expressdo génica de caspase-3, XIAP e IGF-1R

A expressdo dos genes da caspase-3, XIAP e IGF-1R manteve-se inalterada na presenca

de etanol, sugerindo modifica¢des pOs-traducionais para estas proteinas alvo (Fig. 8a-c).
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Figura 8 a-c. Andlise da expressdao génica de (a) caspase-3, (b) XIAP e (¢) IGF-1R no cortex

cerebelar. Média = DP, *P < 0.05, t-test ndo pareado, n = 6 ratos/grupo.
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Discussio

A apoptose no cortex cerebelar de ratos foi observada utilizando-se os métodos de
microscopia eletronica de transmissao (MET), imunoistoquimica para apoptose, caspase-3, XIAP
e IGF-1R, além de PCR em tempo real para analise dos genes das proteinas acimas citadas. A
expressao génica de caspase-3, XIAP e IGF-1R, quando alteradas em decorréncia do consumo de
etanol, favorecem o dano de estruturas necessarias para o funcionamento normal do cerebelo.
Alteracdes na corrente de eventos apoptoticos podem conduzir a condigdes patologicas e

malformagdes, como o cancer, doengas autoimunes ¢ neurodegenerativas [16, 21, 22].

A ultraestrutura do cerebelo nos animais UChA mostrou sinais de morte celular tipicos da
toxicidade induzida pelo etanol. Trabalhos anteriores realizados com ratos UChA também
demonstraram alteragdes na estrutura cerebelar, decorrente de alteracdes nos neurdnios de
Purkinje [23]. Lewandowska et al. [24] observaram alteracdes degenerativas nos neuronios de
Purkinje e granulares durante o desenvolvimento cerebelar. Jaatinen e Rintali [25] relataram que,
em ratos adultos, a exposicdo cronica ao etanol leva a atrofia cerebelar. As principais
caracteristicas neuropatologicas desta atrofia incluem perda das células de Purkinje e diminuigao
de suas conexoes dendriticas na camada molecular. O etanol promove o estresse, lesdes hepaticas
persistentes e esteatose hepatica, promovendo a lipdlise e aumentando lipidios toxicos. Destes
lipidios toxicos, as ceramidas agravam as lesdes hepaticas, causando resisténcia a insulina,
estresse oxidativo e ativacao de citocinas pro-inflamatorias. Uma vez que estas sdo liberadas no
sangue periférico, atravessam a barreira hematoencefalica e iniciam uma seqiiéncia complexa de
neurodegeneracao. A resisténcia a insulina conduz a danos neurais e prejuizos na fungdo de
oligodendrocitos, levando a degradagdao da mielina, a qual, em seguida, ocasiona o aumento da
producao de lipidos toxicos no SNC. Além disso, os efeitos neurotoxicos diretos causados por
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etanol e os seus metabdlitos prejudicam a funcao mitocondrial e reduzem a integridade da
membrana. Isto diminui o RNA mensageiro associado com a mielina, o qual responde a insulina
e aumenta o indice de apoptose, o estresse oxidativo e a pré-oxidacao lipidica, causando danos no
DNA e interrupcao da homeostase da acetilcolina, contribuindo para a neurodegeneracao [16].
Além disso, o consumo cronico de etanol provoca desequilibrios na homeostase neuronal de
célcio, resultando em dilatagdo do reticulo endoplasmatico liso (SER- Smooth endoplasmic
reticulum) em neuronios de Purkinje de ratos idosos, que ¢ acompanhado por morte neuronal ou
apoptose axonal. O SER aloja o cdlcio, essencial para o funcionamento neuronal [26]. A dilatacao
desta organela nas células de Purkinje foi observada em ratos adultos apds 40 semanas de
consumo de etanol, o que levou a degeneracdo dos segmentos dendriticos terminais [27-30]. Os
indutores de estresse do reticulo endoplasmatico, como, por exemplo, o etanol, provocam
alteragdes morfologicas por apoptose através da ativagdo da caspase-3 [31]. Esses mesmos
achados foram identificados em nossa pesquisa, incluindo o aumento da caspase-3 nos ratos
UChA.

A caspase-3 esta aumentada nas células de Purkinje e granulares. Esta, quando ativada, ¢
responsavel pela clivagem proteolitica de amplo espectro de alvos celulares, conduzindo a morte
celular [32]. Neste estudo, a analise da fragmentagdao do DNA indicaram lesdes expressivas nos
neurdnios de Purkinje, semelhante aos achados de Taranukhin e colaboradores [33]. O cerebelo ¢
particularmente vulneravel aos efeitos do etanol durante os primeiros 10 dias de vida, onde induz
a perda de células de Purkinje e granulares. A morte neuronal neste periodo ocorre independente
da forma de administragdo do etanol. Por outro lado, as células granulares mostram-se mais
sensiveis ao etanol que as células de Purkinje, as quais apresentam uma reducao de 20% em seu

numero quando as concentragdes de alcool no sangue sao menores que 150 mg/dl. A redugdo
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equivalente a este numero de células granulares nos neuronios de Purkinje sé ocorre em
concentragdes de etanol de >300 mg / dL. Embora alguns investigadores tenham sugerido que a
perda de células granulares ¢ secundaria a morte das células de Purkinje, ha evidéncias de que o
etanol provoca a morte direta dos neurdnios granulares. A exposi¢ao cronica ao etanol também
leva a degeneracdo dos dendritos de Purkinje e de suas sinapses na camada molecular. Além
disso, as células granulares e interneurénios da camada molecular sdo as estruturas mais
vulneraveis a toxicidade do etanol no cerebelo de animais adultos. Os mecanismos basicos
subjacentes a estas alteracdes funcionais induzidas pelo etanol e da neuropatologia relacionada ao
cerebelo incluem: excitotoxicidade, fatores dietéticos, deficiéncia de tiamina, alteragdes gliais,
mudangas nos fatores de crescimento, mecanismos apoptoticos, estresse oxidativo e danos
mitocondriais com prejuizos a producgdo de energia [25].

