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Artigo 48.°, paragrafo 3 — A Faculdade ndo responde
pelas doutrinas expendidas na dissertacgao.

(Regulamento da Faculdade de Medicina do Porto
— Decreto n.” 19 387, de 29 de Janeiro de 1931).



O Decreto-Lei n.» 388/70, Art. 8°, pardgrafo 2, refere:

<« admitido na elaboracio da dissertacio o aproveitamento,
total ou parcial, do resultado de trabalhos ja publicados, mesmo em
colaboragao, devendo, neste caso, o candidato esclarecer qual a sua
contribuicdo pessoals.

Alguns resultados apresentados nesta dissertagio foram publi-
cados nos trabalhos:

— Tavares M A, Paula-Barbosa M M, Gray E G (1983)
A morphometric Golgi analysis of the Purkinje cell dendritic
tree after long-term alcohol comsumption in the adult rat.
J Neurocytol 12: 939-948

— Tavares M A, Paula-Barbosa M M (1984) Remodeling
of the cerebellar glomeruli after long-term alcohol consumption
in the adult rat. Brain Res 309: 217-226

— Paula - Barbosa M M, Tavares M A (1984) Neuritic plaque-
-like structures in the rat wcerebellum following prolonged
alcohol consumption. Experientia 40: 110-112

Nos dois primeiros coube-me a recolha de grande parte dos
resultados a elaboracio da primeira wversio do manuscrito, No ltimo,
colaborei ma recolha dos resultados, feita ao longo de anos de pes-
quisas, e participei na elaboragdo do manuscrito.



Ao Nuno Basilio

-



Ao Professor Doutor M. M. Paula-Barbosa



INTRODUCAO

No Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina
do Porto tem-se vindo a prestar cuidadosa atencdo 4 orga-
nizacdo do cortex cerebeloso. Nos ultimos 12 anos estuda-
ram-se no Rato, no Gato e também no Homem aspectos
particulares da organizacio fina do cértex do cerebelo, com
a apreciagdo qualitativa e quantitativa dos seus diferentes
constituintes (171, 172, 177, 209, 210). Tentou-se, deste modo,
e no que ao cerebelo diz respeito, contribuir para o melhor
conhecimento do substrato anatémico, no qual devem assen-
tar as diferencas funcionais existentes entre os referidos
vertebrados.

As dificuldades sentidas no decorrer de tdo atractiva
linha de investigacio, nomeadamente as de ordem técnica,
levaram a pensar maduramente sobre os caminhos a seguir.
A experiéncia obtida abria, entdo, perspectivas a estudos
experimentais de indole mais vasta centrados nessa area do
sistema mnervoso central jA que, durante os anos decorridos,
se tinham adquirido conhecimentos profundos da organiza-
¢do morfolégica do cerebelo e dos padrées quantitativos do
cortex cerebeloso mormal, utiliziveis como elementos de com-
paragdo em situagdes experimentais. A posse desses conhe-
cimentos dava ainda possibilidade de se abandonar uma
investigacdo estritamente pura e enveredar por trabalhos
com uma vertente aplicada muito franca, lancando mio da
mesma exigente metodologia experimental, com todas as van-
tagens dai provenientes.
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A morfologia dos neurdnios do cértex cerebeloso e as suas
conexdes intracorticais sdo das melhor conhecidas no sistema
nervoso. As primeiras descricdes remontam a 1890 quando
S. R. Cajal (194) mostrou, com impregnagdes argénticas, que
o cortex cerebeloso possufa um numero limitado de tipos
de neurénios e um padrio estereotipado de organizacdo arqui-
tectonica. Com efeito, esta organizacdo caracteriza-se basica-
mente pela uniformidade estrutural ao longo de toda a exten-
sio do manto cortical. Em todo ele, a mesma disposicédo
trilaminar facilmente identificavel: camada granular (ou gra-
nulosa), camada das células de Purkinje (ou das células
piriformes) e camada molecular. A primeira, mais profunda-
mente situada, adjacente & substincia branca, é povoada por
elevado namero de células de pequenas dimensdes — as célu-
las granulares — o que lhe confere grande densidade celular.
Para além das células granulares, esta camada do coértex
cercbeloso possui outros neurdnios, €em menor NUMmMero mas
de maior volume — as células de Golgi.

A camada das células de Purkinje, considerada hoje
como uma camada cortical independente, foi durante longo
tempo descrita e caracterizada como a parte mais profunda
da camada molecular (194). Nela se encontram o0s COrpos
celulares das células de Purkinje e os das células epiteliais
de Golgi.

A camada molecular, adjacente a4 pia mater, € mais
pobre em elementos celulares. Contém dois tipes de neuro-
nios esparsos: as células em cesto, localizadas no seu 1/3
profundo, e as células estreladas, nos seus 2/3 superficiais.
Parte substancial do seu volume é ocupado pelas arboriza-
coes dendriticas, quer das células referidas ‘(estreladas e em
cesto), quer pelas das células de Golgi e particularmente,
pelas das células de Purkinje. As fibras paralelas, segmentos
transversais dos axonios das células granulares, cruzam per-
pendicularmente estes dendritos. Os prolongamentos das célu-
las epiteliais de Golgi formam o suporte glial desta camada.

Reconhecem-se, no coértex cerebeloso, dois sistemas [prin-
cipais de fibras aferentes — o das fibras trepadoras e o
das fibras musgosas. Directa, ou indirectamente, os estimulos
por elas veiculados convergem num tunico sistema eferente —
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o das células de Purkinje. As fibras trepadoras, que na sua
maioria partem do complexo olivar inferior contralateral,
entram em contacto sinaptico com espinhas de forma glo-
bosa e quase sésseis dos ramos dendriticos primarios e
secundarios das células de Purkinje. Por sua vez, as fibras
musgosas, com origem ubiqua, ramificam-se profusamente
na camada granular do cértex cerebeloso. Expandem-se ai
em numerosos terminais de grandes dimensbes, que cons-
tituem o mnucleo central de arranjos sinapticos peculiares
— os glomérulos cerebelosos. A sua disposigdo torna possivel
o contacto sindptico simultdneo do mesmo aferente com
numerosos dendritos de células granulares, € menos frequen-
temente com dendritos das células de Golgi (72, 101). Por
sua jparte, os axénios das células granulares dirigem-se para
a camada molecular onde se bifurcam; passam entdo a cons-
tituir as fibras paralelas, que correm ao longo do maior
eixo das folhas cerebelosas. Dispdem-se perpendicularmente
as arborizacdes dendriticas das células de Purkinje, estabe-
lecem contactos sinapticos com as suas espinhas dendriticas
e também, com as arborizacdes dendriticas das células de
Golgi, estreladas e em cesto.

Para além destes dois sistemas de fibras aferentes outras
ha, umas catecolaminérgicas (40, 114) com origem no «locus
coeruleus» (40, 167) e outras indolaminérgicas (39, 40), com
origem nos diferentes nucleos do rafe e terminacio dispersa
no cortex cerebeloso (39, 40).

As estruturas referidas e os contactos sinapticos entre
elas estabelecidos integram o circuito cerebeloso, basicamente
organizado a volta das células de Purkinje cujos axdnios sio
os unicos eferentes corticais. No circuito cerebeloso os con-
tactos sindpticos estabelecidos pelos terminais das fibras
trepadoras, musgosas € paralelas, sao assimétricos e funcio-
nalmente de tipo excitatério (96, 258), enquanto que os
formados pelos terminais nervosos das células de Golgi, em
cesto e estreladas, isto é, os terminais dos interneurénios
cerebelosos, sdo simétricos e funcionalmente de tipo inibi-
tério (96, 258).

O cértex cerebeloso constitui, deste modo, um sistema
neuronal bem estruturado cujo «modus operandi» tem por
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fundamento a regularidade e constincia da sua unidade fun-
cional — o circuito cerebeloso —. A integridade e estabili-
dade deste circuito, mais do que a de cada um dos seus
elementos isoladamente, ¢ indispensavel 4 normal efectiva-
cido das operacdes que nele ocorrem. Esta afirmacio é cor-
roborada pelas observacdes de situacdes patoldgicas e expe-
rimentais nas quais, apds lesdo selectiva de elementos do
referido circuito (108, 109, 143, 178, 187, 192, 231, 234, 235),
ocorrem processos de reorganizagdo estrutural tendentes a
manter a constincia do padrio morfolégico atrds descrito,
e que hoje se pensa obedecer a marcado determinismo gené-
tico (8, 230, 232, 233).

Porém, a reorganizagdo estrutural desencadeada nestas
circunstincias pode nao condicionar idéntica adaptagio fun-
cional do circuito por, muitas das vezes, nido serem especi-
ficas (homodlogas) (143, 234, 235, 287) as novas conexoes
estabelecidas entre os diferentes elementos.*

O conceito de alcoolismo crénico encontra-se, ainda
hoje, insuficientemente definido (155, 228), o que se explica
de algum modo pelo conflito existente entre conceitos e valo-
res morais, sociais, legais, médicos e sanitarios. No entanto,
e de modo pragmitico, deve considerar-se a existéncia de
situagio de alcoolismo crénico sempre que se verifiquem
alteracbes patoldgicas e sociais ligadas ao consumo crénico
e excessivo de alcool.

Na maioria das sociedades contemporaineas, o alcool
etilico é a tnica substincia capaz de provocar dependéncia
e tolerancia utilizada com total liberdade. Como diz Alonso-
-Fernandez (6) ¢ a «droga institucionalizada».

Portugal, com um consumo anual de dlcool «per capita»
muito elevado, ocupa um dos primeiros lugares no consumo
de bebidas alcodlicas da Europa, calculando-se que existam
mais de 500000 alcoolicos (80). Deve salientar-se que, entre

* Para revisdo e recolha de bibliografia pormenorizada sobre
a morfologia e fisiologia do cerebelo ver 71, 72, 119, 147, 168, 194.
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as causas mais frequentes de morbilidade e mortalidade, em
Portugal, ocupam lugar destacado as de foro hepatico pro-
vocadas pelo alcool (9, 12, 217).

A investigacdo clinica da patologia associada ao
alcoolismo crénico tem incidido especialmente ao mivel do
figado, 6rgio onde se processa a quase totalidade do metabo-
lismo do etanol (133, 134, 135, 137). No entanto, sabe-se que o
consumo crénico e excessivo de dlcool tem outros efeitos
extremamente nocivos, causando alteracdes estruturais e fun-
cionais em quase todos os 6rgios da economia.

O sistema nervoso ¢ particularmente afectado nas situa-
¢oes de alcoolismo crénico (20, 55, 84, 138, 264, 265). Admi-
te-se mesmo que, de todas as drogas utilizadas pelo Homem
capazes de produzir tolerdncia, o dlcool etilico € a que apre-
senta efeitos mais devastadores neste sistema. Este facto
é bem patente nos quadros clinicos de alcoolismo, onde
avultam as manifestacées de foro neurolégico (4, 90), muito
provavelmente relacionadas com as multiplas e variadas alte-
ragoes estruturais e funcionais do sistema nervoso (5, 36, 55,
76, 84, 140, 144, 164, 170, 247, 265, 266) presentes nos alcod-
licos crénicos.

