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"Comece fazendo
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depois o que é possivel,
e de repente

vocé estara fazendo
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RESUMO

Este trabalho analisa a exposigdo por um dia ao etanol sobre o cortex cerebral de ratos.

Foram utilizados 10 ratos machos adultos, 4 para o grupo controle e 6 para o grupo problema.
Cada rato problema foi submetido a trés injegdes intraperitoneais de etanol a 30%, a cada 8
vhoras. A dose de etanol foi 3g / Kg, totalizando 9 g / Kg. O grupo controle recebeu apenas
soro fisiologico. Os ratos foram, entéo, anestesiados, sacrificados e tiveram seus cérebros
retirados, devidamente fragmentados, envoltos em gazes ¢ imersos em solugdo de Golgi-Cox.
Apos fixagdo, os fragmentos foram desidratados, parafinizados e seccionados. Apenas 8
laminas foram viaveis, 3 provenientes de 1 animal controle e 5 provenientes de 2 animais
problemas. Os animais submetidos ao soro fisiologico apresentaram 42,7 +- 7,6, enquanto 0s :
animais submetidos ao etanol apresentaram 46,0 +-13,7 neurdnios por campo. A diferenga
observada ¢ pequena em relagdo a magnitude da variabilidade encontrada, de tal maneira que

ndo € possivel concluir que o tratamento agudo com etanol por 24 horas tenha alterado a

densidade neuronial do cortex de ratos.

Palavras-chaves: alcool; densidade neuronial; nerurotoxicidade



INTRODUCAO

O cortex ¢ a principal estrutura do sistema neural no que se refere as fungdes
sensoriais, motoras e associativas. Os modos como as células se organizam e como suas
conexdes sdo formadas dependem diretamente de seu desenvolvimento embrionario, bem

como de processos de migragdo celular (Super, Soriano & Uylings, 1998).

Desde o comego do século passado, numerosas questdes sobre a origem, evolugdo e
fungio do cortex tém sido respondidas, mas muitas questdes ainda estdo sem respostas
(Broccoli, 1999).

As seis camadas do neocoOrtex ou isocOrtex de mamiferos constituem uma recente
aquisi¢do evolutiva ndo encontrada em aves e répteis, o que justifica seu enorme tamanho
(800 cm? por hemisfério) e complexidade (10'" neurdnios) em humanos (Broccoli, 1999).

O neocortex de mamiferos lisencéfalos é particularmente bem conveniente para
estudos correlativos da estrutura basica das fungdes sensoriais e motoras, pois ¢ composto das
principais classes de neurdnios arranjados nas 6 camadas com as caracteristicas tipicas dos
mamiferos girencéfalos (Caviness, 1975).

As camadas corticais sdo formadas principalmente por 4 tipos de neurdnios,
designados como piramidéis, granulares, fusiformes e horizontais. '

As células piramidais, que correspondem a 2/3 dos neurdnios corticais, sdo as células
mais caracteristicas. Elas possuem o soma de forma triangular em corte longitudinal, com o
apice apontando para a superficie do cortex e com um proeminente dendrito emergindo deste
apice; o axonio origina-se na base do tridngulo ou de algum dendrito basilar, com uma altura
entre 10 ¢ 50 p em humanos. Somente os neurdnios piramidais retém e expandem suas

conexdes originais desde a camada 1II ou V até a camada I (Marin-Padilla, 1992).



As células granulares sio relativamente pequenas, medindo entre 4 e 10 p de didmetro
no humano, com uma forma estrelada devida a irradiagdo tridimensional dos dendritos.

As células fusiformes sdo pequerias, possuem uma forma alongada, semelhante a um
charuto, ¢ aparecem em angulo reto em relagdo a superficie do cortex. Elas sdo células
piramidais modificadas. As células horizontais ou de Cajal sdo pequenas e estdo limitadas a
camada L.

Todos os quatro tipos de neurdnios citados, quando diferenciados, formam as camadas
corticais do neocortex, chamado de cortex homotipico. Mas, em individuos diferentes,
ocorrem variagdes acentuadas na composigdo das células e espessura das diferentes camadas.

