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ESTUDO ESTEREOLOGICO DAS CELULAS DE PURKINJE
CEREBELARES SUBMETIDAS A INTOXICAGAO
ALCOOLICA EM RATOS WISTAR

Mara Ibis Rodrigues Apfel’, Charles Alfred Esberard? Fabricio Kafury Pereira Rodrigues?,
Fayez Mohamad Bahamad Junior?, Rafael Oliveira Sillero?

RESUMO - Motivo do estudo: Analisar o efeito do alcool sobre as células de Purkinje de ratos. Método: Ratos
Wistar receberam oralmente solugdes alcodlicas em diferentes concentragdes 4%, 12% e 24%. Os animais
foram sacrificados com 4, 8 e 12 semanas e os cerebelos foram clivados em cortes aleatérios e uniformemente
isotropicos e incluidos em parafina. Cortes de 6um (H & E) foram analisados por estereologia. Resultados: As
diferencas entre a densidade por area e densidade de superficie das células de Purkinje de todos os grupos
experimentais (E) e os respectivos controles (C) foram significativas. Com 12 semanas, a densidade volumétrica
da célula de Purkinje diminuiu entre os grupos C e E nas concentragdes de 4% e 12%, mas ndo para a
concentragdo de 24%, provavelmente devido a menor ingestdo de liquido pelos animais. Conclusdo: O élcool
exerceu efeito toxico sobre o corpo celular da célula de Purkinje nas trés concentracdes estudadas a partir de
4 semanas.

PALAVRAS-CHAVE: cerebelo, estereologia, intoxicacdo alcodlica, célula de Purkinje.

Stereologic study of the cerebellar Purkinje cells submitted to alcoholic intoxication in Wistar rats

ABSTRACT - Background: to analyze the effect of the alcohol on the cells of Purkinje. Method: Wistar rats
received alcoholic solutions orally in different concentrations 4%, 12% and 24%. The animals were sacrificed
with 4, 8 and 12 weeks and the cerebella were randomly cut and embedded in paraffin. Sections of 6um
(H&E) were stereologically analyzed. Results: The differences among the density for area and density of surface
of the cells of Purkinje of all of the experimental groups (E) and the respective controls (C) were significant.
With 12 weeks the cell of Purkinje volume density decreased among the groups C and E in the concentrations
of 4% and 12%, but not for the concentration of 24%, probably due to smaller liquid ingestion by the
animals. Conclusion: The alcohol has toxic effect on the Purkinje cellular body in the three studied concentrations

from 4 weeks.

KEY WORDS: cerebellum, Purkinje cell, alcohol, stereology.

As células de Purkinje pertencem filogenetica-
mente ao neocortex cerebelar, evolutivamente a re-
gido mais recente e com uma citoarquitetura carac-
terizada por trés camadas: molecular, Purkinje e gra-
nular®. A célula de Purkinje é o elemento dominan-
te do processo de informacéo cerebelar e pode apre-
sentar alteracdes degenerativas na senescéncia que
podem ser notadas por métodos de coloracéo sim-
plescomo o H & E*.

A ingestéo crénica de alcool leva a doengas soci-
ais e degenerativas de importancia. Em animais, no
estado de jejum, 30 minutos apos a ingestao de al-
cool ja ocorreu a absorcao pelo trato digestivo com
niveis sanguineos altos; mais de 90% do alcool ab-
sorvido é oxidado no figado e o restante excretado
pelos pulm®&es e rins. O consumo cronico pode levar
atolerancia e dependéncia, a graves disturbios neu-
rolégicos e mentais, muitas vezes com decréscimo
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das células cerebrais e cerebelares em humanos e
animais®>1®. Em ratos recém-nascidos que receberam
cronicamente alcool por via aérea foi observado que
as células-alvo foram as de Purkinje que diminuiram
em numero; depois foram atingidas as células gra-
nulares®’.

O efeito do etanol por via oral (8.1% etanol v/v)
sobre neurénios do hipocampo dorsal de ratas gra-
vidas, durante 10-21 dias de gestacéo, foi estudado
por Barnes e Walker®®. Estes autores encontraram
evidente diminuigao de células piramidais (20%) nas
crias. No entanto, ndo observaram alteracdo nas
células granulares, nem no crescimento fisico do ani-
mal, sugerindo que os neurdnios eferentes sdo par-
ticularmente sensiveis aos efeitos do etanol.