Das alteracdes do foro neuroldgico mais frequentes no
alcoolismo, o sindrome cerebeloso ¢ uma das mais evidentes,
o que h4a muito levou a pensar na existéncia de marcada
vulnerabilidade do cerebelo & acgio deste neurotdxico (164,
207, 266). Tal hipétese foi corroborada por diversos estudos
necropsicos feitos em alcodlicos crénicos entre os quais
sobressai o de Victor e col., publicado em 1959 (266), no
qual se descrevem com todo o pormenor as alteragbes cere-
belosas encontradas mnestas circunstincias. QOutros se lhe
seguiram (5, 76, 144): todos mencionam graves lesbes do
cerebelo caracterizadas por degenerescéncia neuronal, quase
sempre limitada 4 parte superior do verme e aos lobos ante-
riores dos hemisférios, sendo a camada granular muito
afectada.

As observacdes de material de autdépsia e ainda as de
indole puramente clinica, cedo se mostraram insuficientes
para a avaliacio pormenorizada da acgdo do dlcool sobre
a célula nervosa. Assim, era dificil, sendo impossivel, distin-
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guir as alteracbes induzidas pelo consumo prolongado de
alcool das dependentes de outros factores frequentemente
a ele associados: a ma-nutricio (244, 264, 265, 266), as con-
dicoes ambienciais e sociais (283), a idade (81, 284) e a here-
ditariedade (93, 162). Para ultrapassar estes condicionalismos
foi necessario desenvolver métodos experimentais de alcooli-
zagdo em animais de experiéncia, que permitissem a aplica-
¢do de técnicas impossiveis de se utilizar em material humano
e viessem possibilitar mais correcta avaliacio das altera-
¢oes encontradas € dos seus factores condicionantes. Os resul-
tados obtidos com estes modelos animais contribuiram de
modo decisivo para demonstrar a existéncia de alteragtes
neuropatoldgicas induzidas exclusivamente pelo consumo cré-
nico e excessivo de alcool.

A maioria dos grupos de investigacio que, com o recurso
a estes métodos, tem estudado os efeitos do 4lcool sobre
o sistema nervoso privilegiaram as questdes de ordem fisio-
légica, psicolégica e bioquimica (2, 3, 120, 122, 256, 270, 271),
e hipovalorizaram os aspectos morfolégicos. Destes, sé os
relacionados com os efeitos teratogénicos do etanol (18, 267)
ou com a sua ac¢do pds-natal ( 19, 216) durante a histogénese
neuronal, mereceram alguma atencgio.

No animal adulto, salientam-se os trabalhos de Walker
e col. (201, 202, 272, 273, 274, 275) que focam os efeitos da
administragdo crénica de alcool sobre a morfologia da cha-
mada formacio do hipocampo e do cortex cerebeloso do
Rato e do Murganho. Os resultados obtidos no cerebelo
(201, 272, 274, 275), pouco contribuiram para clarificar quais
os efeitos resultantes do consumo crénico de alcool na orga-
nizagdo desta 4rea do sistema mervoso.

Tornava-se atractivo aprofundar as numerosas questdes
de foro morfoldgico deixadas em aberto nos trabalhos atras
referidos. Assim, projectaram-se, em 1978/79, estudos que
visavam a andlise a nivel mais fino, dos efeitos induzidos
por periodos prolongados de alcoolizagao no cértex cerebe-
loso do Rato adulto. A necessidade de recorrer a longos
periodos de alcoolizacdo (até 18 meses) obrigou a introduzir
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varias modificacdes nos modelos experimentais mais usados
de consumo croénico de 4lcool (48, 49, 136). No material
assim obtido encontraram-se, no cértex do cerebelo do Rato
adulto, diversas alteragbes morfoldgicas a nivel subcelular.

Verificou-se a existéncia de corpos de inclusao nuclear
nas células do cortex cerebeloso dos animais alcoolizados
(245), tradutores de alteragdes marcadas no metabolismo
dos 4acidos nucleicos e da sintese proteica (120, 255, 256).
Posteriormente e em situagio semelhante, a par deste indi-
cador celular de alteragao do metabolismo dos acidos nuclei-
cos Dunmire e LaVelle (69) descreveram modificagdes na
organizacdo nucleolar das células de Purkinje.

Nestas mesmas células, observaram-se alteragdes quali-
tativas e quantitativas das mitocéndrias (249), dependentes
do tempo de alcoolizagdo. A exemplo do que acontece noutros
orgdos, ¢ de supor que estes achados traduzam graves per-
turbagbes induzidas pelo 4lcool nas cadeias metabdlicas
oxidativas localizadas a nivel mitocondrial (37, 82, 208).

Encontrou-se ainda, ndo s6 nas células de Purkinje
(248), mas também nos outros elementos celulares do cér-
tex cerebeloso dos ratos submetidos a alcoolizacdo crénica
(251), aumento da deposicdo de lipofuscina. Este pigmento,
com origem e fungio ainda controversas (32, 33, 165, 205,
215), mas hoje aceite como um dos indicadores mais pre-
cisos do envelhecimento neuronal (32, 104, 146, 196, 221),
deposita-se macicamente ¢ de modo mais precoce nas célu-
las do cértex cerebeloso dos ratos alcoolizados (248, 251).
Para além disso, constatou-se mos mesmos animais que os
padrdes morfolégicos do pigmento (granular e lamelar) e a
selectividade verificada na sua deposi¢do eram idénticos aos
que se observam no decurso do processo de senescéncia neu-
ronal (104, 221). Estes resultados apoiam o parecer dos que
defendem que a ingestio prolongada de 4lcool é um factor
importante de envelhecimento prematuro do sistema nervoso
central (26, 85, 86, 211).

A par destas alteragdes indicadoras de actividade dege-
nerativa encontraram-se, no coritex cerebeloso dos animais
alcoolizados, sinais de remodelagdo estrutural (250) — con-
sequéncia das potencialidades plésticas patenteadas por estas
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células — que explicam a existéncia paralela de zonas onde
sao francos os aspectos degenerativos, a par de outras onde
predominam sinais de reorganizacgao.

Comprovada a existéncia de alteracbes degenerativas mar-
cadas e vislumbrada a presenca simultinea de actividade
remodeladora neuronal impunha-se pois, analisar globalmente
os efeitos (degenerativos — reorganizativos) do consumo cré-
nico de dlcool na organizacio morfoldgica do circuito cere-
beloso. A importancia 'deste estudo assenta, como ja foi
dito, no facto do processamento final das operacdes corticais
cerebelosas depender das conexdes entre os seus diferentes
elementos, isto ¢, da integridade do préprio circuito cerebeloso.

Nesta perspectiva, e recorrendo a métodos qualitativos
€ quantitativos, analisaram-se os diferentes elementos do cir-
cuito cerebeloso e as conexdes entre eles estabelecidas.

Com cortes seriados de parafina estudaram-se, nos gru-
pos alcoolizados e respectivos grupos testemunha, as varia-
¢oes volumétricas de cada uma das camadas do cerebelo.

Com o auxilio de cortes semifinos, obtiveram-se as den-
sidades numéricas dos diferentes elementos celulares, tendo
em vista o célculo do nimero total de meurénios em cada
camada do cortex do cerebelo, nos grupos alcoolizados e
nos respectivos grupos testemunha.

Empregando o método de Golgi e a ultrastrutura estu-
daram-se, nos grupos alcoolizados e nos respectivos grupos
testemunha:

1 — os principais aferentes corticais cerebelosos — fibras
trepadoras e fibras musgosas;

2 —as células granulares e os seus prolongamentos
celulares;
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3 —as articulagbes sinapticas, ao nivel dos glomérulos
cerebelosos, das aferéncias corticais com as células
granulares e com as de Golgi;

4 —a arborizacio dendritica das células de Purkinje;

5 —a arborizacio dendritica dos interneurénios cere-
belosos;

6 —a organizacio estrutural do neurépilo da camada
molecular, com particular realce para os contactos
sindpticos estabelecidos pelos terminais das fibras
paralelas com as espinhas das células de Purkinje
e com os dendritos dos interneurénios (células de
Golgi, em cesto e estreladas).

Em resumo, estudando sequencialmente os efeitos secto-
riais do consumo crénico do dlcool a nivel dos diferentes
elos do circuito cerebeloso, tentou obter-se uma visdo alar-
gada da acglo deste neurotéxico ma organizagdo global do
referido circuito, para assim tornar evidentes as alteracoes
neuromorfoldgicas provavelmente relacionadas com a mar-
cada disfuncio cerebelosa existente mestas circunstancias.

Um estudo desta indole, efectuado num circuito mneu-
ronal relativamente simples com ndmero limitado de ele-
mentos celulares e dotados de um esquema geral de conexdes
relativamente bem definido, permitird generalizar, ainda que
especulativamente, para outros circuitos neuronais mais com-
plexos, os efeitos nocivos do etanol sobre a respectiva morfo-
logia, e deste modo abrir caminhos que conduzam a
mais profunda compreensdo das marcadas alteracdes fun-
cionais induzidas pelo dlcool em todo o sistema nervoso
central.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais e Dietas

As observacdes foram realizadas no cerebelo de ratos
adultos, do sexo masculino, com 2 meses de idade e pesando
203 =+ 13 g no inicio da experiéncia. Até aos fins de 1981,
os animais foram fornecidos pelo Biotério do Instituto Gul-
benkian de Ciéncia, de Oeiras. Posteriormente utilizaram-se
ratos da mesma espécie e estirpe, mas nascidos ja no Insti-
tuto de Anatomia.

Dividiram-se os animais em 10 grupos de 6, colocando
cada um dos ratos em gaiolas individuais. Em 5 dos grupos,
os animais foram submetidos a 1, 3, 6, 12 ¢ 18 meses de
alcoolizacdo e os dos outros 5 serviram de testemunha (con-
trolos), durante os mesmos periodos.

A alcoolizacdo efectuou-se recorrendo a uma solugao
aquosa de etanol Merck a 20%, unico tipo de bebida aces-
sivel aos animais a alcoolizar. Quer a solucio alcodlica, quer
a 4dgua fornecida aos animais testemunha continham suple-
mentos vitaminicos (Vitamin Fortification Mixture, ICN Cle-
veland, 0,3 g/dl) e de sais minerais (Salt Mixture XIV, ICN
Cleveland, 0,5 g/dl) (202, 273).

Nos animais submetidos a alcoolizacao, mediu-se diaria-
mente, o peso dos alimentos ingeridos '(dieta de laboratério
proépria para roedores) e o volume de solugdo alcodlica con-
sumida que servia de base para o cédlculo do consumo de
dlcool em gramas (1 dl de etanol—7,9 g) por quilograma
de peso de animal e por dia. No dia seguinte, e apds cal-
cular o conteudo caldrico correspondente a essa quantidade
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de dlcool (1 g de etanol =~ 7 kcal), fornecia-se aos respectivos
animais testemunha, na dgua da bebida, igual nimero de
calorias sob a forma de sacarose (1 g de sacarose =~ 5 kcal)
e alimentos em peso igual (g/dia) ao ingerido pelos animais
alcoolizados.

Efectuava-se regularmente o registo de peso dos ani-
mais alcoolizados e respectivos animais testemunha.