Estas variacdes sdo responsaveis pela composi¢do do cortex cerebral do adulto em 6
camadas horizontais, chamadas de camadas de Brodman (Marin Padilla, 1992). O cortex ¢
também estratificado em colunas, cerca de 40; elas sdo fisiologicamente responsaveis pelo
comando motor de varias regides do corpo e pela compreensio de informagdes aferentes
provenientes de varias partes do corpo.

O neocortex do rato normal apresenta as mesmas caracteristicas do neocortex dos
mamiferos lisencéfalos. Ele ¢ também constituido pelas 6 camadas convencionais de
Brodman, e também contém as mesmas classes de conexoes intercelulares do neocortex
humano (Caviness, 1975).

A camada I (molecular) possui as células horizontais ou de Cajal muito escassas,
sendo rica em fibras horizontais, chamadas de extrato tangencial (Caviness, 1975).

A camada II (granular externa) apresenta abundancia de neurdnios granulares
densamente dispostos € algumas células piramidais muito pequenas. Essa camada ¢
demarcada por uma condensagdo superficial de pequenas células piriformes (Caviness, 1975).

A camada TII (piramidal externa) possui as células piramidais organizadas de forma
que as células menores estdo proximas a camada granular externa e as células maiores -estao
situadas mais profundamente na camada. No tipo de cortex polar essa camada ¢ fina e os
neurdnios piramidais sdo de pequeno porte. Ha nessa camada um proeminente extrato de
fibras tangenciais (Caviness, 1975).

A camada 1V (granular interna) ¢ considerada a estagdo receptora do cortex, com
muita mielina ¢ abundancia de neurdnios granulares, mas com poucos neurdnios piramidais,

muito pequenos, reconhecidos por serem maiores que 0s neurdnios granulares e por sua forma

tipica.



A camada V (piramidal interna) possui células piramidais de pequeno a médio porte
com neurdnios granulares espalhados e em pequena quantidade. Ela possui as maiores c¢lulas
piramidais e é a camada mais uniforme em termos celulares (Caviness, 1975).

A camada VI (multiforme ou fusiforme) possui células globulares em sua porgdo mais
externa e células fusiformes, com aspecto alongado em relagdo ao eixo cranio-caudal, em sua
porgdo mais interna (Caviness, 1975).

As variagdes nas diferentes camadas permitiram a identificagdo de varios tipos de
cortex, compreendendo o cortex agranular, o granular piramidal, o granular parietal, o polar e
o granular (Burt, 1995).

O cortex agranular piramidal ou simplesmente agranular tem uma predominancia de
neurdnios piramidais em 'praticamente todas as camadas, com escassez de neurdnios
granulares, o que resulta em camadas de neurdnios piramidais externa e interna muito
espessas.

O cortex granular-piramidal (tipo frontal) tem seis camadas bem diferenciadas, com
muitos neurdnios de grande porte nas camadas piramidais e uma camada granular interna
muito proeminente. Esse tipo de cortex estd exemplificado principalmente na area 4 de
Brodman, chamada de area motora primaria.

O cortex granular parietal também possui seis camadas distintas, mas as c€lulas
piramidais sdo de pequeno a médio tamanho e estdo localizadas no lobo parietal inferior ¢ no
giro temporal superior.

O cortex polar tem seis camadas, mas é bem fino e rico em neurdnios granulares e
pobre em neurdnios piramidais. E exemplificado pelo polo pré-frontal e pélo occipital.

O cortex granular possui principalmente os neurdnios granulares com exclusdo quase
completa dos neurdnios piramidais.

O lobo pré-frontal do rato adulto é formado por um cértex homotipico polar € possui
as seis camadas anteriormente descritas (Caviness, 1975).

A estratificagdo horizontal do cortex é de importancia consideravel para que as
fungdes normais do cérebro sejam executadas.

As proliferagdes celulares sdo geralmente ligadas ao desenvolvimento de um processo
que ¢ finalizado no periodo pré-natal.