As proteinas inibidoras da apoptose ou IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein) sao
moléculas que exercem seu papel antiapoptdtico através da capacidade de inibir a atividade das
caspases efetoras -3 e -7, da caspase iniciadora -9 e de modularem o fator de transcrigao NF-kB.
Um exemplo desta familia ¢ a proteina XIAP. Durante a apoptose, as IAPs sdo removidas por
uma proteina liberada da mitocondria, denominada Smac/DIABLO (second mithocondria-
derived activator of caspases/ Direct IAP-Binding Protein with Low pl). Apos dano mitocondrial,
a Smac/DIABLO ¢ langada do espago intermembrana para o citoplasma, juntamente com o
citocromo ¢. Enquanto o citocromo c liga-se a APAF-1 (4Apoptotic protease activating factor-1) e
ativa diretamente a caspase-9, a Smac/DIABLO remove as IAPs de sua ligacdo inibitéria com as
caspases[15]. Nossos resultados demonstram que a XIAP atua como elemento antiapoptdtico nos
neurdnios granulares e de Purkinje dos ratos UChA. Nos animais controle, a expressao

aumentada dessa proteina s6 esteve presente nos neurdnios de Golgi, os quais ndo apresentaram
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apoptose. Isto pode ser explicado pelo fato de que este modelo de animais pode ter desenvolvido
novas estratégias para evitar a morte das células neuronais na presenga de uma quantidade
minima de etanol, durante o periodo de selecao da linhagem UChA. Lee e colegas [34] obtiveram
resultados semelhantes, quando a ingestdo de etanol promoveu elevagao da expressao de genes
relacionados com a sobrevivéncia de células, tais como XIAP, Bcl-x1 (Bcl-2 related gene, long
isoform) e catalase. Embora, no figado de ratos, a ingestdo de dlcool aumenta a expressao de p53
(Protein p53), Omi/HtrA2, Bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) e Bax (Bcl-2 associated X protein), sem
afetar a expressao de XIAP ou a relagdo de Bcl-2/Bax [35], Antonio e colaboradores [36]
demonstraram que neurdnios do romboencéfalo fetal tratados com etanol apresentam redugdo na
expressao dos genes da XIAP e do Bcl-2, com aumento na atividade da caspase-3 e formagdo de
espécies reativas ao oxigénio (EROS), porém o tratamento com 4acido lipdico exerceu efeito
neuroprotetor. Contudo, o mecanismo pelo qual o etanol modula a expressao de XIAP ainda ndo
¢ claro.

Nao foram identificadas marca¢des de IGF-1R no cortex cerebelar dos ratos estudados, tal
fato pode estar correlacionado com a idade dos animais [37]. Bondy (38) relata em sua pesquisa
que o IGF-1 ¢ abundante em células de Purkinje e no desenvolvimento de estacdes sindpticas,
podendo ter papel importante tanto para formagdo como para mielinizagdo de conexdes sinapticas
especificas.

A longo prazo, o etanol pode alterar a expressio de genes relacionados com a
mieliniza¢do, apoptose, adesdo celular, neurogénese e doengca neural [39]. Genes que
frequentemente sdo superexpressos por a¢ao do alcool codificam proteinas de choque térmico

(HSPs), as quais se relacionam com a transmissao sinaptica e a plasticidade. O etanol diminui a
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expressao de genes relacionados com a mielinizagao e a sintese protéica [40], corroborando os
nossos achados de alteragdes da bainha de mielina no corpo medular do cerebelo.

A expressao dos genes reguladores da caspase-3 nos animais alcoolicos e da XIAP nos
ratos controle mostraram-se alterados, apesar destes achados ndo serem estatisticamente
significativos. Um aumento de EROS podem ativar diversas classes de genes, incluindo os
dependentes do NF-kf, que se ligam ao elemento de resposta aos antioxidantes (ARE). A XIAP
(Bcl-xl) ou a catalase podem ser reguladas por mecanismos dependentes do NF-kP. Além disso, a
catalase também possui um elemento de resposta antioxidante que se liga a Nrf2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), sendo provavel que o aumento da expressdo génica associada ao
etanol ¢ mediada pelos efeitos do aumento de EROS sobre os fatores de transcri¢dao sensiveis a
EROS [41]. A homeostase ¢ mantida através do equilibrio entre proteinas antiapoptoticas e pro-
apoptoticas. Estimulos como danos no DNA, desencadeados pelo consumo cronico de etanol,
podem conduzir a0 aumento na expressdo de proteinas pro-apoptdticas, sendo a apoptose sua
consequéncia [15]. Tal fato estd de acordo com a identificagdo de caspase-3 nos neuronios de
Purkinje e granulares dos animais UChA.

A expressdao do gene regulador de IGF-1R foi evidente no grupo controle. O etanol
diminui a produgdo de IGF em ratos e em culturas de neuronios cerebelares, além de sinais de
hipoplasia cerebelar decorrente da insulina. Além disso, populacdes de neurdnios de Purkinje e
granulares foram reduzidas no cerebelo pelo consumo de etanol durante o desenvolvimento. Os
fatores de crescimento regulam o ciclo celular. Demonstrou-se que o etanol aumenta o tempo em
G1, atrasando o ciclo celular por diminui¢ao das células em proliferagdao [42]. Nossos resultados
mostraram uma diminuicdo no gene regulador do IGF-1R nos animais UChA, corroborando

comos achados de Ewenczyk et al. [21].
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Os sintomas clinicos do consumo abusivo de etanol podem ser confundidos com as
neuropatias relacionadas com a idade em pacientes humanos. No entanto, o uso prolongado de
alcool diminui significativamente o nimero de conexdes sinapticas dos neuronios de Purkinje
[43], bem como a atividade de células granulares, aumentando a transmissao GABA¢érgica a
partir dos neuronios de Golgi [44].

O cerebelo controla a coordenagdo motora, o equilibrio, o tonus muscular, a aprendizagem
motora e a cognicdo. Estas funcdes sdo, em parte, mediadas pelos neurdnios do cortex cerebelar,
que recebem sinapses excitatorias do sistema somatossensorial e do cortex cerebral. Estes
impulsos excitatérios sdo retransmitidos pelas fibras musgosas originarias do tronco cerebral e da
medula espinhal. Uma unica fibra musgosa faz conexdes sindpticas com centenas de células
granulares e estas células fazem conexdes excitatorias com os neurdnios de Purkinje. A atividade
das células granulares ¢ regulada por impulsos gabaérgicos fornecidos pelas células de Golgi, as
quais recebem impulsos excitatorios de fibras musgosas, axonios das células granulares e fibras
trepadeiras. As conexdes inibitorias sdo provenientes dos interneuronios da camada molecular e
células de Purkinje [45]. Botta e colaboradores [46] identificaram um novo efeito do etanol sobre
a fisiologia das células de Golgi, que envolve a atividade reduzida de um mecanismo de
feedback, o qual normalmente resultaria em uma diminuigdo transitoria da inibicdo das células
granulares mediada pelo receptor GABA s (Gamma-aminobutyric acid ionotropic receptor family
A). Este efeito pode contribuir para a diminui¢do da capacidade de resposta das células granulares
aos estimulos das fibras musgosas, o que se observa durante a exposi¢do aguda ao etanol. Porém
seus resultados mostraram que, embora a intoxicacdo ao etanol ocasione problemas motores e
alteragdes cognitivas associadas ao dano celular de circuitos cortico-cerebelares, estes também

podem decorrer da morte celular apoptoética induzida pelo etanol.
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Desta forma, considera-se o etanol como uma substincia lesiva tanto ao cerebelo de
animais quanto ao do homem, em diferentes idades e com diferentes formas de exposi¢ao, sendo
que a acdo de algumas substancias (por exemplo: neuroprotetores taurina, vitamina E, beta-

caroteno, resveratrol) podem minimizar tais efeitos [33, 47-49].