2. Técnica de Perfusdao, Distribuicao Geral
e Tratamento do Material

No fim de cada periodo experimental todos os animais
(alcoolizados e testemunha), foram sacrificados : sob anes-
tesia pelo éter foram perfundidos por wvia transcardiaca,
durante 15-20 minutos, com um liquido fixador constituido
pela mistura de 1% de glutaraldeido e 1% de formaldeido
em tampdo fosfato a 0,12 M, adicionado de lidocaina na con-
centragdo 'de 4°/w. Portanto, com ligeiras modificacées, empre-
garam-se as técnicas e as solucdes descritas por Palay e
Chan-Palay (168). Seguiu-se a remocido dos encéfalos dos
animais. Isolados os cerebelos, deixavam-se mergulhados
durante 2 horas no mesmo fixador.

Apés este periodo, em 3-4 animais por grupo, o cerebelo
era dividido sagitalmente através do verme; uma das metades
incluia-se em parafina, para estudos de microscopia de luz.
A outra metade era aproveitada do modo seguinte: da parte
justa-medial do verme obtiveram-se alguns cortes parassagi-
tais dos quais se colheram fragmentos dos lébulos IV-VI (129)
destinados a posterior observacdo ultrastrutural; o resto do
verme e o hemisfério adjacente foram destinados & impregna-
¢do pelo método de Golgi. Nos animais restantes (3-2 por
grupo), o cerebelo foi impregnado pelo método de Golgi com
excepgao dos lobulos IV-VI do verme (129) destinados a
observagao ultrastrutural.
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2.1. Inclusdo em Parafina

Transferiram-se os hemi-cerebelos separados para inclu-
sdo em parafina, para formol a 10%; ai se conservaram cerca
de 30 dias. Desidratados pelo dlcool e ap6s duas mudas de
benzol, mantinham-se na estufa em parafina, durante a noite,
até a sua inclusdo, na manha seguinte.

Deste material faziam-se cortes em série e parassagi-
tais de 20 pm de espessura, com inicio no verme. O plano
geral que presidiu a organizagdo da montagem dos cortes,
foi o seguinte: partindo da superficie de sec¢io, os primeiros
cortes, que nio abrangiam a totalidade do verme, eram monta-
dos rigorosamente em série, até se obter um corte completo de
toda a extensdo do cerebelo; dos seguintes, rejeitavam-se os
4 primeiros cortes montando-se o 5.°, e assim se foi proce-
dendo sucessivamente até & parte mais lateral do hemisfério
cerebeloso onde, deixando os cortes de se apresentar conti-
nuos, todos eles passavam a ser, de novo, montados em
série. Porém, devido a irregularidade do cortex cerebeloso
ou a problemas de ordem técnica, este esquema geral de
montagem nio pdde, por vezes, ser completamente seguido.
Mas, nos casos em que os cortes do cerebelo nido se apre-
sentavam em perfeitas condi¢cbes, montava-se o anterior ou
o seguinte. Estas variagbes verificadas no decurso da mon-
tagem dos cortes levaram a registar, para cada animal e em
cada lamina, a sequéncia exacta dos cortes bem como o
espaco existente entre eles (nimero de cortes rejeitados e
espessura dos montados em série). De cada 1/2 cerebelo tra-
tado deste modo, obtinham-se cerca de 70-80 cortes, poste-
riormente corados pela tionina.

2.2. Método de Golgi

A parte do cerebelo destinada a impregnacdo argéntica
foi tratada pelo método de Golgi modificado por Val-
verde (260).

Os fragmentos a estudar eram colocados durante 7 dias
num soluto aquoso de dicromato-6smio (12 g de dicromato
de potassio e 1 g de tetréxido de 6smio em 500 ml de agua
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destilada). Apds passagem por solugio aquosa de nitrato
de prata a 0,75%), eram mantidos em soluciio idéntica durante
24 horas, decorridas as quais passavam 2 solugdo de dicro-
mato-6smio utilizada no primeiro passo. Ai se mantinham
durante mais 6 dias apés o que voltavam a nova solucdo de
nitrato de prata durante 48 horas; nova passagem por dicro-
mato-6smio durante 5 dias. Por tltimo, o material era imerso
em nova solugido de nitrato de prata durante mais 3 dias
concluindo-se, assim, o processo de impregnacdo. Apés bre-
ves passagens por &lcool absoluto e terpinol seccionava-se o
material num micrétomo de deslizamento, obtendo-se cortes
com cerca de 100 pm de espessura, sempre segundo um
plano perpendicular ao maior eixo das folhas do cerebelo.
Passavam-se entdo por &lcool absoluto, mergulhavam-se em
terpinol, montavam-se em laminas sem cola, lavavam-se com
xilol e cobriam-se com uma camada de resina apropriada.

2.3. Microscopia Electrinica

Os diferentes passos seguidos com os fragmentos des-
tinados a observacdo ultrastrutural pouco diferiam dos des-
critos por Palay e Chan-Palay (168) : ap6s passagem pela
solucdo de tampao eram imersos numa solucido de tetréxido
de 6smio a 1% em tampéao cacodilato de sédio 0,1 M, durante
2 horas, 4 temperatura ambiente. Para se obter uma agitagio
lenta e continua utilizava-se um rotador mecanico. Apds
rédpida passagem por alcool a 50% eram colocados, durante
1 hora, numa solucio alcodlica a 70% de acetato de uranilo.
Seguia-se a desidratagdo do material fazendo-o passar por
solucoes alcodlicas progressivamente mais concentradas até
ao alcool absoluto onde permaneciam 1 hora. Concluida a
desidratagdo, permaneciam, durante 30 minutos, numa mis-
tura de éxido de propileno e de resina TAAB em partes
iguais, e noutra de dxido de propileno e de resina ma pro-
porcido de 1 para 2, durante a noite. Eram entdo incluidos
em resina.

Deste material obtiveram-se cortes semifinos e ultra-
finos. Os primeiros foram corados pelo azul de toluidina;
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os segundos, recolhidos em grelhas de malha de cobre, reves-
tidas com «farmvar», eram duplamente contrastados pelo
acetato de uranilo e pelo citrato de chumbo (197).

2.4. Determinagdo da Alcoolémia

Em 3 animais alcoolizados € em 3 animais testemunha,
alheios as séries destinadas aos estudos microscépicos, foram
determinados os niveis sanguineos de 4lcool ao fim de 1 més
de experiéncia, apds decapitacao e colheita da quantidade
de sangue necesséaria para a determinagdo da alcoolémia com
um método enzimatico (Boehringer-Manheim).

Em 2 ratos de cada grupo dos alcoolizados durante
12 ¢ 18 meses e respectivos controlos incluidos mas séries
destinadas as investigagdes histologicas, apds heparinizagdo
e antes de iniciada a perfusdo, retirou-se, com a ajuda de
seringa apropriada, através da aorta abdominal, o sangue
necessario para a determinagio da alcoolémia.

3. Estudos Quantitativos
3.1. Andlise Volumétrica do Cerebelo

Para a determinacao do volume do cerebelo, do do cortex
cerebeloso e das respectivas camadas, bem como do da subs-
tancia branca ((com os ntucleos centrais nela incluidos) utili-
zaram-se os cortes do material incluido em parafina.

0Os calculos volumétricos foram baseados nas medidas
das areas dos cortes montados segundo a técnica ja descrita.
Para a obtencido destas dreas desenharam-se todos eles
(ampliados 61 X) com o auxilio de uma camara clara.
Nos tracados obtidos marcou-se o contorno de cada corte,
a linha correspondente & camada das células de Purkinje,
indicativa da transicdo entre as camadas molecular e gra-
nular, e ainda o limite entre a camada granular e a substancia
branca. As édreas das camadas molecular, granular e da subs-
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tancia branca de cada um dos cortes foram medidas com
um planimetro.

A Zrea da camada das células de Purkinje, em cada
corte, foi determinada de modo diferente, por impossibilidade
de se medir directamente com a ampliacio utilizada. Para
o seu calculo comparou-se a camada das células de Purkinje,
em cada corte, a um rectangulo, do qual um dos lados corres-
pondia a altura média dos corpos celulares e o outro ao
comprimento da linha indicativa do limite entre as camadas
molecular e granular, medido em cada corte com o auxilio
de um mapimetro. A altura média da camada das células
de Purkinje foi calculada, em cada corte e em cada lébulo
cerebeloso, pela altura dos seus corpos celulares determinada
com o auxilio de uma cimara clara e com a ampliacio de
710 X, em trés locais distintos de cada folha (na sua parte
mais convexa, na zona de transi¢cio para outra folha e num
ponto equidistante entre estes dois) e calculando a média
destes valores .A superficie da camada das células de Pur-
kinje foi obtida, assim, em cada corte, pelo produto destes
dois valores, reduzidos a4 sua dimensio real.

Para calculo do volume entre cada dois cortes suces-
sivos, utilizou-se o método de aproximacio aritmética das
meédias das dreas entre duas seccoes (261, 282). Considerou-se
ser do tipo linear qualquer wvariacdo encontrada, em cada
camada, entre as areas de dois cortes consecutivos. Utilizou-se
para a determinacido do volume total V, de cada camada, a
férmula

1 Bl A
V: E i 144 di
M = 2

em que M representa a ampliacio com que foram desenha-
dos os cortes; n o naimero de cortes estudados; A, a érea
do primeiro corte medido e A4, , a do seguinte ¢ d, a dis-
tancia que separa aqueles a que correspondem as dreas
A, e A, , , Esta distincia depende, por um lado, da espes-
sura do primeiro corte (A4,) e, por outro, do nimere de
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cortes rejeitados entre as duas secgbes em estudo (4, e

Aa+1)'

Para o calculo do volume da camada das células de
Purkinje e porque as dreas eram determinadas jia na dimen-
sdo real, utilizou-se a formula

n—1
o HE A +2Ai+l d,
fi==id

Os volumes entre os diferentes cortes foram calculados
parcelarmente e feito o respectivo somatdrio numa extensao
de 4500-5000 pm a partir da parte mais lateral do hemis-
fério cerebeloso.

3.2. Numero de Células do Cortex Cerebeloso

A determinacdo do numero de células do cortex cere-
beloso foi feita a partir de cortes semifinos.

De cada animal (6 por grupo) escolheram-se, ao acaso,
4 blocos de material € de cada um obtiveram-se 3-4 cortes
semifinos, onde se visualizassem as trés camadas do cértex
cerebeloso. Era seleccionado, de cada bloco, o que apresen-
tasse melhores condicGes para este tipo de estudo: auséncia
de solugoes de continuidade ou de pregueamentos e boa
coloragdo. Com o auxilio de uma cdmara clara e com a amplia-
cao de 180 X, tracaram-se, para além do contorno do corte
semifino, a linha correspondente a4 camada das células de
Purkinje e o limite entre a camada granular e a substincia
branca.