Poucas excegdes para essa regra sdo conhecidas em certas regides do cérebro de

mamiferos denominadas de cortex cerebelar pos-natal e camada subependimal adulta

(Gobetto et al, 1995).



O sistema neural em desenvolvimento produz muito mais neurdnios do que os que
sobrevivem no adulto e somente aqueles que fizerem o maior niimero possivel de conexdes
sobreviverdo para formar 0 cortex. ;

Esses eventos sdo regulados de modo coordenado para formar uma densidade
neuronial que é aproximadamente a mesma de regido para regido do mesmo cérebro e nos
cérebros de diversas espécies de mamiferos (Caviness, 1975; Takahashi, Nowakowski &
Caviness, 1996).

Muitos estudos mostram que anormalidades genéticas ou fatores epigenéticos que
induzem disturbios em células gliais ou interagdo neurdnio-célula glial podem conduzir a

anormalidades moleculares, morfologicas e funcionais do cérebro.

O etanol causa importantes efeitos neurotoxicos no cérebro. Ele afeta as estruturas do
citoesqueleto dos neurdnios (Miller, 1993), provoca alteragdes dos sistemas sinalizadores
neuroniais, incluindo o Ca®* (Vizi, Palf & Gulya, 2000).

Além disto, ele pode causar problemas morfologicos, que interferirio em muitas
fungdes, como a atividade integrada do cortex (aferente, eferente e associativo) (Aversi
Ferreira, 2001). ;

O etanol exerce efeitos locais nas membranas das células do cortex. Ele reduz a
excitabilidade dos neurdnios das camadas 2, 3 e 5, provoca aumento da reobase, diminuig@o
da resisténcia interior, reduz a amplitude dos potenciais pds-sinapticos ¢ a probabilidade de
despertar potenciais de agdo. A supressdo dos potenciais pos-sinapticos mediados pelo etanol
¢ mais intensa nos neurénios da camada 5. Desse modo, o etanol interrompe processos de
informagdo somato-sensorial via alteragdo diferencial de propriedades de membrana e
transmissdo sinaptica dos neurdnios corticais (Sessler et al., 1998).

Estudos recentes mostram a ocorréncia de efeitos nocivos do etanol na fluidez das
membranas, com perturbagdo na fung@o de proteinas de membranas, por ruptura na interagdo
com lipideos associados (Diamond & Gordon, 1997). As proteinas sdo o alvo primario do
etanol (Vizi, Palfi & Gulya, 2000). O etanol pode causar profundas mudangas na
excitabilidade neuronial .e na transdugdo de sinais, levando a disfungdes do sistema
mensageiro secundario, inclusive nos niveis do ion Ca" (Chandler, Harris & Crews, 1998;
Diamond & Gordon, 1997; Hamoudi, Iqbal & Sze, 1995).

Além disso, o etanol em uma concentragdo de 150 mg/dL, muito abaixo do nivel letal,

que ¢ de 400 mg/dL, é uma das mais potentes drogas inibidoras da produgdo do fluido



cerebroespinhal. Entretanto, este efeito, que tem uma rapida velocidade de instalagéo, também
é totalmente revertido apés 15 minutos de abstengdo do etanol (Javaheri & Corbett, 1998).

O etanol induz varios: distarbios no desenvolvimento do cérebro normal, incluindo
depressdo da neurogénese, morte celular, retardo e aberragdo na migragdo neuronial, além de
alterar a formagéo de proje¢Ges dendriticas e axdnicas.

Em um estudo feito com ratos como modelo experimental, foi verificada que a
ingestdo de etanol foi acompanhada por um padrio de mudangas no metabolismo cerebral,
com aumentos significativos de utilizagdo de glicose pelo podlo rostral, concha do nucleo
acumbens, cortex medial pré-frontal, niicleo central e basolateral de amigdala, area tegmental
ventral e substancia negra compacta (Porrino, Whitlow & Samson, 1997).

O rato tem sido usado sucessivamente em estudos de defeitos induzidos pelo etanol na
estrutura cortical (Miller, 1993). Além disto, a estrutura citoarquitetonica de seu sistema
neural também contém as seis camadas de Brodman, bem como as mesmas classes de
conexdes intercelulares dos humanos (Caviness, 1975). O estudo dos efeitos nocivos da
intoxicagio aguda do etanol em ratos com certeza traz importantes revelagdes sobre a
intoxicag@o de humanos pelo etanol.