Conclusao

O etanol causa apoptose das células de Purkinje e granulares no cerebelo de ratos adultos
através da modulacdo de proteinas associadas a via apoptotica. Contudo, novos estudos sdo
necessarios para investigar como o dano neuronal induzido pelo etanol pode interferir com as
conexdes do cerebelo nas regides corticais durante o desempenho motor, comportametal e

cognitivo.
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5 CAPITULO 2: ARTIGO - Versio publicada

APOPTOSIS OF PURKINJE AND GRANULAR CELLS OF THE CEREBELLUM

FOLLOWING CHRONIC ETHANOL INTAKE
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6 CONCLUSOES

O etanol induz apoptose nas células de Purkinje e granulares do cerebelo de ratos adultos
através da modulacdo de proteinas associadas a via apoptdtica. As evidéncias despertam o
interesse de investigagdes adicionais sobre a forma como as lesdes neuronais induzidas pelo

etanol interferem com conexdes cerebelares para outras regides corticais durante o desempenho

motor, comportamental e cognitivo.
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Abstract Ethanol alters motricity, learning, cognition, and
cellular metabolism in the cerebellum. We evaluated the effect
of ethanol on apoptosis in Golgi, Purkinje, and granule cells of
the cerebellum in adult rats. There were two groups of 20 rats:
a control group that did not consume ethanol and an experi-
mental group of UChA rats that consumed ethanol at 10 %
(<2 g ethanol/kg body weight/day). At 120 days old, rats were
anesthetized and decapitated, and their cerebella were collect-
ed and fixed. Cerebellar sections were subjected to immuno-
histochemistry for terminal deoxynucleotide transferase dUTP
nick end labeling (TUNEL), caspase-3, X-linked inhibitor of
apoptosis protein (XIAP), and insulin-like growth factor 1-
receptor (IGF-1R); real-time PCR (RT-PCR) to determine
caspase-3, XIAP, and IGF-1R gene expression; and transmis-
sion electron microscopy (TEM). We identified fragmentation
of DNA and an increase in caspase-3 protein and XIAP in
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Purkinje cells, whereas granule cells exhibited increased
caspase-3 and XIAP. IGF-1R expression was unchanged.
There was no significant difference in gene expression of
caspase-3, XIAP, and IGF-1R. There were an increase in lipid
droplets, a reduction in the cellular cytoplasm in electron-
dense nuclei, and changes in the myelin sheath in the cerebel-
lar cortex. In conclusion, our data demonstrated that ethanol
induced apoptosis in the Purkinje and granule cells of the
cerebellum of adult UChA rats.

Keywords Apoptosis - XIAP - IGF-1R - Caspase-3 -
Cerebellum - UChA rats

Introduction

Alcoholism affects millions of people worldwide. It is char-
acterized by the excessive consumption of ethanol and is
associated with various health risks. It is a multifactorial
syndrome that leads to physical, mental, and social impair-
ments [1, 2]; alters the structure and function of the brain; and
in some cases, can lead to neurodegeneration [3].

Prenatal exposure to ethanol decreases cerebral volume. In
the cerebellum, where a stronger reduction occurs, prenatal
exposure leads to the degeneration of cognitive and behavioral
functions [4]. Throughout its development, the cerebellum is
extremely sensitive to high exposure to ethanol, which causes
impairment in Purkinje and granule cells and in glia [5, 6].
Purkinje cells are the dominant elements involved in the
processing of cerebellar information [7]. Golgi cells contribute
to information processing during information input to the
cerebellar cortex. Purkinje cell dysfunction can damage motor
coordination [8, 9], and Purkinje cells are susceptible to dam-
age from ethanol [10-12].
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There are two main pathways leading to apoptosis: an
extrinsic pathway, which activates caspase-8, and an intrinsic
pathway, which culminates in the cleavage and activation of
procaspase-3. Activation of caspase-3 produces morphologi-
cal changes typical of apoptosis [13, 14]. Although the apo-
ptotic pathway has been extensively studied in the cerebellum,
no studies have identified alterations in apoptosis in ethanol-
preferring rats treated with different volumes of ethanol or
durations of exposure.

Insulin-like growth factors (IGFs) are a family of mitogenic
proteins involved in the regulation of cell growth and differ-
entiation, and insulin-like growth factor 1-receptor (IGF-1R)
plays a critical role in the regulation of cognitive and motor
functions for various cell types in the central nervous system
(CNS) [15]. Caspase-3 and X-linked inhibitor of apoptosis
protein (XIAP) are involved in ethanol-induced apoptosis.
Caspase-3 is linked to the effector phase of programmed cell
death, promoting the expression of restriction endonucleases
that cleave DNA. XIAP plays an antiapoptotic role by
inhibiting the effector caspases, caspase-3 and -7, and the
initiator caspase, caspase-9, which modulates the transcription
factor—nuclear factor-kappa 3 (NF-kB). Such proteins are
therefore markers of the signaling mechanisms that, once
changed, can lead to neurological deficits [16].

UChA and UChB rats are voluntary ethanol consumers and
originate from a colony of Wistar rats developed at the Uni-
versity of Chile (UCh) 70 generations ago [17—19]. These rats
comprise one of the best models for studying the effects of
ethanol consumption on several physiological systems and,
furthermore, represent the context of alcoholism-related pa-
thologies (e.g., dependence or abstinence syndrome) such as
those found in human diseases. Our aim was to evaluate
apoptosis in Golgi, Purkinje, and granule cells of the cerebel-
lum of adult UChA rats.