Segundo Pierce e colaboradores®, a exposi¢do ao
etanol causa direta toxicidade neuronal, especial-
mente durante periodos de maior vulnerabilidade.
Isto estd demonstrado em inimeros estudos nos Ul-
timos 20 anos em ratos recém-nascidos, periodo de
maior crescimento cerebelar (periodo pos-natal en-
tre os dias 4 a 6). Segundo estes autores, o dia inici-
al da exposicdo e a duracdo da exposi¢cdo ndo foram
identificados como variaveis criticas para a toxici-
dade. Clos e colaboradores?®® estudaram o efeito da
desnutricdo materna de ratas (50% da quantidade
diaria normal) sobre ratos recém-nascidos de 10, 14
e 21 dias. Observaram que ndo houve alteracdo no
nimero das células de Purkinje; no entanto, houve
reducdo das células granulares e em cesto (13%) e
das gliais (44%).

Héa poucos estudos descrevendo alteragdes neuro-
nais no cérebro e cerebelo de ratos adultos jovens.
Gonzalez-Maciel e colaboradores? encontraram di-
minuigdo de células de Purkinje cerebelar em ratos
de 45 dias de idade alcoolizados (grupo experimen-
tal que recebeu racéo convencional e mistura agua-
alcool) durante 90, 120 e 180 dias. Estes autores
observaram um grande namero de células de Purkin-
je com citoplasma hipercromatico e sem morfologia

celular definida, denotando sinais de degeneracdo
celular. Os autores ndo encontraram estas alteraces
no grupo controle tradicional (alimentados com ra-
¢do e 4gua a vontade) e no grupo controle equiener-
gético (que recebeu ragéo e dgua-aglcar). Armstrong
e Schild?! fizeram estudo quantitativo de células de
Purkinje no cerebelo de ratos albinos, utilizando téc-
nica que hoje é considerada com viés. Estudaram o
pregueamento das folhas cerebelares em duas di-
mensdes, estimando o nimero total de células de
Purkinje que ficou em 3,2-3,6 x 10°células. As limi-
tacdes deste método de contagem tém sido ampla-
mente discutidas.

Pretende-se aplicar técnicas estereoldgicas sem
viés para efetuar a quantificacdo das células de
Purkinje cerebelares??24, Segundo Mandarim-de-
Lacerda??, este método prové informac6es sobre o
crescimento (em tumores, em caso de neovasculari-
zacao) e relagbes funcionais (alteragdes na membra-
na alvéolo-capilar, por exemplo), usando parametros
relativos e absolutos. Os valores relativos de V (den-
sidade de volume), S (densidade de superficie) e N,
(densidade numeérica no plano) foram utilizados por
nos neste estudo. As células de Purkinje foram esco-
Ihidas para serem estudadas por serem as que em
conjunto formam o Unico sistema eferente cerebelar,
funcionando como moduladoras das informagfes
aferentes que chegam ao cOrtex cerebelar'’. Estas
células fazem a integracédo neuronal de todas as in-
formacgdes recebidas pelo corpo e controlam os
movimentos musculares corporais, sendo frequen-
temente afetado quando do uso das chamadas be-
bidas sociais.

METODO

Modelo experimental

Sessenta ratos Wistar, machos, pesando entre 200-
300g, adultos jovens, foram obtidos do biotério da Fiocruz/
RJ e submetidos & dieta padrdo Nuvilab® para ratos e
agua a vontade.

Tabela 1. Distribuicdo dos animais nos grupos de estudo,em relagdo aos tempos de

administracdo das solucées alcodlicas em dgua e suas diferentes concentragées (em %).

Grupo 4 semanas 8 semanas 12 semanas Total
Controle 5 5 5 15
Experimental
4% 5 5 5 15
12% 5 5 5 15
24% 5 5 5 15
Total 20 20 20 60
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Estes animais foram divididos em dois grupos: contro-
le (C) e experimental (E), subdivididos em trés subgrupos
que foram estudados em tempos diferentes: 4, 8 e 12 se-
manas. A composi¢do das amostras é referida na Tabela 1.

A curva de ingestao total de solucéo alcodlica em agua
foi feita para todos os grupos; este consumo foi anotado
em dias alternados quando era substituida a solugdo. O
somatério dos volumes ingeridos foi computado como
consumo total.

Processamento do material

Nos tempos previamente determinados, 0s animais
foram anestesiados com Thiopental sodico (1mg/kg) para
proporcionar menor sofrimento possivel e, a seguir, cra-
niotomizados Os cerebelos foram retirados apds perfusdo
cardiaca com formol 10% tamponado em tampéo fosfato
pH 7,2 por 10 minutos. Cada hemisfério cerebelar (neocor-
tex cerebelar) foi fragmentado em cortes aleatérios e uni-
formemente isotrépicos (técnica do orientator)?®, pos-fi-
xados em formol tamponado por imerséo por 48 horas, e
processados rotineiramente (lavagem em &agua corrente,
desidratagdo em alcool, inclusdo em xilol e inclusdo em
parafina).