E dentro deste contexto que este trabalho foi proposto, com o objetivo de analisar os
efeitos da exposigdo ao etanol, por um dia, sobre a morfologia do cortex de ratos adultos em

relagdo a um grupo controle ndo alcoolizado, no intuito de detectar possiveis alteragdes na

densidade neuronial.



MATERIAL E METODOS

Material

Todos os reagentes utilizados neste projeto (dicromato de potéssio, cromato de
potassio, cloreto de mercirio, cloreto de sodio, alcool absoluto, acetona, xileno e éter etilico)
eram de alto grau de pureza (PA ou ACS). As anestesias foram produzidas com uma mistura
1:1 de Quetamina a 5% e Xilazina a 2%. As solugdes salinas fisiologicas foram preparadas
com NaCl a 0,9 % em agua desionizada esterilizada. Todas as vidrarias (funis e frascos de
vidro), bem como os instrumentos cirGrgicos utilizados (tesoura e bisturi cirurgicos) foram
previamente esterilizados por aquecimento em estufa de esterilizagdio. As seringas utilizadas
eram seringas esterilizadas descartaveis. Os cortes histologicos foram feitos em blocos de
parafina histoldgica, utilizando um micrétomo American Optical 820. As pesagens foram
feitas com uma balanga analitica AND modelo HR-120. As incubagdes sob temperaturas
constantes foram feitas em banho-maria termostatizado Marconi modelo MA184. As analises
histologicas foram feitas ém um microscopio Optico da marca Olimpus, modelo Px40,
acoplado a uma cadmera digital marca Oly 200, interligada a um microcomputador PC

celerom 300 através de uma placa digitalizadora data translation 3153 (DT 3153).

Preparo da solugiio de Golgi-Cox
Foram preparados 700 mL da solug@o de Golgi-Cox no laboratério de Enzimologia do

Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia, pela mistura de
soluges a 5% p/v de dicromato de potassio, cloreto de mercurio e cromato de potassio. 12,5 g

de dicromato de potassio foram dissolvidos, sob aquecimento a 50 °C e agitagdo constante,



em agua destilada até completar o volume final de 250 mL de solugdo. Da mesma forma, 12,5
g de cloreto de mercurio foram dissolvidos em agua destilada, sob aquecimento a 60 °C e
agitagdo constante, até completar o volume final de 250 mL. 10 g de cromato de potéassio
foram dissolvidos, a temperatura ambiente e sob agitagdo, até completar o volume final de
200 mL. As trés solugdes foram misturadas lentamente e a mistura foi filtrada em papel filtro

e estocada em frasco de vidro dmbar.

Alcoolizagio e sacrificio dos animais
Esta etapa do trabalho também foi realizada no Laboratério de Enzimologia do

Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

Neste experimento foram utilizados 10 ratos machos adultos, com peso variando entre
211 e 308 g, cedidos pelo Biotério do Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de
Uberlandia. Foram escolhidos aleatoriamente 4 animais para comporem o grupo controle e
outros 6 animais para constituirem o grupo problema.

Cada rato do grupo problema foi submetido a trés injegdes intraperitoneais de uma
solugdo de etanol a 30%, aplicada a cada 8 horas, num intervalo total de tempo de 24 horas. A
dose de etanol em cada aplicagdo foi de 3 g por kg de peso corporal do rato, de tal maneira
que cada animal recebeu um total de 9 g de etanol por kg de peso corporal ao final das 24
horas de tratamento. Os ratos do grupo controle receberam tratamentos idénticos, porém com
aplicagdes de soro fisiologico.

Tanto os animais do grupo controle quanto do grupo problema foram anestesiados
com 0,1 mL por 100g de peso corporal de uma mistura 1:1 de quetamina a 5% e xilazina a
2%, no intuito de minimizar o sofrimento dos animais experimentais.