Materials and Methods
Animals

Sixty adult male rats were provided by the Department of
Anatomy (Biosciences Institute, Univ. Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu, SP, Brazil). They were individually
housed in polypropylene cages with laboratory-grade pine
shavings as bedding and were kept under controlled room
temperature (23+1 °C) and lighting conditions (12-h light/
dark photoperiod, lights on at 6 a.m.). The UChA rats (a
model of ethanol-preferring rats, developed by selective
breeding) have a spontaneous genetic propensity to voluntar-
ily consume 10 % (v/v) ethanol (<2 g ethanol/kg body weight/
day). At 15 days old, 40 UChA rats were provided two bottles
for consumption over a 15-day period: one bottle containing
water ad libitum (1) and another containing a 10 % (v/v)

GRO @ Springer

ethanol solution (2). After this 15-day period, 20 rats from
each group showing ethanol consumption lower than 2.0 g
ethanol/kg of body weight/day were selected, according to the
protocol of Mardones and Segovia-Riquelme [20]. In the rats
selected for this study, the preference ratio associated with
ethanol-seeking behavior was approximately 65 %. The rats
were then divided into two groups: the UChA group (n=20),
consisting of rats provided a 10 % (v/v) ethanol solution ad
libitum (free choice for water or ethanol), drinking between
0.1 to 2 g ethanol/kg body weight/day, and a control group
(n=20) consisting of rats without access to ethanol. From the
beginning of the experiment (65 days old) to euthanasia
(120 days old), the UChA rats consumed 10 % (v/v) ethanol
over the course of 55 days (Fig. 1). All animal procedures
were approved by the Biosciences Institute, Univ. Estadual
Paulista (UNESP), Botucatu, Institutional Animal Care and
Use Committee.

Electron Microscopy

Four rat cerebellar samples were collected from each group
using a 21-gauge needle, following an intracardiac perfusion
with 2.5 % glutaraldehyde in 0.10 M sodium phosphate
buffer. Samples were immersed in the same fixative for a
minimum of 3 h, postfixed in 1 % osmium tetroxide in
0.10 M phosphate buffer for 1 h, and stained en bloc in 3 %
uranyl acetate for 1 h. Samples were dehydrated in ethanol,
embedded in epoxy resin (Sigma-Aldrich), sectioned at 50 to
60 nm on a Leica UCT ultramicrotome, and picked up on
carbon-coated copper grids. Sections were stained with 3 %
uranyl acetate for 5 min and Sato’s lead stains for 1 min. Grids
were viewed using a Philips CM 100 transmission electron
microscope (TEM).

Immunohistochemistry of Terminal Deoxynucleotide
Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

Apoptotic cells were analyzed in samples from five rats from
each group using a FragEL™ DNA kit (Calbiochem, La Jolla,
CA, USA), according to the manufacturer’s instructions. The
slides were counterstained with Harris hematoxylin and as-
sembled with Permount. Negative controls were treated in the
same way but were incubated without the TdT enzyme.

Immunohistochemistry of Caspase-3, XIAP, and IGF-1R

Sections of the cerebellum of the rats were fixed by immersion
in 4 % paraformaldehyde and embedded in paraffin. Cuts at a
thickness of 3 um were obtained using a Reichert Jung 2040
microtome. Antigen recovery was performed in citrate buffer
at 10 mM, pH 6.0 for 40 min, after being incubated in 3 %
hydrogen peroxide in order to block endogenous peroxidase
activities. The cuts underwent preincubation for 30 min in
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serum-blocking solution (1 % bovine serum albumin), and to
block nonspecific binding, Background Sniper, Biocare Med-
ical (Polymer Kit: Mach 4 Universal HRP) was used.

To mark caspase-3, we used caspase-3 polyclonal activated
antibodies (CPP32, monoclonal lyophilized, Novocastra®)
and XIAP (SC-11426 polyclonal, Santa Cruz®) diluted at
1/200 in 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS). For incu-
bation of IGF-1R, we used N-20 rabbit primary polyclonal
antibody (SC-720, polyclonal, Santa Cruz®) at 1/50 dilution
in 0.01 M PBS solution with 3 % bovine serum albumin
(BSA). The reactions were detected using Betazoid DAB
(BDB900GS) chromogen diluted in Betazoid DAB substrate
buffer (DS900L) from the Mach 4 kit. Samples used as
positive controls were the encephala of rats subjected to
ischemia. The sections were stained with diaminobenzidine
for 10 min at room temperature and then counterstained with
hematoxylin-eosin and assembled in resin.

The slides were analyzed using a Zeiss® microscope,
model Axioskop 2 plus, with a camera (Axio Cam Hrc®)
attached. Axio Vision 4.6® software with x400 magnification
was used for the analysis. The number of positive cells in each
group was counted using ten nonoverlapping high random
fields and counts are reported as group averages.

Real-Time PCR for Caspase-3, XIAP, and IGF-1R Gene
Expression

Cerebellum samples were frozen at —80 °C. After extracting
the RNA using the reactant Trizol® (Invitrogen, EUA), RNA
was separated, quantified, and analyzed for integrity in aga-
rose gel. To synthesize complementary DNA (cDNA), we
performed a reverse transcription using a commercial High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA) kit, according to the manufacturer’s instruc-
tions. Real-time quantitative PCR was performed using an
ABI PRISM 7500 Fast Real Time PCR System and FAM™
dyes (Applied Biosystems, Contraboeuf, France), following
the manufacturer’s protocols, in our genomics facility. The
caspase-3 (Rn00563902 m1), IGF-1R (Rn00583837 ml),
and XIAP (Rn00573706_ml) genes used were from the
TagMan Assay-on-Demand system, which is comprised of
oligonucleotides and probes acquired from Applied
Biosystems. Amplification was carried out in a final volume
of 10 uL, using 5 pL of the specific reactant TagMan Master
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Mix (Applied Biosystems), 0.5 L of each specific probe, and
4.5 uL of cDNA. All reactions were performed in duplicate
and analyzed using a real-time PCR detection device (7500
Real Time PCR System, Applied Biosystems). Data were
collected constantly during PCR and analyzed using the
ABI-7500 SDS software package.

Statistical Analysis

Data are presented as means+SD. Differences between groups
were compared by unpaired ¢ test and Mann-Whitney test.
Differences were considered to be statistically significant at
P<0.05 (P value: two-tailed). Statistical analysis was per-
formed using GraphPad Prism 6 software.

Results
Electron Microscopy

The images of cerebella displayed dilation of the endoplasmic
reticulum, an increase in lipid droplets, and electron density in
the nuclei of UChA rats. Furthermore, there was a severe
reduction in the medullary body of the cerebellum indicating
disruption of myelin in UChA rats (Fig. 2d-i).