Posteriormente, com uma ampliagio de 710 X, identi-
ficaram-se os diferentes tipos de células do cértex cerebeloso
de acordo com as descrigoes de Palay e Chan-Palay (168).
Aplicando métodos estereoldgicos para a determinacdo das
suas densidades numéricas (N, —niimero de células por uni-
dade de volume), partiu-se do principio de que em cada tipo
celular os respectivos ntcleos podiam ser comparados a
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esferas de idéntica dimensao. Para tal determinacdao utili-
zou-se a férmula de DeHoff e Rhines (66) modificada por
Haug (103)

N

A

DitT—2 %

v

em que N, representa o mimero médio de perfis nucleares
por unidade de 4area de cada camada, D o didmetro médio
dos ntcleos destas células, T a espessura dos cortes semi-
finos (2 pm); A ¢ um factor de compensacio para os pertis
nucleares de pequenas dimensoes, e por isso nao identificaveis.

Para o célculo do N, mediu-se, com um planimetro, a
area das camadas molecular e granular em cada corte semi-
fino desenhado. De modo diferente se procedeu para o cal-
culo da area da camada das células de Purkinje que se
obteve pelo produto do comprimento desta camada, em cada
corte semifino, pela sua altura. Comprimento e altura foram
calculados em cada corte de modo idéntico ao descrito atras.

A contagem das células foi feita tendo como referéncia
os nucleos celulares, facilmente identificaveis nos cortes semi-
finos corados pelo azul de toluidina. Nas células granulares
a contagem dos perfis nucleares foi efectuada com o auxilio
de uma area-teste rectangular (12 X 10,4 cm) com 50 segmen-
tos de recta (278, 279). Para os restantes lipos celulares,
este valor foi obtido contando-se todos os perfis nucleares
localizados na drea desenhada e medida.

Calculou-se o wvalor de D, avaliando os diametros de
cerca de 240 perfis nucleares de cada tipo neuronal e em
cada grupo de animais (10 nucleos por bloco e por cada
tipo de célula), desenhados 4 cAmara clara com a ampliacdo
de 710 x. O didmetro médio de cada um dos perfis foi cal-
culado a partir da medi¢io do seu maior didmetro ¢ do da
perpendicular a este e tragado pelo seu meio. Os valores
obtidos foram corrigidos segundo Bach (13), tendo-se para
tal estimado em 2 pm a espessura dos cortes semifinos.
Foi atribuido a % o valor do didmetro do menor perfil nuclear
encontrado para cada tipo celular.
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O nuimero total de cada tipo celular do cortex cerebeloso
(1/2 cerebelo) foi obtido multiplicando as densidades numé-
ricas dos diferentes tipos celulares, em cada grupo, pelo
valor médio do volume da parte seleccionada de cada camada
do cértex cerebeloso por grupo (volume de referéncia).

3.3. Estudos Quantitativos com o Método de Golgi
3.3.1. Células granulares

De cada animal desenharam-se, com auxilio de uma
cAmara clara e com ampliagio de 640 X, as primeiras 20-25
células granulares que apresentassem boa definicdo da 4rvore
dendritica, nomeadamente das suas partes mais distais.
Em muitas delas era visivel o axénio impregnado até a sua
divisio ma camada molecular. Quando, procedendo assim,
se nao obtinha o numero suficiente de axoénios (20-25 por
animal) desenhavam-se estes, separadamente, desde que se
vislumbrasse o seu inicio e local de bifurcacdo. Nos axénios,
marcavam-se as varicosidades ao longo do seu percurso ascen-
dente e transversal (fibras paralelas).

Serviram os desenhos obtidos para a determinagao:

a) do ntmero de ramificacoes — ramificacdes digiti-
formes — dos dendritos das células granulares
(calculado, por célula, em cada grupo de animais);

b) da densidade de ramos dendriticos em funcio da
sua distancia ao corpo celular. Seguiu-se o método
dos circulos concéntricos de Sholl (223), que per-
mite determinar o numero médio de intersecgdes
dendriticas por circulo, centrando-se estes no corpo
celular. O 1° circulo tinha um raio de 10 pm e
os seguintes, concéntricos, estavam afastados uns
dos outros por uma distadncia de 5 pm;

¢) do nimero de waricosidades por unidade de com-
primento de axénio das células granulares, obtido
medindo-se com um mapimetro o comprimento dos
segmentos ascendente e transversal dos axdnios e
contando-se as varicosidades que lhes correspondiam.
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3.3.2. Arvores dendriticas das células de Purkinje

O estudo quantitativo das arvores dendriticas das célu-
las de Purkinje foi efectuado seguindo os métodos descritos
por Weiss e Pysh (280).

Os critérios utilizados para a seleccio das arvores den-
driticas a analisar foram os seguintes: correcta orientacgio
nas folhas do cerebelo, boa qualidade de impregnacido (pelo
menos em metade da drea), ramos periféricos bem definidos
e sem sobreposicao de arvores adjacentes que obscurecessem
a sua correcta delimitagdo. As primeiras 8 células de cada
animal que preenchessem estas condigdes eram desenhadas
com auxilio de uma cAmara clara.

Nos desenhos obtidos fez-se a determinacio:

a) da area dendritica, tendo-se medido com um plani-
metro o contorno das arborizagdes dendriticas,
ampliadas 350 X ;

b) da densidade de ramificacdo dendritica. As células
de Purkinje com &arvores dendriticas completamente
impregnadas e ainda aquelas em que ficara bem
impregnada pelo menos metade das arborizacées
dendriticas, foram desenhadas de modo estilizado
com uma ampliacio de 720 X. A densidade de
ramificacdo dendritica (comprimento dendritico por
unidade de superficie da 4arvore dendritica —L,),
foi determinada utilizando um método de inter-
secgoes por linhas, recorrendo a uma A4rea-teste
rectangular (18,0 x 153 cm), tracada em papel
transparente, com 50 segmentos de recta de 17 mm
de comprimento (278, 279) e empregando a for-
mula de Saltikov (214)

A ) X .PL

em que P, representa o numero de interseccées por
unidade de comprimento de linha da 4rea-teste;
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¢) do comprimento dendritico total, pardmetro secun-
dério, obtido pela multiplicacdo do valor da &rea
dendritica pelo da densidade de ramificacdo den-
dritica (280);

d) do numero de ramos dendriticos. De cada animal,
as primeiras 5 células de Purkinje desenhadas de
modo estilizado e que obedeciam as condigoes atras
estabelecidas, foram escolhidas para ordenacdo e
contagem dos ramos dendriticos. A ordenacdo foi
feita segundo o método centripeto de Strahler
(22, 259). De acordo com este método, atribuia-se
aos ramos dendriticos terminais o numero de ordem
1, aumentado de 1 unidade sempre que dois segmen-
tos da mesma ordem se juntavam. Quando conver-
giam dois segmentos de ordem diferente prevalecia
o numero de ordem mais elevado. Esta ordenagao
permitiu calcular o ntimero total de ramos dendri-
ticos de cada célula e ainda o seu mumero por
cada ordem;

e) do numero de espinhas dendriticas, contado por
célula numa extensdao de 10 pm, em 12 ramos api-
cais e em 12 ramos basilares. As contagens foram
efectuadas com a ampliagdo de 720 X e incidiram
apenas nas visualizadas no mesmo plano focal.

3.3.3. Arvores dendriticas dos interneurdnios — células
de Golgi, células em cesto e células estreladas

De cada animal, com o auxilio de uma cimara clara,
desenharam-se, de modo estilizado e ampliadas 350 X, as
arvores dendriticas de 5 a 8 células em cesto e nimero
idéntico de células estreladas do 1/3 superficial da camada
molecular. Para esse fim, foram seleccionadas as primeiras
que apresentassem arborizacdes dendriticas bem impregna-
das, ndo se tendo excluido aquelas que mostravam pequenas
solucdes de continuidade ou fracturas dos seus ramos.
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Para o estudo das ramificacdes dendriticas destes tipos
celulares seguiu-se o método dos circulos concéntricos de
Sholl (223), afastados de 20 pm para anilise das &rvores
dendriticas das células em cesto e de 10 pm para as das células
estreladas, determinando-se o nimero médio de interseccoes
dendriticas por célula. Obteve-se, assim, para cada um destes
tipos celulares a densidade dos ramos dendriticos em fun-
¢ao da sua distdncia ao pericario.

O ntmero de células de Golgi bem impregnadas era
muito reduzido. Por isso apenas se procedeu ao estudo quali-
tativo destes elementos.

3.4. Estudos Quantitativos Ultrastruturais

3.4.1. Camada granular (glomérulo cerebeloso)

Para o estudo dos glomérulos cerebelosos, foram esco-
lhidos, ao acaso, 5 blocos de cada animal. De cada bloco
fizeram-se cortes semifinos; uma wvez identificada a camada
granular, talharam-se as respectivas pirdmides e obtiveram-se
cortes ultrafinos, com espessura compreendida entre 70-80
nm (181). De cortes de cada bloco tiraram-se, ao acaso,
3 fotografias da camada granular tendo, no entanto, havido
o cuidado de fotografar 4reas que contivessem mais de
50% de neurdpilo. Obtiveram-se, deste modo, 90 fotografias
por grupo, onde se individualizaram cerca de 100 glomérulos
cerebelosos.

Os cortes foram fotografados com uma amplia¢do pri-
maria de 3000 X. A ampliacido final, em provas de papel,
foi de 9000 X. Verificou-se, inicialmente, a ampliacio exacta
através de uma grelha graduada fotografada e ampliada de
forma idéntica aos cortes ultrafinos. Tendo-se verificado que
a wvariagdo mdaxima na ampliagdo final nido excedia em 5%
os valores médios, utilizou-se o valor de 9000 X em todos
os calculos.

Os critérios utilizados para a delimitacio dos glomé-
rulos cerebelosos e identificacdo dos seus diferentes consti-
tuintes foram os descritos por Palay e Chan-Palay (168).
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Para facilitar a analise quantitativa dos diferentes com-
ponentes glomerulares individualizaram-se, com cores dife-
rentes ou tracejados, os perfis dos terminais das fibras mus-
gosas, os dos dendritos das células granulares, os dos termi-
mais nervosos das células de Golgi e ainda os dos prolonga-
mentos gliais. Rejeitaram-se todos os perfis que nio eram
susceptiveis de correcta identificagéo.

A superficie dos perfis glomerulares, assim como a
percentagem (fraccdo) do volume do glomérulo ocupado
pelos terminais das fibras musgosas, pelos dendritos das
células granulares, pelos perfis gliais e pelos terminais das
células de Golgi (densidades volumétricas — V), foram deter-
minadas de acordo com as técnicas escritas por Weibel (278,
279). Utilizou-se uma 4rea-teste quadrada de 15 cm de lado,
tragada em papel transparente, contendo 400 pontos definidos
pela intersec¢do de duas fiadas de linhas paralelas entre si
e afastadas de 0,75 cm (278, 279).

O numero total de sinapses por perfil glomerular foi
calculado pela contagem do mumero de contactos sindpticos
entre os diferentes componentes do glomérulo cerebeloso.
Quantificaram-se, separadamente, as sinapses estabelecidas
pelos terminais das fibras musgosas com os dendritos das
células granulares e com os das células de Golgi.