Ao fim da exposigdo ao etanol ou ao soro fisiologico, os ratos foram anestesiados,
sacrificados e seus cérebros foram retirados, separados em hemisférios direito e esquerdo ¢
em lobos frontal e occipital. Os fragmentos foram envoltos individualmente em gazes
cirurgicas e imersos em solugdo fixadora para neurdnios, a solugdo de Golgi-Cox (Marin-
Padilla, 1987). Os frascos foram identificados com a legenda Rx-Hy-Lz-A ou Rx-Hy-Lz-C,
nas quais x identificava o nimero do rato em algarismos arabicos de 1 a 10; y identificava o
hemisfério cerebral, sendo D para o hemisfério direito e E para o esquerdo; e a letra z
indicava o lobo cerebral, sendo F para o lobo frontal e O para o occipital. As letras A e C
identificava os animais alcoolizados e controles, respectivamente.

O processo de coloragdo foi monitorado com a execugdo de cortes manuais, uma vez

por semana, durante 90 dias, pela pesquisa da marcagdo de espiculas dendriticas. A presenga



de grumos intensos de marcagdo nas espiculas terciarias sinalizavam o final do processo de

coloragdo (Marin-Padilla, 1987).

Parafinizaciio e montagem das liminas
Essa etapa foi realizada de acordo com dois protocolos diferentes.
O primeiro protocolo (protocolo 1) foi realizado no Laboratorio de Histologia da
Universidade Federal de Uberlandia. Foram selecionados aleatoriamente quatro hemisférios
(R7-HE-LF-C, R4-HE-LF-C, R3-HE-LF-A, R5-HE-LF-A), sendo os dois primeiros do grupo
controle ¢ dois ultimos do grupo problema. Esse material foi submetido aos seguintes
tratamentos: 1) etanol-acetona a 1:1, por 3 horas; 2) etanol a 100%, por 30 minutos; 3) etanol-
eter a 1:1, por 30 minutos; 4) xilol (I), por 40 minutos; 5) xilol (II), por 40 minutos; 6) xilol-
parafina, em estufa a 56 °C, por 20 minutos; 7) parafina (I), em estufa a 56 °C, por 20
minutos; 8) parafina (II), em estufa a 56 °C, por 20 minutos; 9) parafina (III), em estufa a 56
°C, por 20 minutos. Os tratamentos de 1 a 5 constituem uma etapa de desidratagdo do
material, enquanto os tratamentos de 6 a 9 constituem a etapa de parafinizagdo do material.
Apos o banho III em parafina, cada material foi colocado de forma individual, previamente
identificado segundo a legenda ja descrita, com o corte sagital apoiado pela parte inferior,
seguida da adigdo de parafina nova. Esse material foi incubado & temperatura ambiente por
aproximadamente 24 horas. Posteriormente, esse material foi seccionado em micrétomo
manual, em fatias de 50, 41, 36, 31, 26 e 21 micrémetros, as quais foram colocadas em banho-
maria a 37 °C e pescadas em laminas histolégicas. As laminas ficaram em estufa a 56 °C por
24 horas. Apés imersdo em xilol por 15 minutos, as laminas foram montadas com etelan e
laminulas.

Alternativamente, a preparagdo das laminas foi feita de acordo com outro tipo de
protocolo (protocelo 2), no Laboratério de Patologia da Universidade Federal de Uberlandia.
Inicialmente, o material era desidratado por imerséo em alcool absoluto durante 72 horas, com
2 trocas do alcool ao dia, e por 2 imersdes em banho de xilol durante 30 minutos cada
imersdo. A parafinizagdo era executada por imersdo em 2 banhos de parafina durante 40
minutos cada imersdo, em estufa a 70 °C, seguida por imersdo em parafina nova por 2 horas a
temperatura ambiente. Os blocos eram entdo retirados das formas e levados ao congelador. Os
blocos foram seccionados em fatias com 12 micrometros de espessura, colocados em banho-
maria a 37 °C, e pescados em laminas histolégicas. As 1dminas foram incubadas na estufa a 70

°C, por aproximadamente 2 horas, quando foram imersas em xilol, durante 15 minutos,



mergulhadas em um banho rapido com élcool absoluto e montadas com etelan e laminulas.