Immunohistochemistry Using TUNEL, Caspase-3, XIAP,
and IGF-1R

All of the Purkinje, granular, and Golgi cells exhibited apo-
ptosis in both UChA (Fig. 3b, d) and control rats (Fig. 3a, ¢),
but were most evident in UChA rats. While a strong reaction
to XIAP was observed in the Purkinje and granular cells of the
UChA rats (Fig. 3e), a positive reaction to IGF-1R was not
observed (Fig. 4a, b).

The count for Golgi cells positive for TUNEL and caspase-
3 did not differ significantly (Figs. 5a and 6a), but the number
of XIAP-positive cells was lower in the UChA rats than in
controls (Fig. 7a). Purkinje cells positive for TUNEL, caspase-
3, and XIAP were more frequent in the UChA rats (Figs. 5b,
6b, and 7b). Granular cells positive for caspase-3 and XIAP
were more frequent in the UChA rats (Figs. 6¢ and 7c), but
there was no difference in TUNEL (Fig. 5¢).
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Fig. 2 a-i TEM micrographs of the cerebellum of control (a—¢) and
UChA (d-i) rats. a Normal Golgi (Go) and granular (G) cells. b Granular
(G) and Purkinje (P) cells. Note the Purkinje cell with normal cisterns of
the endoplasmic reticulum (arrows). ¢ Molecular layer with a typical
arrangement (14). d Golgi with cytoplasmic edema (Go) and lipid droplets
(asterisks) and granular cells (G) with pyknotic nuclei (arrows). e Mag-
nified view of Golgi cells (Go) with intense accumulation of lipid droplets

Expression of Caspase-3, XIAP, and IGF-1R

Gene expression of caspase-3, XIAP, and IGF-1R was un-
changed in the presence of ethanol, suggesting posttransla-
tional modifications to these target proteins (Fig. 8a—c).

Discussion

Apoptosis in the cerebellar cortex of rats was observed using
electron microscopy, immunohistochemistry to detect
caspase-3 and XIAP, and the TUNEL method. Gene expres-
sion of caspase-3 and XIAP, as well as of IGF-1R, underwent
changes upon ethanol use, which led to the damage of struc-
tures necessary for normal cerebellar function [21]. Changes
in the chain of apoptotic events can lead to malformations and
pathological conditions, including cancer, autoimmune disor-
ders, and neurodegenerative diseases [15, 22].

The ultrastructure of the cerebellum in the UChA rats
showed signs of cellular death typical of ethanol toxicity. A

@&D>  Q springer

(asterisks) and the granular layer (G) with pyknotic nuclei (arrow). f
Purkinje cell with electron-dense nuclei (P) and lipid droplets (asterisks).
Note dilated cisterns of the endoplasmic reticulum (arrows). g Granular
layer (G) with intense lipid droplets (asterisks) and dilated cisterns of the
endoplasmic reticulum (arrow). h Severe lipid droplet accumulation
(asterisks) in the molecular layer (M). i Disorganization of the medullary
body of the cerebellum with changes in the myelin sheath (arrow)

previous work carried out with UChA rats also demonstrated
alterations in cerebellar structure, arising from changes to the
Purkinje neurons [23]. For example, Lewandowska and col-
leagues [24] showed similar findings during pregnancy, ob-
serving degenerative changes in Purkinje and granule cells.
Jaatinen and Rintali [10] reported that in adult rats, chronic
exposure to ethanol leads to cerebellar atrophy. The main
neuropathological features of this atrophy included loss of
Purkinje cells and a decrease in the volume of the Purkinje
cell dendritic network in the molecular layer. Ethanol leads to
stress as well as persistent hepatic lesions and hepatic
steatosis, promoting lipolysis and increasing toxic lipids. Of
these toxic lipids, ceramides exacerbate hepatic lesions, caus-
ing insulin resistance, oxidative stress, and activation of pro-
inflammatory cytokines. Once they are released to the periph-
eral blood, they cross the blood-brain barrier and initiate a
complex sequence of neurodegeneration. Insulin resistance
leads to neural impairments and damages the function of
oligodendrocytes, leading to myelin degradation, which then
causes an increase in the production of toxic lipids in the CNS.
In addition, the direct neurotoxic effects caused by ethanol and
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Fig. 3 a—f Representative immunohistochemistry of the cerebellar cor-
tex: molecular layer (M), Purkinje cells (P), and granular cells (G) at x400
magnification. a Purkinje marked and unmarked (P) in control TUNEL. b
Purkinje cells (P) in TUNEL UChA. ¢ Golgi neurons (Go) and caspase-3

its metabolites impair mitochondrial function and reduce the
integrity of the membrane. This diminishes messenger RNA
associated with myelin, which responds to insulin and in-
creases the apoptosis index, oxidative stress, lipid

Fig. 4 a,b
Immunohistochemical images at
%400 magnification of the
cerebellum of a control and b
UChA rats. Arrows show a strong
positive reaction to IGF-1R in
glomerular areas
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in the control group. d Granular (G) and Golgi neurons (Go) in caspase-3
UChA. e Golgi neurons (Go) in control XIAP. f Purkinje (P) and granular
(G) cells in XIAP UChA

preoxidation, damage to DNA, and disruption of acetylcho-
line homeostasis, contributing to neurodegeneration [15].
Chronic ethanol consumption causes imbalances in neuronal
calcium homeostasis resulting in dilation of the smooth
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Fig.5 a—c Immunohistochemical analysis of apoptosis (TUNEL) in a Golgi, b Purkinje, and ¢ granular cells. Positive cells were counted in ten random
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endoplasmic reticulum (SER) in Purkinje neurons of aged
rats, which is accompanied by neuronal death or axonal apo-
ptosis. The SER stores calcium, essential for neuronal func-
tioning [25]. Dilation of the SER in Purkinje cells was ob-
served in adult rats after 40 weeks of ethanol consumption and
led to degeneration of terminal dendritic segments [26-29].
Inducers of endoplasmic reticulum stress (e.g., ethanol) cause
apoptotic morphological changes through activation of
caspase-3 [30]. These findings, including increased caspase-
3, were identified in UChA rats.