Estereologia

Cortes com 6um de espessura, obtidos a partir dos
blocos, foram corados por hematoxilina e eosina. Para
contagem estereoldgica foi utilizado o sistema teste M42
que utiliza um conjunto de linhas e pontos que ficam
superpostos a imagem morfolégica. As caracteristicas des-
te sistema-teste sdo: calibragdo (d, comprimento das li-
nhas curtas), area-teste (A, 36,36 d2), linha-teste (L,, 21d),
pontos-teste (Pp, 42).

Foram determinados os seguintes parametros estereo-
I6gicos nas células de Purkinje cerebelares??:

a) Densidade de volume (Vv):

F.
3 (%), sendo P,0 ndmero de pontos contados

sobre as células de Purkinje e P, o nimero total de pon-
tos-teste.

b) Densidade de superficie (Sv):
5, =21
) T (mm2/mm3), sendo | 0 nimero de intersec¢des

dos perfis celulares com a linha-teste (L.).

c) Densidade por area (N,):

N
A_(l/mm3), sendo N o nimero de perfis celula-

res observados na area-teste (A,).

As diferencas entre os grupos foram testadas usando
o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste
de Mann-Whitney para testar, dois a dois, 0s grupos onde
houve diferenca. Foi considerado significativo o indice de
significancia de 0,05.

RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na Tabela 2 e na
Figura 1. A Tabela 2 indica o resultado estereoldgico
encontrado nos diferentes grupos. Com quatro se-
manas de administracdo de solucédo alcodlica em
agua, em todas as concentragoes utilizadas, os para-
metros determinados para a célula de Purkinje dimi-
nuiram significativamente em comparacdo ao grupo
controle. Na concentracdo de 4% houve diminuicdo
de 56% do Vv, 44% de Sve 37% N ,. Com oito semanas
de administragdo, em todas as concentracoes utiliza-

Tabela 2. Médlia+DP dos valores estereoldgicos determinados para
os diferentes grupos de animais.

Caodigo Grupo Vv Sv N,
4 Semanas
1 Controle 2,3+0,6 5,4+1,3 122,5#+11,7
4% 1,0+0,3 3,6+0,5 76,7+10,1
7 12% 1,0+0,3 3,6+1,0 71,647
10 24% 0,7%+0,2 2,9+0,6 67,0x7,2
8 Semanas
2 Controle 2,3+0,6 5,4+1,3 122,5+11,7
5 4% 1,0+0,3 3,5+#0,9 81,9+21,2
8 12% 0,8+0,2 29+1,1 71,4+17,7
11 24% 1,0+0,4 3,2+0,8 83,9+17,7
12 Semanas
3 Controle 2,4+0,6 5,2+1,2 120,0%+13,5
6 4% 0,9+0,6 3,1+0,8 81,7+11,4
9 12% 1,2+0,4 4,0+1,1 80,9%x23,1
12 24% 1,6+0,3 4,5+1,3 96,2+18,4
Comparagdes Teste de Mann-Whitney
1x4 0,008 0,02 0,008
1x7 0,008 0,05 0,008
1x10 0,008 0,008 0,008
4x7 NS NS NS
4x10 0,05 0,05 NS
7 x 10 NS NS NS
2x5 0,008 0,05 0,008
2x8 0,008 0,008 0,008
2x11 0,008 0,02 0,008
5x8 NS NS NS
5x11 NS NS NS
8x11 NS NS NS
3x6 0,008 0,02 0,008
3x9 0,008 NS 0,05
3x12 NS NS 0,05
6x9 NS NS NS
6x12 0,03 NS NS
9x12 NS NS NS

As diferencas entre os grupos (apresentados com os cédigos indicados na
tabela) foram testados com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Fig 1. Gréafico em barras do volume total ingerido por cada grupo de animais: controle (dgua), grupos
experimentais (solugdo alcodlica em dgua) em cada um dos tempos analisados.

das, 0 VW, Sve o N, diminuiram significativamente en-
tre o controle e 0s grupos experimentais. Na menor
concentracdo de 4% em relagdo ao controle, houve
uma diminuic¢éo de 56%, 35% e 33%, respectivamen-
te. Houve, entdo, manutencéo dos danos celulares que
ja tinham ocorrido no tempo de quatro semanas.