Anailise e captura de imagens

As laminas foram analisadas no Laboratério de Histologia da Universidade Federal de
Uberlandia, sob a orientagdo do Professor Dr. Marcelo Emilio Beletti. Foi utilizado um
microscopio da marca Olimpus Px40, acoplado a uma cimera digital Oly 200, interligada a
um microcomputador PC éelerom 300 através de uma placa digitalizadora Data translation

3153 (DT 3153). A captura de imagens foi feita usando uma objetiva de 4X e uma ocular de
2,5X. A area delimitada para a contagem de células foi 2 mm? tendo sido a contagem

executada manualmente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Alcoolizagao e sacrificio dos animais

Todos os animais, tanto do grupo controle quanto do grupo problema, receberam todas
as respectivas doses de soro fisiologico e etanol, por inje¢do intraperitoneal sem perda visivel
de solug@do injetada durante a administragéo.

Quanto ao comportamento, os animais tratados com soro fisioldégico ndo se prostaram;
porém os animais tratados com etanol apresentavam-se mais abatidos e sem coordenag¢do de
movimentos & medida em que se prosseguia as inje¢des. Oito horas depois da Gltima injegdo
de etanol, os animais mostraram-se homogeneamente prostrados.

Depois de 24 horas desde o inicio dos respectivos tratamentos com alcool e soro
fisiologico, todos os animais foram anestesiados, conforme descrito no protocolo, e em
seguida foram sacrificados. Durante o sacrificio, ndo houve perda de nenhuma parte do
material, mesmo que algum tipo de perda pudesse ocorrer em decorréncia da fragilidade do

material e a visivel dificuldade em se remover a calota craniana dos animais para a remog¢do

total de seus cérebros.

Fixacio com a solugio de Golgi-Cox

A solugdo fixadora de Golgi-Cox marcou os neurdnios como se era esperado (Marin-
Padilla, 1987). Ap6s uma monitoragdo semanal de aproximadamente 15 semanas, o material
apresentava grumos intensos de marcag@o nas espiculas dendriticas terciarias, estando pronto

para a continuagdo do experimento.
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Parafiniza¢iio ¢ montagem das liminas

Os hemisférios (R7-HE-LF-C, R4-HE-LF-C, R3-HE-LF-A, RS-HE-LF-A) preparados
conforme o protocolo 1, apresentaram-se totalmente quebradigos ao serem seccionados. Essa
fragmentagdo ocorreu em todos as espessuras de cortes utilizadas, ou Seja, 50, 41, 36,31,26 ¢
21 pm. Apesar da fragmentagdo do material e da dificuldade em se abrir os cortes na agua,
foram feitas todas as ldminas possiveis dos cortes que se abriram, resultando num total de 20
laminas. Porém, era visivel que essas laminas nio apresentariam resultados satisfatorios
durante a analise microscopica.

Esse resultado provavelmente decorreu de algum problema durante os passos de
desidratagdo; o material pode nio ter perdido totalmente a agua de seu interior, 0 que teria
impedido a parafina de penetrar no tecido, uma vez que a parafina tem constituintes de
natureza hidrofobica. Outro possivel motivo para o problema apresentado poderia ser uma
alteragdo ndo detectada da temperatura da estufa histolégica; um aumento de temperatura
acima de 57 °C é suficiente para danificar a parafina histologica segundo as instrugdes do
proprio fabricante.

Uma tnica amostra (R-7—HE-LF-C), processada segundo o protocolo 2, apresentou
melhores resultados em comparagdo com as amostras processadas de acordo com o protocolo
1. Esse material ndo apresentava-se quebradigo como os anteriores, porém ainda houve
dificuldade em se abrir os cortes com espessuras de 50, 41, 35, 25, 21 e 12 um. Dentre essas
espessuras, a Ginica que permitiu um corte completo do material foi a de 12 um. Pode ser que
esse material, processado segundo o protocolo 2, tenha sido melhor desidratado, motivo pelo
qual ndo se tenha fragmentado como os outros do protocolo 1. Por outro lado, a permanéncia
da dificuldade em se abrir os cortes pode ter decorrido da espessura, uma vez que 0s cortes
feitos a uma espessura de 12 pum abriram-se, tendo sido possivel a prepara¢do de uma lamina
aparentemente boa para posterior analise microscopica.