Caspase-3 is increased in Purkinje and granule cells and,
when activated, is responsible for broad spectrum proteolytic
cleavage in cellular targets, leading to cellular death [31]. In
this study, the DNA fragmentation analysis indicated expres-
sive marks in the Purkinje neurons, similar to that found by
Taranukhin and colleagues [32]. The cerebellum is particular-
ly vulnerable to the effects of ethanol during the first 10 days
of life, with ethanol inducing loss of Purkinje and granule
cells. Neuronal death during this period is independent of how
ethanol is administered. Conversely, granule cells are more
sensitive to ethanol than Purkinje cells, showing a 20 %
reduction in cells when blood alcohol concentrations are lower

GRO @ Springer

than 150 mg/dL. The equivalent reduction is only found in
Purkinje neurons at an ethanol concentration of 300 mg/dL or
higher. Although some researchers have suggested that the
loss of granule cells is secondary to the death of Purkinje
neurons, there is evidence that ethanol causes the death of
granule neurons directly. Chronic exposure to ethanol causes
degeneration in the dendrites of Purkinje cells and their syn-
apses in the molecular layer. Furthermore, granular cells and
molecular layer interneurons are the most vulnerable cerebel-
lar structures to ethanol toxicity in adult animals. The basic
mechanisms underlying these ethanol-induced functional al-
terations and the related neuropathology in the cerebellum
include excitotoxicity; dietary factors, especially thiamine
depletion; glial abnormalities; changes in growth factors; ap-
optotic mechanisms; oxidative stress; and compromised ener-
gy production [10].

The inhibitors of apoptosis protein family (inhibitor of
apoptosis proteins, IAPs) are anti-apoptosis proteins that in-
hibit the activity of effector caspase-3 and caspase-7 as well as
the initiator caspase-9. They also modulate the NF-kf3 tran-
scription factor. An example member of this family is the
XIAP protein. IAPs are removed by this protein, which is
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released by the mitochondrial protein second mitochondria-
derived activator of caspase/direct IAP-binding protein with
low p/ (Smac/DIABLO). After mitochondrial damage,
Smac/DIABLO is released from the intermembrane space into
the cytoplasm, along with cytochrome ¢, promoting apoptosis.
Cytochrome c links itself to the apoptotic protease activating
factor 1 (APAF-1) and directly activates caspase-9, whereas
Smac/DIABLO removes the IAPs from their inhibitory inter-
actions with the caspase [16]. Our results demonstrated that
XIAP acts as an antiapoptotic element in Purkinje and granule
neurons of UChA rats. In control rats, XIAP expression was
only high in Golgi neurons displaying no apoptosis. This can
be explained by the fact that this rat model has developed new
strategies to avoid neuronal cell death in the presence of a
minimum amount of ethanol during the period for ethanol
preference. Lee and colleagues [33] found similar results
where ethanol intake promoted high expression of cell
survivor-related genes such as XIAP, BCI-xL, and catalase.
Although in the liver of mice, alcohol intake increased ex-
pression of p53, Omi/HtrA2, Bcl-2, and Bax without affecting
XIAP expression or the Bel-2/Bax ratio [34], Antonio and
colleagues [35] demonstrated that ethanol-treated fetal
rhombencephalic neurons showed reduced XIAP and Bcl-2

gene expression (prosurvival genes) with high caspase-3 ac-
tivity and reactive oxygen species formation. Notably, therapy
with lipoic acid exerted a neuroprotective effect. To date, the
mechanism by which ethanol modulates XIAP expression
remains unclear.

There were no markers identified for IGF-1R in the cere-
bellar cortex, which may be due to the age of the rats [36].
Bondy [37] reported that IGF-1 is abundant in Purkinje cells
and develops synaptic stations. It may play an important role
in both the formation and myelinization of specific synaptic
connections.

In the long term, ethanol could change gene expression
related to myelinization, apoptosis, cellular adhesion,
neurogenesis, and neural disease [38]. Genes that are frequent-
ly super-expressed by ethanol actions codify heat-shock pro-
teins (HSPs), which are related to synaptic transmission and
plasticity. Ethanol diminishes gene expression related to
myelinization and to protein synthesis [39], thus corroborating
our findings for changes to the myelin sheath in the medullary
body of the cerebellum.

Despite not reaching a significant level, there was an ap-
parent change in gene expression that regulated caspase-3 in
the UChA group and XIAP in the control group. An increase
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in cellular reactive oxygen species (ROS) can activate several
classes of genes, including those that are dependent on NF-
k{3, that bind to the antioxidant response element (ARE).
Because XIAP, Bcl-XL, or catalase can be regulated by NF-
k{3-dependent mechanisms and because catalase also has an
antioxidant response element that can bind to Nrf2, it is likely
that this initial ethanol-associated augmentation of gene ex-
pression is mediated by the effects of increased ROS on ROS-
sensitive transcription factors [33]. Homeostasis is maintained
by controlling the balance between antiapoptotic and
proapoptotic proteins. Stimuli such as DNA damage triggered
by chronic ethanol consumption can lead to an increase in the
expression of proapoptotic proteins, and this imbalance in-
duces apoptosis [16]. This was supported by the observation
of caspase-3 markers in the Purkinje and granule neurons of
the UChA group.

IGF-1R regulator of gene expression was more evident in
the control group. Ethanol decreased the production of IGF in
rats and in cerebellar neural cell cultures, and we measured
signs of insulin-stimulated cerebellar hypoplasia. In addition,
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Purkinje and granule cell populations in the cerebellum were
reduced by ethanol exposure during development. Growth
factors regulate the cellular cycle. It has been shown that
ethanol increases time in G1, delaying the cellular cycle and
diminishing the amount of proliferating cells [40]. Our results
showed a decrease in the regulator gene of the IGF-1R in the
UChA, corroborating findings previously published by
Ewenczyk and colleagues [21].

The clinical symptoms of ethanol abuse can be confused
with age-related neuropathy in human patients. However,
prolonged ethanol consumption significantly decreases the
number of synaptic connections of Purkinje neurons [41] as
well as the activity of granule cells by increasing inhibitory
GABAergic transmission from Golgi cells [42].

The cerebellum controls motor coordination, balance, mus-
cle tone, motor learning, and cognition. These functions are
partly mediated by neurons in the cerebellar cortex, which
receives excitatory input from the somatosensory system and
the cerebral cortex. These excitatory inputs are relayed by
glutamatergic mossy fibers originating in the brain stem and
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spinal cord. A single mossy fiber makes synaptic connections
with hundreds of granule cells, and thousands of these cells
provide excitatory input to Purkinje neurons. The activity of
granule cells is regulated by GABAergic inhibitory input
provided by a specialized interneuron, the Golgi cell. The
Golgi cell axon forms a complex plexus that connects with
thousands of granule cell dendrites in glial-ensheathed glo-
meruli also containing mossy fibers. Golgi cells receive excit-
atory inputs from mossy fibers, granule cell axons (parallel
fibers and ascending axons), and climbing fibers. Inhibitory
inputs are provided by molecular layer interneurons and per-
haps Purkinje cells [43]. Furthermore, Botta and colleagues
[44] identified a novel effect of ethanol on Golgi cell
physiology that involves reduced activity of a feedback
mechanism that normally results in a transient decrease
in GABAA receptor-mediated inhibition of granule
cells. This effect may contribute to the decrease in
granule cell responsiveness to mossy fiber input that is
observed during acute ethanol exposure. Although etha-
nol intoxication is associated with cellular damage of
cerebellar cortical circuits, which results in complex
motor and cognitive alterations, our results demonstrate
that these alterations may be caused, in part, by ethanol-
induced apoptotic cell death.