3.4.2. Camada molecular
a) Terminais das fibras trepadoras

De cada animal (6 por grupo) foram escolhidos, ao
acaso, 4 blocos. Fotografou-se a primeira 4rea observada, no
1/3 profundo da camada molecular, que contivesse um tronco
dendritico primario ou secundario de uma célula de Purkinje,
tendo havido sempre o cuidado de abranger o neurépilo cir-
cundante numa extensdo de, pelo menos, 6-8 pm. Quando
necessario, efectuaram-se montagens fotograficas dos troncos
dendriticos. Obtiveram-se, assim, 24 fotografias ou ntmero
equivalente de montagens fotograficas por grupo. Todos os
cortes foram fotografados com uma ampliagdo priméria de
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3000 x e ampliacao final de 9000 X. A verificagdo da amplia-
¢ao foi feita como em 3.4.1.

Em cada fotografia, ou montagem, definiu-se uma area
limitada, por um lado, pela membrana do dendrito, ¢ pelo
outro, por uma linha que, acompanhando o perfil dendritico,
distava deste 4 pm, 4rea essa na qual se marcaram, os perfis
dos terminais das fibras trepadoras, identificadas de acordo
com as descrigoes de Palay e Chan-Palay (168).

A fraccdo do volume desta zona da camada molecular,
ocupada pelas fibras trepadoras (densidade volumétrica —
V), foi determinada de acordo com as técnicas descritas
por Weibel (278, 279). Utilizou-se a mesma A4rea-teste ja
referida em 3.4.1.

b) Organizacio estrutural do neurdpilo da camada
molecular

De cada animal foram escolhidos, ao acaso, 5 blocos
e de cada um fizeram-se cortes semifinos. Identificada a
camada molecular obtiveram-se cortes ultrafinos dos seus
2/3 superficiais, dos quais e por cada bloco se fizeram
2 fotografias em 2 locais distintos, ao acaso, evitando-se, no
entanto, as dreas ocupadas por troncos dendriticos de grande
porte e ainda, as que contivessem corpos celulares de inter-
neurdnios e de células gliais.

Os cortes foram fotografados com uma ampliacdo pri-
méria de 6000 X (ampliacio final de 18000 x). A werifi-
cacao da ampliacdo foi feita como ji se referiu em 3.4.1.

A identificacdo dos diferentes elementos do meurdpilo
da camada molecular foi feita de acordo com as descrigoes
de Palay € Chan-Palay (168) e a caracterizagao dos diferentes
constituintes dos contactos sinapticos conforme os critérios
definidos por Gray (98) e Pappas e Waxman (169).

Nas fotografias ampliadas 18 000 X, mediu-se a exten-
sdo ‘dos primeiros 40 perfis das sinapses, observados em cada
animal, entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas
das células de Purkinje. Mediram-se ainda todos os perfis
sinapticos entre as fibras paralelas e os dendritos dos inter-
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neurénios. Como referéncia para essas medidas foi conside-
rado o espessamento pés-sinaptico.

Marcaram-se, de seguida, as sinapses com tinta para
facilitar o calculo do seu namero por unidade de superficie
da camada molecular, empregando as técnicas descritas por
Weibel (278, 279). Utilizou-se uma d&rea-teste rectangular
(23,8 x 17,7 cm), tracada em papel transparente, com segmen-
tos de recta de 17 mm de comprimento (278, 279). Com a
mesma area-teste, determinou-se ainda a densidade de super-
ficie dos contactos sinédpticos (superficie sindptica por uni-
dade de volume da camada molecular—S;), utilizando-se
a formula

em que I representa o numero de interseccoes dos perfis dos
contactos sindpticos com as linhas da drea-teste e L, o com-
primento total destas (279).

Para o estudo dos terminais das fibras paralelas e dos
prolongamentos gliais assinalaram-se, de modo diferente,
estes perfis mnas fotografias ampliadas 18 000 X. Determi-
nou-se a fraccio do volume da camada molecular ocupada
pelos terminais das fibras paralelas e pelos prolongamentos
gliais (densidades volumétricas— V), utilizando a mesma
area-teste e as técnicas descritas por Weibel (278, 279).

O diametro médio das cabecgas das espinhas dendriticas
das células de Purkinje foi calculado, nos primeiros 40 perfis
de espinhas dendriticas observados em cada animal, medindo
o seu maior didmetro e o perpendicular a este tragado pelo
seu meio.

Dos animais alcoolizados durante 12 e 18 meses e dos
respectivos animais testemunha, fotografou-se mais um campo
da camada molecular (nos cortes ultrafinos do primeiro
bloco trabalhado, com uma ampliacio primaria de 10000 X
e final de 30000 X ): fotografia tirada numa zona da camada
molecular onde fosse elevado o numero de sinapses entre
os terminais das fibras paralelas e as espinhas das células
de Purkinje.
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Avaliaram-se ainda os éangulos de curvatura destas
sinapses nas fotografias ampliadas 30000 x. Para tal, com
auxilio de lupa apropriada, fizeram-se as seguintes medidas:
1) comprimento do contacto sinaptico (espessamento pds-
-sindptico); 2) comprimento a da corda tracada entre as
extremidades da densidade pds-sinitpica e 3) comprimento
b da linha perpendicular partindo do meio da referida corda
até a face interna do espessamento pés-sindptico. Com estes
valores, considerando os contactos sindpticos como super-
ficies circulares planas (52, 160, 269), obteve-se para cada
perfil sindptico, uma estimativa do raio r do arco sinaptico.
Utilizou-se a férmula seguinte, modificagio da apresentada
por Cooke e col. (52).

= Ku)e & B
2b
A partir do valor de r e de a calculou-se o valor « de metade

do angulo de curvatura do arco sindptico utilizando a férmula

a/2

r

x = arc sen

Para o célculo da densidade numérica das sinapses
entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas das célu-
las de Purkinje — ntimero de sinapses por unidade de volume
da camada molecular — N, —, recorreu-se a um processo
discreto de «unfolding» (desdobramento) (278), utilizando a
divisdao de classes proposta por Goldsmith (91) e Cruz-Orive
(58). Introduziram-se ainda correcgdes para os perfis per-
didos (13) e entrou-se também em linha de conta com a
espessura do corte, avaliada pela sua cor de interferéncia
em 70-80 nm (181).

O processo de desdobramento consiste, basicamente,
na transformacdo de uma distribuicio de frequéncias de
tamanhos de perfis { f (i) } numa outra de frequéncias de
tamanhos de objectos { £ (j) } (278), uma vez conhecida,
ou admitida, uma forma apropriada para estes. No caso

40



presente, como ja foi dito, os contactos sindpticos foram
comparados a discos circulares planos (52, 160, 269).

Para a andlise estereolégica das sinapses recorreu-se
a métodos computorizados, utilizando a férmula inversa apre-
sentada por Weibel — férmula 5.59 (278) — que permitiu obter
o didmetro médio e a superficie média dos discos sinapticos.

Para determinar o valor correcto de N, seguiu-se a
técnica de Bach (13) de correccio do numero de perfis per-
didos (para evitar valores de N negativos nas classes
de tamanho mais pequeno), e entrou-se em linha de conta
com o didmetro médio dos discos sinapticos, a espessura
dos cortes e o valor encontrado para N, das sinapses
(ntimero de perfis sindpticos por unidade de superficie), apli-
cando a férmula de Abercrombie (1).

Seguiu-se idéntico processo para o calculo da densidade
numeérica das sinapses entre as fibras paralelas e os dendritos
dos interneurénios, mas nio se avaliou o dngulo de curvatura
destas sinapses.

Para comparar as eventuais diferengas existentes nas
distribuicdes dos tamanhos dos discos sinapticos fez-se novo
desdobramento, utilizando uma distribui¢io de frequéncias
cumulativas para cada amostra, com os mesmos intervalos
para ambas as distribuicées.

4. Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos, para cada grupo de animais em
cada periodo de experiéncia, foram sempre expressos em
média =+ desvio padrio.

Na apreciagdo estatistica dos volumes das camadas do
cerebelo efectuou-se, para cada grupo, uma anélise de varian-
cia separando animais e camadas, utilizando-se a soma dos
quadrados residuais para a comparacio de médias através
do teste «t» de Student.

Para cada perfodo de experiéncia, foi utilizado o teste
«U» de Mann-Whitney para a comparagio dos resultados
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obtidos nos animais alcoolizados com os dos respectivos
animais testemunha.
As analises estatisticas de tipo diferente das referidas
encontram-se expressas nos respectivos quadros de resultados.
Consideraram-se as diferencas significativas para valo-
res de p < 0,05.
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RESULTADOS

1. Animais e Dietas

A quantidade média didria de 4lcool ingerida pelos
animais submetidos a alcoolizagdo foi de 9 = 1,3 g/kg de
peso. No inicio da experiéncia (durante o 1.° més) e na sua
fase final (ap6s 17 meses) verificou-se um consumo mais
reduzido, embora ndo diferisse significativamente daqueles
valores médios.

O peso médio dos animais no inicio da experiéncia
era de 203 = 13 g; manteve-se inalterado durante o primeiro
més de ingestdo de alcool, ao contrario do que se verificou
nos animais testemunha que aumentaram cerca de 12 g no
mesmo intervalo de tempo. A partir de entdo, nos grupos
de animais alcoolizados registou-se um aumento médio de
peso corporal de 10,1 = 3 g/més e nos testemunha de
11,8 = 2 g/més. Porém, este aumento ponderal nao era sufi-
ciente para que o peso dos animais alcoolizados e o dos
respectivos animais testemunha diferisse significativamente
no fim de cada periodo experimental.

Os pesos médios dos cerebelos dos animais alcoolizados
e os dos respectivos controlos, medidos apds 2 horas de perma-
néncia no fixador, nio se mostraram significativamente dife-
rentes: 310 = 60 mg para os grupos alcoolizados e 345 = 35 mg
para os grupos de controlo. As diferencas mais acentuadas
verificaram-se apds os 12 e 18 meses de alcoolizacdo, sem
que contudo se mostrassem realmente significativas.

43



Nos animais alcoolizados os niveis sanguineos de 4lcool
encontrados no fim do primeiro més, variaram entre 90-120
mg/dl (controlos 0 mg/dl); aos 12 e 18 meses entre 80-120
mg/dl (controlos 0 mg/dl).

2. Volumes das Camadas do Cerebelo
2.1. Observacées Qualitativas

Da comparacgio da morfologia exterior dos cerebelos
e nomeadamente da disposigdo dos l6bulos e sulcos (106, 129),
entre os animais alcoolizados e os respectivos animais de
controlo, nio ressaltaram diferengas aprecidveis apesar de
se terem reconhecido pequenas variagoes individuais mais
acentuadas nos animais alcoolizados.

O padrio de foliagdo observado nos cortes obtidos
no verme e nos hemisférios (Fig. 1) era idéntico mos ratos
alcoolizados e mnos respectivos animais testemunha, se bem
que, apds 12 meses de alcoolizagdo, as fissuras cerebelosas,
os espacos interlobulares e interlobares se tivessem alargado
um pouco. A partir dos 12 meses, era evidente a diminuigao
da 4rea dos cortes do verme mos grupos dos animais alcooli-
zados. A observacdo das diversas camadas do cerebelo nos
animais alcoolizados e respectivos controlos, nio revelou
elementos dignos de especial referéncia.