Com 12 semanas de administracéo, o Vv, Sve o
N, da célula de Purkinje diminuiram significativamen-
te na comparagao entre 0s grupos controle e 0s ex-
perimentais. Na menor concentragdo, 4%, em rela-
¢cdo ao grupo controle, houve diminui¢do de 63%,
40% e 32%, respectivamente. Houve, portanto,
manutencao dos danos celulares que ja tinham ocor-
rido no tempo de quatro semanas.

Em quatro semanas, todas as diferengas no Sv,
Vv e N, foram significativas na comparagao entre o
grupo controle e 0os demais grupos experimentais,
demonstrando que os corpos celulares de Purkinje
tiveram diminuigdo das densidades de superficie,
volume e niimero em todas as concentracdes. Com
o tempo de 12 semanas, as diferengas do Sv foram
significativas somente entre o grupo controle e a
menor concentracdo de solugdo alcodlica em agua
(4%); as diferencas do Vv e N, entre o grupo contro-
le e 0s grupos experimentais foram significativos.

A Figura 1 mostra que os animais dos grupos
experimentais ingeriram volumes diferentes da so-
lucdo alcodlica; os do grupo de concentracdo de 4%
tiveram ingestdo muito similar ao grupo controle.

DISCUSSAO

Numerosos estudos vém fornecendo dados so-
bre a fina estrutura e organizacao do cérebro e ce-
rebelo em mamiferos, em especial sobre as células
granulares e de Purkinje do cerebelo humano e de
animais®®1114.1525-27 Bayer-Moffett e Altman?’ utili-
zaram grandes concentragdes de &lcool inalado
(239mg/100ml) em ratos recém-nascidos (3 a 20
dias) sabidamente mais susceptiveis a intoxicagao
alcodlica. Nestes animais, o crescimento corporal foi
alterado e o crescimento do cerebelo foi inibido mais
de duas vezes que o resto do cérebro. Ao microsco-
pio 6ptico, eles observaram que das duas popula-
cdes celulares maiores do cerebelo - Purkinje e gra-
nular - as primeiras foram afetadas precocemente
apos dois dias de tratamento.

Pouco se sabe sobre as alterag6es morfoldgicas
do corpo celular das células de Purkinje no neoce-
rebelo de ratos adultos que tenham sido submeti-
dos a influéncia toxica do alcool em concentragdes
semelhantes as usadas socialmente, utilizando a nova
estereologia. No presente trabalho, estudou-se ra-
tos adultos jovens submetidos a diferentes concen-
tracdes de alcool, sendo a maior de 24%, que corres-
ponde ao grupo de bebidas de maior teor alcodlico,
como a vodka.

ApOs quatro semanas de exposi¢ao a solugédo al-
coolica em agua, ja encontrou-se alteracfes nas célu-
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las de Purkinje do neocOrtex cerebelar, mesmo na
concentracdo mais baixa (4%). Provavelmente esta
concentragdo causou toxicidade devido ao fato da
entrada do etanol no sistema nervoso ser livre, ou
seja, ndo ha limite para a passagem do alcool pela
barreira hematoencefalica devido a sua alta liposso-
lubilidade. De acordo com Falavigna e colaborado-
res’ logo apos a sua ingestéo a concentracao de eta-
nol no cérebro quase se iguala a da concentracéo
sanguinea.

Na intoxicacdo aguda com ingestdo excessiva
ocorrem sinais de depressdo no SNC com deteriora-
cdo das fungdes vestibular e cerebelar com surgi-
mento de sintomas como ataxia severa e nistagmo.
Na intoxicagdo cronica podem ocorrer complicacdes
como a da sindrome de Wernick- Korsakoff, que é
uma doenca aguda, desmielinizante, de alta incidén-
cia em etilistas cronicos, ou ainda degeneracao cere-
belar com perda das células de Purkinje. Acredita-se
gque o etanol tenha uma acgédo neurotodxica direta,
causando atrofia cerebral e sindrome amnésica’.

No consumo crbnico e excessivo, porém intermi-
tente, ha uma queda no metabolismo pela auséncia
(fase de abstinéncia) desta droga rica em energia,
contribuindo para a toxicidade orgénica assim como
para deficiéncias nutricionais que podem acompa-
nha-la. A dose, o grau e a duracéo do consumo de-
terminam os sintomas da sindrome de abstinéncia.
No consumo crénico e continuado de alcool em al-
tas doses por um longo periodo ocorre tolerancia e
dependéncia fisica, processo complexo que inclui al-
teracOes degenerativas do SNC devido a neurotoxi-
cidade, no qual a capacidade de metabolizar drogas
aumenta. No entanto, por ser uma droga sedativa-
hipndtica, ha um limite para esta tolerancia, poden-
do levar a letalidade?.