O restante do material, que compreendia 15 hemisférios, cujo processamento seguiu as
normas do protocolo 2, usando cortes com espessura de 12 um, resultou em 12 liminas
procedentes de cérebros de animais tratados com soro fisiologico e 28 laminas procedentes de
cérebros de animais alcoolizados, totalizando 40 1aminas. Apesar do nimero de laminas estar
proximo de 3 ldminas para cada amostra, como seria desejavel, houve muita perda de material
decorrente da dificuldade de se abrir os cortes na agua. Embora, os cortes ndo tenham ficado
quebradigos nem muito espessos como aqueles resultantes do protocolo 1, uma possivel causa

para a diferenga entre esses cortes e aquele Unico corte usado como controle do protocolo 2
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pode ter sido a temperatura da estufa histologica. No protocolo 2, a temperatura utilizada foi
de 70 °C, embora a temperatura ideal recomendada pelo fabricante da parafina usada é de 56
()

C.

Andlise e captura de imagens

Das 20 laminas preparadas segundo o protocolo 1, juntamente com as 41 liminas
preparadas de acordo com o protocolo 2, analisadas no Laboratério de Histologia da
Universidade Federal de Uberlandia, somente 8 laminas apresentaram cortes que permitiram a
contagem de células.

A analise das 20 laminas preparadas pelo protocolo 1, mostrou a presenga de
neurdnios, porém como ja se havia previsto, os cortes estavam fragmentados e com certeza
ndo revelavam com precisdo nimeros confiaveis de células por campo delimitado. Por esse
motivo todas essas laminas foram descartadas.

Das 41 laminas preparadas segundo o protocolo 2, apenas 8 apresentaram células,
sendo que dessas 8 laminas, 3 eram referentes a apenas 1 animal do grupo controle, e 5 eram
referentes a 2 animais do grupo problema. As outras 33 laminas continham apenas substancia
branca.

E possivel que esse resultado tenha ocorrido justamente pelo fato dos blocos contendo
o tecido cerebral terem sido seccionados além do cortex cerebral, em varias tentativas sem
sucesso, uma vez que os cortes ndo se abriam, atingindo a substancia branca, que no tecido

cerebral localiza-se internamente em relagdo ao cortex.

Apobs a contagem das células, foi verificado que as 3 laminas resultantes do animal
controle (Figura 1) apresentaram 48, 46, e 34 neurénios por campo delimitado, enquanto as 5
laminas referentes aos dois animais tratados (Figura 2) apresentaram 38, 42, e 34 em um
animal e 47 e 69 no outro. Assim, os animais submetidos ao tratamento agudo com soro
fisiologico por 24 horas apresentaram 42,7 + 7,6 neurdnios por campo, enquanto 0s animais
submetidos ao tratamento agudo com etanol por 24 horas apresentaram 46,0 + 13,7 neur6nios
por campo delimitado. A diferenca observada ¢ pequena em relagdo a magnitude da
variabilidade encontrada, de tal maneira que ndo € possivel concluir que o tratamento agudo
com etanol por 24 horas tenha alterado a densidade neuronial do cortex de ratos de acordo

com os métodos executados até o presente momento.
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CONCLUSAO

Aparentemente, o tratamento agudo com etanol por 24 horas ndo afetou de maneira
estatisticamente significante a densidade neuronial do cortex dos animais analisados. Esta
conclusdo € questionavel, e precisa ser alvo de outra avaliagdo, uma vez que as amostras

viaveis de tecidos analisadas foram pouco expressivas.
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Figura 1 — Amostra de um corte histologico do cortex frontal de um rato do

grupo controle.
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Figura 2 — Amostra de um corte histoldgico do cortex frontal de um rato do

grupo problema.
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