2.2. Estudo Quantitativo

Nio se encontraram diferencas significativas, entre o
volume do cerebelo dos animais alcoolizados e o dos respec-
tivos controlos, ao fim de 1 més de alcoolizagdo, mas aos
3 meses verificava-se ji4 uma reducao de cerca de 8%
daquele volume nos animais alcoolizados e maior ainda nos
subsequentes periodos de experiéncia.

Os resultados respeitantes a quantificacio dos volumes
das camadas do cerebelo incluindo o da substincia branca,
encontram-se resumidos no Quadro 1.
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Como ai se pode verificar em relagio aos volumes das
camadas do cdrtex cerebeloso e da substincia branca, encon-
traram-se diferencas significativas no volume da camada gra-
nular, apés 3 meses de alcoolizagio (reducio volumétrica
de 7,6%). Porém, no resto do 6rgio nao se mostraram ainda
diferencas significativas ap6s este periodo de experiéncia.

J4 nos animais submetidos a periodos de 6, 12 e 18
meses de alcoolizacido, encontraram-se diferencas volumétri-
cas que atingiam globalmente as camadas molecular e gra-
nular e¢ a substdncia branca. Pelo contrario, no que respeita
a camada das células de Purkinje, embora se tivessem veri-
ficado redugdes volumétricas percentuais aos 3, 6, 12 ¢ 18
meses de consumo de alcool, as diferencas registadas nos
volumes médios desta camada nao foram estatisticamente
significativas.

3. Numero de Células do Cortex Cerebeloso

Apresentam-se nos Quadros 2, 3, 4, 5 e 6, os valores
das densidades numéricas, obtidas em cortes semifinos, das
células do cortex «cerebeloso, e ainda os numeros totais
dessas mesmas células.

Pela analise do Quadro 2, verifica-se que a densidade
numérica das células de Purkinje ndo wvariou significativa-
mente. Pelo contririo, o nmimero total destes neurdmios, aos
18 meses de alcoolizagio, era significativamente inferior nos
animais alcoolizados.

Nio se encontraram diferencas significativas nos valo-
res das densidades numéricas e nos ntmeros totais das célu-
las granulares dos grupos submetidos a alcoolizacdo durante
1 e 3 meses. J4 nos grupos alcoolizados durante 6, 12 ¢ 18
meses se evidenciou reducdo significativa das densidades
numéricas e do niumero total destas células (Quadro 3).

Ainda na camada granular, a densidade numérica das
células de Golgi nido apresentava alteracoes significativas nos
grupos alcoolizados, até aos 12 meses. Porém, aos 18 meses,
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este valor era maior nos animais alcoolizados. No entanto,
o numero total das células de Golgi nido apresentava dife-
rengas significativas ao longo da experiéncia (Quadro 4).
Refira-se que, para o calculo das densidades numeéricas e
dos ntmeros totais das células de Golgi, ndo se levaram
em conta os diversos subtipos celulares desta populacio
(168, 194).

A analise quantitativa dos ntimeros de interneurénios
da camada molecular, apresenta-se no Quadro 5. Nio se
encontraram diferencas significativas mas suas densidades
numeéricas, quando analisadas independentemente do tipo
celular. No entanto, em consequéncia da reducgdo volumétrica
desta camada, o seu ntimero total encontrava-se significativa-
mente reduzido aos 12 e 18 meses de alcoolizacdo. A anilise
isolada dos tipos de interneurdnios mostrou que se as células
em cesto ndo apresentavam alteragées 'da densidade numé-
rica ¢ do seu nuimero total até aos 6 meses de consumo de
dlcool, 0 mesmo ja nido acontecia aos 12 e 18 meses de
experiéncia. Havia entdo diminuigdo significativa daqueles
valores. Quanto as células estreladas do 1/3 superficial da
camada molecular ndo se apuraram diferengas significativas
da sua densidade numérica mas o seu numero total estava
significativamente diminuido a partir dos 6 meses de admi-
nistracdo de dlcool.

Relativamente as densidades numéricas das células epi-
teliais de Golgi, encontrou-se aumento do seu valor aos 12
meses de alcoolizagio o que, todavia, nio se mantinha no
grupo de animais alcoolizados estudados aos 18 meses. Quanto
ao numero total destas células, encontrava-se diminuido aos
6 meses de alcoolizagido sem que se tivessem encontrado dife-
rencas significativas mnos restantes periodos experimentais.
Para estes factos, apresentados mo Quadro 6, e de algum
modo inesperados, ndo se encontrou explicacio.
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4. Aferéncias Corticais Cerebelosas
4.1. Terminais das Fibras Trepadoras

4.1.1. Observagées qualitativas

Os perfis dos terminais das fibras trepadoras eram
facilmente identificaveis 4 volta dos grandes troncos dendri-
ticos das células de Purkinje. Com efeito, caracterizam-se
pelo grande numero das suas vesiculas sindpticas imersas
numa matriz filamentosa densa, pela abundancia dos micro-
tibulos e ainda por estabelecerem contactos sinapticos com
espinhas globosas, quase sésseis, igualmente com matriz densa,
pertencentes aos dendritos primdrios e secundarios das célu-
las de Purkinje (168).

Apés 12 meses de alcoolizagio, era frequente observa-
rem-se essas espinhas com o espessamento pés-sindptico habi-
tual mas desprovidas da normal conexdo com o componente
pré-sinaptico (espinhas deaferenciadas). Apenas se relaciona-
vam com extensos prolongamentos gliais contendo por vezes
abundante quantidade de glicogénio (Fig. 2). Notava-se, igual-
mente, aumento apreciavel do nimero de perfis de terminais
de fibras trepadoras, particularmente junto dos topos dos
dendritos seccionados obliquamente, o que provavelmente
estd relacionado com o seu trajecto espiralado. Muitos destes
terminais apresentavam uma matriz ainda mais densa do
que a habitual, estavam repletos de vesiculas sinipticas e
com maior nimero de microtubulos do que nos respectivos
animais testemunha (Fig. 3).

Acresce a circunstdncia de nos animais -alcoolizados
durante 12 e 18 meses serem mais frequentes os perfis de
terminais com caracteristicas dos das fibras trepadoras,
localizados no neurépilo do 1/3 superficial da camada mole-
cular (Fig. 4). Surgiam envolvidos por bainhas gliais de
pequenas dimensdes e estabeleciam contactos sindpticos com
perfis que, atendendo as suas caracteristicas morfolégicas
\(Fig. 4), se identificavam como espinhas dendriticas dos
ramos periféricos das células de Purkinje.
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4.1.2. Estudo quantitativo

Os resultados obtidos no estudo morfométrico dos ter-
minais das fibras trepadoras encontram-se resumidos no
Quadro 7.

A determinacao da densidade volumétrica (V) destes
terminais ndo mostrou diferencas significativas entre os gru-
pos alcoolizados e respectivos controlos ao fim de 1, 3 e 6
meses. Pelo contrario, apés 12 meses de alcoolizacdo, verifi-
cou-se aumento significativo da densidade volumétrica dos
terminais das fibras trepadoras, ainda mais acentuado aos
18 meses.

4.2, Terminais das Fibras Musgosas

4.2.1. Observagoes qualitativas

Os aspectos morfolégicos dos terminais das fibras mus-
gosas dos animais alcoolizados e dos animais de controlo
eram idénticos aos descritos por outros autores (72, 168):
perfis dispersos no neurépilo da camada granular, frequen-
temente de grandes dimensées, de contornos irregulares, con-
tendo mitocoéndrias e abundantes vesiculas sindpticas (Fig. 5).
O numero destas tultimas e a densidade da matriz, levam a
pensar que alguns perfis sejam de terminais de fibras trepa-
doras, originados em plena camada granular, facto referido
ja por Chan-Palay e Palay (42) no cértex do cerebelo do
Rato normal. Qualquer que seja a sua natureza, formam o
nacleo de um arranjo sinaptico peculiar — o glomérulo cere-
beloso (Fig. 5) — onde estabelecem numerosos contactos
sindpticos com as ramificacdes dendriticas das células gra-
nulares (Fig. 5). Nos animais alcoolizados, porém, para além
destas sinapses, encontraram-se numerosos contactos com os
dendritos das células de Golgi.

Apés 12 e 18 meses de alcoolizagdo, evidenciaram-se,
com relativa frequéncia, no 1/3 profundo da camada mole-
cular, perfis de terminais com caracteristicas morfolégicas
muito semelhantes as das fibras musgosas (Fig. 6): apresen-
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tavam grande superficie, contorno eliptico ou circular e esta-
vam repletos de vesiculas sindpticas imersas numa matriz
muito densa (Fig. 6). Nestes terminais nunca se observaram
contactos sindpticos.

4.2.2. Estudo quantitativo

Os resultados obtidos no estudo morfométrico dos ter-
minais das fibras musgosas encontram-se resumidos no Qua-
dro 7. A percentagem do volume do glomérulo cerebeloso
ocupado por estes terminais nao diferia significativamente,
nos grupos de animais alcoolizados e nos grupos testemunha,
nos diferentes periodos da experiéncia.

5. Células Granulares
5.1. Observagées qualitativas
5.1.1. Microscopia de luz

Em cortes semifinos, a camada granular dos animais
submetidos a periodos de alcoolizacio de 6, 12 e 18 meses
apresentava muitas areas com evidente reducdo 'do nuimero
de perfis de células granulares (Fig. 7), ao contrario do veri-
ficado nos respectivos animais de controlo. O facto parecia
acentuar-se com o tempo de alcoolizacao.

Apés 6 meses de experiéncia, observaram-se 4reas
onde os processos degenerativos apresentavam caracteristicas
do tipo granulo-vacuolar (Fig. 8). Eram constituidos por
depdsitos de tipo lipidico que aumentavam em nitimero e
em complexidade com o decorrer do tempo de experiéncia.
Todavia, foi possivel observar estruturas idénticas, ainda que
menos complexas, num dos animais de 20 meses de idade
(controlo de 18 meses de alcoolizacdo).

Com o método de Golgi e em todos os grupos estudados,
ndo se encontraram alteracdes evidentes da disposicio da
arborizacdo dendritica e dos axénios das células granulares.
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5.1.2. Microscopia electronica

Apdés 6 meses de alcoolizagdo, viam-se dispersos na
camada granular, numerosos perfis de células granulares com
sinais de degenerescéncia do tipo denso: aumento da densi-
dade do citoplasma, aglomeragio e dismorfia dos seus orga-
nelos, numerosos corpos multivesiculares, condensacio da
cromatina nuclear (Fig. 9); por vezes observava-se carior-
rexis. As células degeneradas apresentavam a rodeé-las pro-
longamentos gliais bem desenvolvidos (Fig. 9), sendo fre-
quente observarem-se também perfis dendriticos degenerados
nas suas proximidades (Figs. 9 ¢ 10). Estes ultimos ja eram
visiveis, dispersos na camada granular, apés 3 meses de con-
sumo de dlcool.

Nos animais com mais de 6 meses de alcoolizacdo, havia
grande numero de células com citoplasma repleto de estru-
turas semelhantes a goticulas lipidicas e lisosomas.