Utilizando a andlise quantitativa preconizada por
Mandarim-de-Lacerda??, analisamos uma caracteris-
tica marcante: tamanho do corpo celular no arranjo
em camada Unica descontinua. Comparando o
N xpurkinie) € Svpurkinie) dos grupos controle e experimen-
tais de 4, 8 e 12 semanas notamos que todas as
diferencas entre o controle e os trés grupos experi-
mentais foram significativas. Com 12 semanas o
Vieurkinie) diminuiu significativamente entre os gru-
pos controle e experimentais nas concentracdes de
4% e 12%. Entretanto, a diminuicdo do Vo ipurkinie) N2
concentragdo de 24%, que era esperada, ndo foi sig-
nificativa provavelmente pelo fato destes animais
terem apresentado menor ingestdo da solucgéo al-

coollicaem agua.

Utilizamos a combinagéo inclusdo em parafina e
coloragéo pelo H-E, conforme usado por diferentes
autores®®. Palkovits e colaboradores® fizeram a ana-
lise quantitativa de cerebelo de gatos usando duas
dimensoes, utilizando trés processamentos histolo-
gicos diferentes e observaram que a combinacgdo da
inclusdo em parafina e coloracdo por H-E dava re-
sultados intermediarios entre a melhor combinacéo
(Durcupan-azul de metileno) e a pior combinacdo
(parafina-método de Cajal). Armstrong e Schild?!
também utilizaram a bidimensao e estimaram o nd-
mero total das células de Purkinje de cerebelo de
ratos jovens (70 dias) albinos em 3,3x10°+0,2x10°
células (média+DP). Entretanto, nédo fizeram a de-
terminagao das densidades da célula de Purkinje,
conforme determinado no presente trabalho.

A solucdo alcodlica em agua administrada por
via oral a ratos adultos demonstrou ser toxica direta-
mente sobre as células de Purkinje, em todas as con-
centracOes estudadas. Este pensamento provavel-
mente deve estar correto quando comparamos 0
presente estudo com o realizado em ratos sob into-
xicacdo alcodlica utilizando controle que receberam
dieta com agua ou agua-agucar. O efeito toxico di-
reto foi comprovado, pois 0 grupo que recebeu die-
ta equienergética com acUcar ndo apresentou redu-
¢ao do namero de células de Purkinje, descartando
a possibilidade da concentracéo de acucar do alcool
poder influenciar neste efeito toxico®.

Segundo Pierce e colaboradores® parece que a
concentracao de alcool (teor alcodlico da bebida in-
gerida socialmente) é muito importante, e ndo o dia
inicial da exposicado e a duracéo da exposicéo. Estas
duas ultimas variaveis ndo foram identificadas como
criticas ap0s a extensa revisdo dos ultimos 20 anos
feita por estes autores. O presente trabalho obser-
vou que o volume ingerido, além da concentracgédo
utilizada, foi muito importante nas alteracdes dege-
nerativas da célula de Purkinje, embora o tempo de
exposicdo crénica ndo tenha influenciado os resul-
tados.

As células de Purkinje se apresentaram por vezes
com o corpo celular hipercromatico e nucleo bem
corado, ou corpo celular com cromatdlise sem morfo-
logia definida, consideradas alteracGes degenera-
tivas. Este resultado esté de acordo com o de Gon-
zalez-Maciel e colaboradores?®. Estes pesquisadores
demonstraram alterac6es morfoldgicas no corpo
celular em ratos alcoolizados, machos, recém-nasci-
dos, e afirmaram tratar-se de sinais degenerativos,
enquanto os controles ndo-alcoolizados (normal e
sob dieta equienergética) ndo apresentaram estas
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alteracdes. Tabbaa e colaboradores?®® tentaram de-
terminar se a destruicdo dos dendritos das células
de Purkinje indicaria diminuigdo do “input” sinaptico
sobre estas células em ratos idosos F344 alimenta-
dos cronicamente com alcool. Nao encontraram al-
teraces significativas no namero das células gra-
nulares e dendritos das células de Purkinje, utilizan-
do a estereologia (método do “optical fractionator”).

Em concluséo, acreditamos que o presente estu-
do enfocando o corpo celular das células de Purkinje
quanto a densidade numérica, densidade de volu-
me e densidade de superficie acrescente dados im-
portantes para melhor andlise dos efeitos biologi-
cos do alcool no sistema nervoso. A administragao
oral e cronica de solugao alcodlica em agua, nas con-
centracOes de 4, 12 e 24%, causa alteragbes morfo-
I6gicas no corpo celular das células de Purkinje do
neocortex cerebelar de ratos adultos a partir de 4
semanas.
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