Thus, we evaluated the ethanol injury to the cerebel-
lum of animals and humans at different ages and in
different forms of exposure. The action of neuroprotec-
tive substances (e.g., taurine, vitamin E, beta-carotene,

resveratrol) can minimize the impact of ethanol in the
cerebellum [32, 45-47].

Conclusion

Ethanol causes apoptosis of Purkinje and granule cells in the
cerebellum of adult rats by modulating the expression of
proteins associated with the apoptotic pathway. Further inves-
tigations are required to investigate how neural lesions in-
duced by ethanol consumption interfere with cerebellar con-
nections to other cortical regions during the performance of
motor, behavioral, and cognitive functions.

Acknowledgments We would like to thank Mr. Wanderley Thiago da
Silva for animal care, Mr. Gelson Rodrigues for technical support and the
funding agency (FAPESP 2011/50466-0).

Conflict of Interest The authors declare no conflicts of interest.

References

1. Edwards G, Gross MM. Alcohol dependence: provisional description
of a clinical syndrome. BMJ. 1976;1:1058-61.

2. World Health Organization. Global status report on alcohol and
health. Geneva: WHO Press; 2011. p. 1-85.

A Springer GRC



Cerebellum

10.

11.

12.

13.

14.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

. Alfonso-Loeches S, Guerri C. Molecular and behavioral aspects of

the actions of alcohol on the adult and developing brain. Crit Rev
Clin Lab Sci. 2011;48:19-47.

. De Smet HJ, Parquier PF, De Deyn PP, Marie P. The cerebellum and

neurocognition: a review of clinical and neuroimaging studies.
AJCN. 2010;4:1.

. Maier SE, West JR. Regional differences in cell loss associate with

binge-like alcohol exposure during the first two trimesters equivalent
in the rat. Alcohol. 2001;23:49-57.

. Sakata-Haga H, Sawada K, Hisano S, Fukui Y. Abnormalities of

cerebellar foliation in rats prenatally exposed to ethanol. Acta
Neuropathol. 2001;102(1):36-40.

. Apfel ML, Esberard CA, Rodrigues FK, Bahamad Jr FM, Sillero RO.

Stereological study of the cerebellar Purkinje cells submitted to alco-
holic intoxication in Wistar rats. Arq Neuropsiquiatr. 2002;60:258—63.

. Ito M. The cerebellum and neural control. New York: Raven; 1984. p.

121-30.

. Huang JJ, Yen CT, Tsao HW, Tsai ML, Huang C. Neuronal oscilla-

tions in Golgi cells and purkinje cells are accompanied by decreases
in Shannon information entropy. Cerebellum. 2013;13:523-6.
Jaatinen P, Rintala J. Mechanisms of ethanol-induced degeneration in
the developing, mature, and aging cerebellum. Cerebellum. 2008;7:
332-47.

Luo J. Mechanisms of ethanol-induced death of cerebellar granule
cells. Cerebellum. 2012;11:145-54.

Sarna JR, Hawkes R. Patterned Purkinje cell death in the cerebellum.
Prog Neurobiol. 2003;70:473-507.

Young C, Klocke BJ, Tenkova T, Choi J, Labruyere J, Qin Y-Q, et al.
Ethanol-induced neuronal apoptosis in vivo requires BAX in the
developing mouse brain. Cell Death Differ. 2003;10:1148-55.
Olney JW, Tenkova T, Dikranian K, Labruyere J, Qin YQ,
Ikonomidou C. Ethanol-induced apoptotic neurodegeneration in the
developing C57BL/6 mouse brain. Dev Brain Res. 2002;133:115-
26.

. De La Monte SM, Longato L, Tong M, DeNucci S, Wands JR. The

liver-brain axis of alcohol-mediated neurodegeneration: role of toxic
lipids. Int J Environ Res Public Health. 2009;6:2055-75.

Grivicich I, Regner A, Da Rocha AB. Morte celular por apoptose
apoptosis: programmed cell death. Rev Bras Cancerol. 2007;53:335—
43.

Quintanilla ME, Israel Y, Sapag A, Tampier L. The UChA and UChB
rat lines: metabolic and genetic differences influencing ethanol in-
take. Addict Biol. 2006;11:310-23.

Chuffa LG, Amorim JP, Teixeira GR, Mendes LO, Fioruci BA,
Pinheiro PF, et al. Long-term exogenous melatonin treatment modu-
lates overall feed efficiency and protects ovarian tissue against inju-
ries caused by ethanol-induced oxidative stress in adult UChB rats.
Alcohol Clin Exp Res. 2011;35:1498-508.

Chuffa LG, Seiva FR, Favaro WJ, Amorim JP, Teixeira GR, Mendes
LO, et al. Melatonin and ethanol intake exert opposite effects on
circulating estradiol and progesterone and differentially regulate sex
steroid receptors in the ovaries, oviducts, and uteri of adult rats.
Reprod Toxicol. 2013;39:40-9.

Mardones J, Segovia-Riquelme N. Thirty-two years of selection of
rats by ethanol preference: UChA and UChB strains. Neurobehav
Toxicol Teratol. 1983;5:171-8.

Ewenczyk A, Ziplow J, Tong M, De La Monte SM. Sustained
impairments in brain insulin/IGF signaling in adolescent rats subject-
ed to binge alcohol exposures during development. J Clin Exp
Pathol. 2012;2:106. doi:10.4172/2161-0681.1000106.

Maycotte P, Blancas S, Moran J. Role of inhibitor of apoptosis
proteins and Smac/DIABLO in staurosporine-induced cerebellar
granule neurons death. Neurochem Res. 2008;33(8):1534-40.
Oliveira SA, Fontanelli BAF, Stefanini MA, Chuffa LGA, Teixeira
GR, Lizarte FSN, et al. Interaction of maternal separation on the UCh
rat cerebellum. Microsc Res Tech. 2014;77:44-51.

GRO @ Springer

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Lewandowska E, Stepien T, Wierzba-Bobrowicz T, Felczak P, Szpak
GM, Pasennik E. Alcohol-induced changes in the developing cere-
bellum. Ultrastructural and quantitative analysis of neurons in the
cerebellar cortex. Folia Neuropathol. 2012;50(4):397-406.