5.2. Estudo Quantitativo — Método de Golgi

5.2.1. Numero de ramificagbes terminais dos dendritos
das células granulares

Verificou-se, ao fim de 1 més de experiéncia, diminui-
¢ao (ainda que ndo estatisticamente significativa) do nimero
médio de ramificacdes digitiformes dos dendritos das células
granulares (alcoolizados: 8,51 = 0,31; controlos: 10,20 == 1,93).
Apés 3 meses de alcoolizagdo, a redu¢do do numero de
ramificacoes digitiformes tornava-se significativa (p < 0,05)
nos animais alcoolizados (7,52 =0,98; 10,18 == 1,76). Apds
6 meses de alcoolizacdo, ndo se encontraram diferencas signi-
ficativas entre os grupos alcoolizados e os controlos (9, 15 =+
096; 12,71 +=3,52; 7,76 = 0,55 respectivamente aos 6, 12
e 18 meses de alcoolizacio e 941 +=0,58; 10,30 = 1,32;
8,66 = 1,36 nos controlos).
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5.2.2. Densidade de ramificagdo dendritica

Os resultados obtidos no estudo da ramificacao dendri-
tica feito com o método dos circulos concéntricos (223)
encontram-se no Quadro 8.

A sua anédlise mostra o empobrecimento da arvore den-
dritica das células granulares nos animais submetidos a
1 ¢ 3 meses de alcoolizagdo, enquanto aos 6, 12 e 18 meses,
j& nao se encontram diferengas entre os grupos alcoolizados
e os grupos de controlo.

5.2.3. Numero de varicosidades por unidade de com-
primento do axdnio das células granulares

Os resultados obtidos no estudo do numero de wvari-
cosidades do axémio das células granulares encontram-se no
Quadro 9. Saliente-se que os referentes ao ntimero de vari-
cosidades por unidade de comprimento do segmento trans-
versal do axénio das células granulares (fibras paralelas)
foram obtidos apenas numa extensdo de 30-35 pm, a partir
do ponto de bifurcagio do axénio. Tal facto fica a dever-se
a dificuldades de impregnacdo destas fibras.

N3io se encontraram diferencas significativas do ntiimero
de wvaricosidades nos seus segmentos ascendentes entre os
grupos alcoolizados e respectivos controlos. No segmento
transversal, porém, observou-se aumento significativo do
numero de varicosidades aos 6 meses de alcoolizagdo.

6. Organizacio Estrutural do Neuropilo da Camada
Granular (Glomérulo Cerebeloso)

6.1. Observacdes Qualitativas

A organizagao do neurdpilo da camada granular, nomea-
damente a dos glomérulos cerebelosos, mantinha-se idéntica
nos grupos de controlo e nos submetidos a 1 ¢ 3 meses de
alcoolizacdo.
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Com efeito, os glomérulos cerebelosos apresentam como
elemento central os terminais das fibras musgosas. Estes,
de grandes dimensdes, repletos de vesiculas de tipo redondo,
estabelecem multiplos contactos sindpticos com as ramifi-
cacoes mais distais dos dendritos das células granulares
(Fig. 5), que constituem o seu alvo poés-sinaptico (72, 97,
168). Formam, também, sinapses com os mesmos dendritos,
0s terminais nervosos das células de Golgi, de muito menores
dimensdes, com wvesiculas do tipo achatado, e localizados a
periferia dos glomérulos. Nestes, para além dos dendritos das
células granulares, encontram-se os das células de Golgi
(Fig. 5), de maiores dimensdes ¢ geralmente mais préximos
da bainha glial, estrutura que forma o envélucro desta peculiar
drea do mneurdpilo da camada granular.

Apés 6 meses de alcoolizacdo, observaram-se profundas
modificagées na organizacio morfoldégica dos glomérulos.
A mais evidente era a presenca de numerosos perfis dendri-
ticos de células granulares com sinais de degenerescéncia de
tipo denso (Fig. 10): matriz com grande densidade e mito-
condrias com estrutura alterada. Apesar disto, os contactos
sinapticos estabelecidos entre as fibras musgosas e estes
dendritos permaneciam identificAveis, ma maior parte das
vezes. As bainhas gliais dos glomérulos com alteracées dege-
nerativas marcadas eram, regra geral, mais extensas do que
as observadas em condigoes normais. Como consequéncia da
degenerescéncia dos dendritos das células granulares, os glo-
mérulos cerebelosos tornavam-se, aos 12 e 18 meses de
alcoolizacao, menos complexos, dir-se-ia que empobrecidos
(Fig. 11).

Junto destes glomérulos encontravam-se, nos animais
alcoolizados, outros de textura muito diversa, onde avultavam
profundas modificacbes no tipo de conexdes entre os dife-
rentes componentes glomerulares: a preencher o espago
ocupado, em condigdes normais, pelos dendritos das células
granulares observavam-se perfis dendriticos de células de
Golgi (Figs. 12, 13 e 14) de grandes dimensdes, com evagi-
nagdes da membrana para o interior das fibras musgosas
(Fig. 12), e com mnultiplos contactos sinapticos assimétricos
com os terminais dessas fibras (Figs. 12, 13 e 14). Muitos
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dos wreferidos contactos apresentavam as caracteristi-
cas morfolégicas das sinapses chamadas «en marron» (43,
168) (Figs. 13 e 14): contactos multiplos e alongados, com
éreas pos-sindpticas desprovidas de organelos e com espes-
samentos filamentosos exuberantes, estendendo-se muito para
além das zonas activas. Este tipo de sinapse foi descrito em
condi¢cbes normais por ‘Chan-Palay (43) entre os terminais
das fibras musgosas € os somas das células de Golgi. No caso
presente, mesmo usando cortes seriados, nunca se identifi-
caram perfis de corpos celulares de células de Golgi como
elementos pds-sinapticos, mas apenas os seus dendritos
(Figs. 13 e 14).

Por ultimo, registe-se ndo se terem observado altera-
¢oes morfolégicas nos terminais nervosos das células de Golgi
dos animais alcoolizados.

6.2. Estudo Quantitativo

Os resultados obtidos no estudo morfométrico dos com-
ponentes dos glomérulos cerebelosos estio resumidos nos
Quadros 7 e 10 e, no Quadro 11, os referentes ao estudo
quantitativo das sinapses dos glomérulos.

Como ja foi referido nao se encontraram diferencas signi-
ficativas na percentagem do volume do glomérulo ocupado
pelos terminais das fibras musgosas (V,, TFM) ao longo de
toda a experiéncia (Quadro 7).

Nos grupos alcoolizados durante 1 e 3 meses e mnos
respectivos grupos de controlo, nao se encontraram dife-
rencas significativas nas densidades volumétricas dos den-
dritos das células granulares (V, DCGr), dos terminais mer-
vosos das células de Golgi (V,, TCGo) e dos prolongamentos
gliais (V, Gl) (Quadro 10).

Ja apés 6 meses de alcoolizagdo, havia reducdo signi-
ficativa da densidade volumétrica dos dendritos das células
granulares (V, DCGr), que se acentuava com o tempo de
alcoolizagdo (Quadro 10). Esta redugdo acompanhava-se de
diminui¢do do numero destes perfis por unidade de super-
ficie das seccbes glomerulares (N,); aos 6 meses de expe-
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riéncia o ntimero destes perfis nos animais testemunha era
de 55,1 =82 por 100 pm? de perfil glomerular, enquanto
que nos alcoolizados era de 40,3 == 6,5 (p < 0,02 «t» Student);
aos 12 meses, no grupo testemunha, era de 58,6 = 7,0 e no
alcoolizado 33,2 =82 (p < 0,001) e aos 18 meses, 56,5 *= 6,3
e 37,745 (p < 0,001) respectivamente nos controlos e nos
animais alcoolizados.

A densidade volumétrica dos terminais nervosos das
células de Golgi diminuia significativamente, apés 12 meses
de alcoolizagido (Quadro 10). Porém o seu ntimero por 100 pm?
de perfil glomerular s6 se encontrou significativamente redu-
zido (p < 0,05 «t» de Student) mo grupo alcoolizado durante
18 meses (controlo: 18,0 == 2,6; alcoolizado: 13,7 = 2,8).

Por seu lado a densidade volumétrica dos prolonga-
mentos gliais estava significativamente aumentada, apds 6
meses de alcoolizagao (Quadro 10).

Pode verificar-se que os valores encontrados para estes
diferentes paridmetros ndo estavam dependentes de diferen-
cas das drecas médias dos perfis glomerulares, pois elas nao
variavam significativamente nos grupos estudados com tem-
pos diferentes de alcoolizagdo.

Nao se encontraram, entre os varios grupos alcooliza-
dos e os seus controlos, diferengas significativas no ntimero
médio de sinapses contadas por perfil glomerular (Quadro 11).
No entanto, a quantificagdo parcelar dos diferentes tipos
de sinapses do glomérulo mostrou diminuicio significativa
do nimero de contactos sinapticos estabelecidos entre os
terminais das fibras musgosas e os dendritos das células
granulares nos grupos alcoolizados a partir dos 6 meses de
experiéncia (Quadro 11) e, pelo contrario, aumento do ntimero
de contactos entre os mesmos terminais e os dendritos das
células de Golgi apés 12 meses de alcoolizacdo (Quadro 11).
O nimero de sinapses entre os terminais nervosos das célu-
las de Golgi e os dendritos das células granulares nio apre-
sentava diferencas significativas (Quadro 11).
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7. Arvores Dendriticas das Células de Purkinje

7.1. Observagoes Qualitativas

As arvores dendriticas das células de Purkinje dos ani-
mais dos grupos testemunha apresentavam aspecto normal
(72, 168, 194), espraiando-se no plano perpendicular ao maior
eixo das folhas cerebelosas e ramificando-se de modo quase
sempre dicotémico, a partir de um dendrito primario (Fig.
15 A, B). Com excepgdo dos grandes troncos dendriticos que
apresentam pequena densidade de espinhas, os restantes
ramos apresentam-nas em grande ntumero (Fig. 16), parti-
cularmente nas ramificagbes mais periféricas.

A partir dos 6 meses de alcoolizacdo, era evidente uma
redugdo global da area ocupada pelas arborizacées dendri-
ticas de algumas destas células (Fig. 17 A, B), bem como
o empobrecimento das suas ramificacdes. Paralelamente, nota-
va-se marcada diminui¢do do mumero das espinhas (Fig. 18),
que se acentuava com o decurso da alcoolizacido. Ao contrario
do observado nos grupos de controlo, nos quais as espinhas
dendriticas se encontravam uniformemente distribuidas, nos
animais alcoolizados observavam-se grandes extensdes de
ramos dendriticos desnudados. A reducio do ntdmero de
espinhas era mais marcada nos ramos periféricos da parte
apical da arborizagao.

Algumas 4rvores dendriticas tinham orientacio espacial
diferente da wusual, deixando de apresentar-se espalmadas
num plano perpendicular ao eixo das folhas. Pelo contrario,
os seus dendritos apresentavam wvariacdes bruscas de orien-
tagdo (Fig. 19 A, B). A perda assinalada de espinhas den-
driticas era mais evidente nas arvores em que a disposi¢do
dos dendritos era diferente da usual (Fig. 20).