Dlugos CA, Pentney RJ. Effects of chronic ethanol consumption on
SER of Purkinje neurons in old F344 rats. Alcohol. 2000;20:125-32.
Pentney RJ. Measurements of dendritic path lengths provide evi-
dence that ethanol-induced lengthening of terminal dendritic seg-
ments may result from dendritic regression. Alcohol Alcohol.
1995;30:87-96.

Pentney RJ, Dlugos CA. Cerebellar Purkinje neurons with altered
terminal dendritic segments are present in all lobules of the cerebellar
vermis of ageing, ethanol-treated F344 rats. Alcohol Alcohol.
2000;35:35-43.

Pentney RJ, Quackenbush LJ. Dendritic hypertrophy in Purkinje
neurons of old Fischer 344 rats after long-term ethanol treatment.
Alcohol Clin Exp Res. 1990;14:878-86.

Pentney RJ, Quackenbush LJ. Effects of long durations of ethanol
treatment during aging on dendritic plasticity in Fischer 344 rats.
Alcohol Clin Exp Res. 1991;15:1024-30.

Hitomi J, Katayama T, Taniguchi M, Honda A, Imaizumi K,
Tohyama M. Apoptosis induced by endoplasmic reticulum stress
depends on activation of caspase-3 via caspase-12. Neurosci Lett.
2003;357:127-30.

Shi Y. Mechanical aspects of apoptosome assembly. Curr Opin Cell
Biol. 2006;18:677-84.

Taranukhin AG, Taranukhina EY, Saransaari P, Podkletnova IM,
Pelto-Huikko M, Oja SS. Neuroprotection by taurine in ethanol-
induced apoptosis in the developing cerebellum. J Biomed Sci
2010; 17. doi: 10.1186/1423-0127-17-S1-S12.

Lee JH, Tajuddin NF, Druse AJ. Effects of ethanol and ipsapirone on
the expression of genes encoding anti-apoptotic proteins and an
antioxidant enzyme in ethanol-treated neurons. Brain Res.
2009;1249:54-60.

Guo R, Zhong L, Ren J. Overexpression of aldehyde dehydrogenase-
2 attenuates chronic alcohol exposure-induced apoptosis, change in
Akt and Pim signalling in liver. Clin Exp Pharmacol Physiol.
2009;36(5-6):463-8.

Antonio AM, Gillespie RA, Druse-Manteuffel MJ. Effects of lipoic
acid on antiapoptotic genes in control and ethanol-treated fetal
rhombencephalic neurons. Brain Res. 2011;1383:13-21.

Marks JL, Porte Jr D, Baskin DG. Localization of type I insulin-like
growth factor receptor messenger RNA in the adult rat brain by in situ
hybridization. Mol Endocrinol. 1991;5(8):1158-68.

Bondy CA. Transient IGF-I gene expression during the maturation of
functionally related central projection neurons. J Neurosci. 1991;11:
3442-55.

Liu J, Lewohl JM, Harris RA, Iyer VR, Dodd PR, Randall PK, et al.
Patterns of gene expression in the frontal cortex discriminate alco-
holic from nonalcoholic individuals. Neuropsychopharmacology.
2006;31:1574-82.

Pignataro L, Varodayan FP, Tannenholz LE, Harrison NL. The reg-
ulation of neuronal gene expression by alcohol. Pharmacol Ther.
2009;124:324-35.

Cassini C, Linden R. Prenatal exposure to ethanol: toxicity, bio-
markers and detection methods. Rev Psiq Clin. 2011;38:116-21.
Dlugos CA, Pentney RJ. Morphometric evidence that the total num-
ber of synapses on Purkinje neurons of old F344 rats is reduced after
long-term ethanol treatment and restored to control levels after re-
covery. Alcohol Alcohol. 1997;32:161-72.

Botta P, Souza FMS, Sangrey T, Schutter E, Valenzuela F. Alcohol
excites cerebellar Golgi cells by inhibiting the Na+/K+ ATPase.
Neuropsychopharmacology. 2010;35:1984-96.

Botta P, Souza FMS, Sangrey T, Schutter E, Valenzuela F. Excitation
of'rat cerebellar Golgi cells by ethanol: further characterization of the
mechanism alcohol. Clin Exp Res. 2012;36(4):616-24.


http://dx.doi.org/10.4172/2161-0681.1000106
http://dx.doi.org/10.1186/1423-0127-17-S1-S12

Cerebellum

44. Botta P, Zucca A, Valenzuela F. Acute ethanol exposure inhibits

45.

silencing of cerebellar Golgi cell firing induced by granule cell axon
input. Front Integr Neurosci. 2014;8:10. doi:10.3389/fhint.2014.
00010.

Wang GH, Jiang ZL, Li YC, Li X, Shi H, Gao YQ, et al.
Free-radical scavenger edaravone treatment confers neuropro-
tection against traumatic brain injury in rats. J Neurotrauma.
2011;28(10):2123-34.

46.

47.

Oomen CA, Farkas E, Roman V, Van Der Beeck EM, Luiten PGM.
Resveratrol preserves cerebrovascular density and cognitive function
in aging mice. Front Aging Neurosci. 2009;1:4. doi:10.3389/neuro.
24.004.

Shirpoor A, Minassian S, Salami S, Khadem-Ansari MH, Ghaderi-
Pakdel F, Yeghiazaryan M. Vitamin E protects developing rat hippo-
campus and cerebellum against ethanol-induced oxidative stress and
apoptosis. Food Chem. 2009;113:115-20.

A Springer GRC


http://dx.doi.org/10.3389/fnint.2014.00010
http://dx.doi.org/10.3389/fnint.2014.00010
http://dx.doi.org/10.3389/neuro.24.004
http://dx.doi.org/10.3389/neuro.24.004

	ARTIGO DA TESE - PUBLICAÇÃO.pdf
	Apoptosis of Purkinje and Granular Cells of the Cerebellum Following Chronic Ethanol Intake
	Abstract
	Introduction
	Materials and Methods
	Animals
	Electron Microscopy
	Immunohistochemistry of Terminal Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL)
	Immunohistochemistry of Caspase-3, XIAP, and IGF-1R
	Real-Time PCR for Caspase-3, XIAP, and IGF-1R Gene Expression
	Statistical Analysis

	Results
	Electron Microscopy
	Immunohistochemistry Using TUNEL, Caspase-3, XIAP, and IGF-1R
	Expression of Caspase-3, XIAP, and IGF-1R

	Discussion
	Conclusion
	References