Apés 6 meses de alcoolizagio era frequente observa-
rem-se nos ramos dendriticos periféricos, espinhas com carac-
teristicas morfolédgicas diferentes das normais: mais longas,
mais finas e distribuidas irregularmente.
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E de realcar que as células com as alteragdes dendri-
ticas descritas encontravam-se junto de outras, de morfologia
preservada. No entanto, o numero de células com alteragdes
aumentava marcadamente com o decorrer da experiéncia.

7.2. Estudo Quantitativo

Os resultados quantitativos obtidos no estudo das arvo-
res dendriticas das células de Purkinje impregnadas pelo
método de Golgi, encontram-se resumidos nos Quadros 12
e 13 e representados graficamente na Fig. 22.

7.2.1. Area dendritica

Nos grupos de animais submetidos a alcoolizacio, a
area dendritica era significativamente menor do que a dos
respectivos grupos de controlo, apds 6 meses de alcoolizagio
(Quadro 12). Esta reducio acentuava-se com o tempo de expe-
riéncia (Quadro 12), chegando aos 32% e 40% nos animais
submetidos a alcoolizagdo durante 12 e 18 meses respecti-
vamente.

7.2.2. Densidade de ramificacdo dendritica

Nio se encontraram alteragdes mos grupos submetidos
a alcoolizacio por periodos de 1, 3 e 6 meses quando compa-
rados com o0s respectivos grupos de controlo. Porém, aos
12 ¢ 18 meses, a redugdo da densidade de ramificacdo den-
dritica era ja significativa nos grupos alcoolizados.

7.2.3. Comprimento dendritico total

Verificou-se redugio significativa do comprimento den-
dritico total ji aos 3 meses de administragdo de dlcool
(Quadro 12) e a sua acentuagdo com o tempo de experiéncia.
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7.24. Numero de ramos dendriticos

O numero total de ramos dendriticos das células de
Purkinje em cada grupo, avaliado apdés a sua ordenacdo
somatopetal (Fig. 21), era significativamente menor, apds
6 meses de administracio de dlcool (Quadro 13), em conse-
quéncia da perda de ramos de primeira e segunda ordem
(Figs. 21 e 22). Enquanto que nos grupos de controlo era
frequente o ramo dendritico primario ter o mumero de
ordem 6 (Figs. 21 e 22), isso s6 muito raramente acontecia
nos animais submetidos a alcoolizagio para além dos 12 meses.

7.2.5. Niumero de espinhas dendriticas

Nos grupos de animais submetidos a alcoolizacéo havia
diminui¢ao marcada do niimero de espinhas dendriticas, apds
6 meses de experiéncia, quando comparados com os res-
pectivos grupos de controlo (Quadro 12), que se acentuava
com o tempo de alcoolizagao.

8. Arvores Dendriticas dos Internmeuronios
— Células de Golgi, Células em Cesto
e Células Estreladas

A observacao qualitativa, apés impregnacio pela prata,
das 4rvores dendriticas das células de Golgi e das células
estreladas do 1/3 superficial da camada molecular ndo mos-
trou alteragbes aprecidveis. Identificaram-se nestas células,
os diversos subtipos neuronais € padroes de ramificacio den-
dritica ja descritos (44, 168, 191). Pelo contrério, as células
em cesto apresentavam, mos animais alcoolizados durante
18 meses, empobrecimento da ramificagdo dendritica quando
comparadas com as dos respectivos animais testemunha.

Nio foi possivel, no material disponivel, o estudo quan-
titativo das células de Golgi que permitisse a avaliacdo pre-
cisa de possiveis alteracdes da sua arborizagdo dendritica,
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por nio se ter conseguido ntimero suficiente de células com
as suas arvores dendriticas completamente impregnadas.
A grande variabilidade de forma e extensdo das respectivas
arborizacées foi outro factor impeditivo.

As células estreladas do 1/3 médio da camada molecular
sao, do ponto de vista morfolégico, elementos muito hete-
rogéneos, de transicio entre as células em cesto e as células
estreladas do 1/3 superficial da camada molecular (179, 191,
194). Nao se procedeu, por isso, a analise quantitativa das
suas arborizacdes dendriticas ¢ qualitativamente nido se vis-
lumbraram alteracoes.

Analisadas com o método de Sholl (223), as drvores
dendriticas das células em cesto apresentavam, apds 6 meses
de consumo de 4lcool, reducdo percentual do numero de
interseccoes dos respectivos ramos, sem que, contudo, se
tivessem encontrado diferencas significativas, entre os ani-
mais alcoolizados e os respectivos animais testemunha. S6 se
tornaram significativas aos 18 meses de alcoolizagdo
(Quadro 14).

As células estreladas do 1/3 superficial da camada mole-
cular nao apresentavam alteracoes significativas da sua rami-
ficagao dendritica, embora houvesse reducdo percentual do
nimero de interseccoes dos ramos dendriticos, mais acen-
tuada aos 18 meses de alcoolizagdo (Quadro 15).

9. Organizacio Estrutural do Neurépilo
da Camada Molecular

9.1. Observagoes Qualitativas

Apés 3 meses de alcoolizagao, o estudo ultrastrutural
do neurépilo da camada molecular do cértex cerebeloso mos-
trava marcados aspectos degenerativos. Eram numerosos os
prolongamentos celulares distréficos bem como extensas as
areas onde eram visiveis perfis degenerados.

Os perfis distréficos encontravam-se dispersos mna
camada molecular (Fig. 23), em todos os cortes observados,
aumentando de ntmero e complexidade com a duracdo da
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alcoolizacio. Apds os 6 meses de experiéncia, visualizavam-se,
no 1/3 profundo da camada molecular, placas neuriticas do
tipo primitivo (254, 288, 292) (Fig. 24), constituidas por agre-
gados desses perfis onde se reconheciam numerosos corpos
densos e lamelares, granulos de lipofuscina e figuras tubulo-
-vesiculares (Fig. 24). Muitas destas estruturas em degene-
rescéncia puderam ser identificadas como botdes de fibras
paralelas, dada a preservacdo dos contactos sinapticos que
estabeleciam com as espinhas das células de Purkinje (Fig. 25).
Nunca se vislumbraram depdsitos de substdncia amiléide
nestes agregados, se bem que nalguns casos tenha sido
observado, disperso no neurdpilo, material filamentoso com
as suas caracteristicas (Fig. 24). O namero e a area das
placas neuriticas assim constituidas, aumentava com o decor-
rer do tempo de alcoolizagdo, sendo frequente atingirem os
20-25 pm de didametro ao fim de 12 meses.

O neurdpilo bordejante nio apresentava alteracées. Tam-
bém nado se observaram células microgliais descritas em pla-
cas deste tipo por outros autores em situagdes diversas (288,
290, 291), embora fosse frequente a presenca de reacgio
glial & periferia.

Mais abundantes, ainda, eram os aspectos degenerativos
de tipo denso. Atingiam indiscriminadamente dendritos e
axénios, englobando o0s componentes pré e poés-sindpticos
dos contactos estabelecidos entre as fibras paralelas e as
espinhas dendriticas das células de Purkinje.

Quando degenerados, os ramos dendriticos mais peri-
féricos das células de Purkinje e as suas espinhas, apresen-
tavam uma matriz muito densa com aglomeracido das mito-
condrias (Figs. 26 e 27) e eram, muitas vezes, envolvidos
por extensos prolongamentos gliais (Fig. 26). Quanto as sinap-
ses estabelecidas com os terminais das fibras paralelas, per-
maneciam muitas vezes sem alteragoes morfolégicas (Figs.
26 e 27), a semelhanca do que foi descrito noutras situacoes
em que havia degenerescéncia dendritica (17, 175, 176).

Simultaneamente, observava-se degenerescéncia marcada
desses proprios terminais (Fig. 28). Tal como acontecia com
os dendritos, também estes perfis apresentavam matriz muito
densa, com as vesiculas sindpticas aglomeradas no seu inte-
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rior. Em fases mais adiantadas do processo degenerativo era
comum verem-se estes terminais com contornos irregulares
e contetido de tal modo densificado que tornava dificil a
identificacdo das vesiculas sindpticas € das mitocondrias. Nes-
tes casos, os terminais degenerados apareciam envolvidos por
processos gliais muito exuberantes, que os isolavam dos seus
componentes pés-sinapticos (Fig. 28). Apareciam dispersos
na camada molecular, havendo zonas onde se encontravam
com maior abundancia, provavelmente correspondendo aque-
las em que a degenerescéncia das células granulares, atras
mencionada, era mais evidente.

Apés 6 meses de alcoolizagio, a par dos perfis degene-
rados observavam-se terminais de fibras paralelas e espinhas
dendriticas das células de Purkinje com caracteristicas dife-
rentes das usuais. Encontravam-se dispersos no neurdpilo,
terminais de fibras paralelas com densidades pré-sindpticas
em relacio com prolongamentos gliais. Nao se visualizava o
correspondente componente pos-sindptico (Figs. 29 e 31).
Inversamente, e muitas das vezes, na sua proximidade, iden-
tificavam-se perfis de espinhas dendriticas de células de Pur-
kinje onde se mantinha wvisivel o espessamento pos-sinaptico
(Figs. 28, 30 e 31) sem a presenca do componente pré-sinap-
tico, substituido por prolongamentos gliais (espinhas deafe-
renciadas) '(Figs. 28, 30 e 31).

A par destes fenémenos degenerativos e dos aspeotos
morfoldgicos inusuais de terminais e espinhas descritos, visua-
lizavam-se, na camada molecular dos animais submetidos
a 6 meses de alcoolizacio ou mais, alteracoes tradutoras de
actividade reorganizativa do neurdpilo, centrada nas sinapses
entre as fibras paralelas e as espinhas das células de Purkinje
e ainda entre as fibras paralelas e os dendritos dos inter-
neuronios.

Nestas circunstancias as células de Purkinje apresen-
tavam nos seus ramos periféricos dois tipos de espinhas
morfologicamente diferentes; umas com caracteristicas nor-
mais: colo curto, cabeca arredondada, dimensdes nao supe-
riores a 1 pm (72, 168, 194); outras, ja referidas ao descrever
o material impregnado pelo método de Golgi (Figs. 32 e 33)
eram de maiores dimensdes (2-3 pm), de colo fino e muito
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longo, onde se viam elementos de reticulo endoplasmético
liso (Fig. 34) e contendo, com frequéncia, na sua base, vesi-
culas revestidas ¢ microtubulos. Estas espinhas alongadas
formavam contactos sindpticos com terminais de fibras para-
lelas (Fig. 34), possuidores de densidades pés-sindpticas muito
acentuadas. Eram também frequentes os perfis dendriticos
com as caracteristicas dos «cones» de crescimento (184, 296),
partindo de troncos de maior calibre. Com estas estruturas
estabeleciam sinapses os terminais de fibras paralelas
(Fig. 35).

Encontravam-se ainda outros fendémenos de caracter
regenerativo. Assim, na camada molecular dos animais subme-
tidos a alcoolizagio durante 6 meses ou mais, eram muito
numerosos o0s terminais nervosos de fibras paralelas com
dimensdes superiores ao habitual e de conteido vesicular
extremamente elevado (Fig. 35) e muitas das vezes rodeados
por extensos prolongamentos gliais (Fig. 36). O mesmo ter-
minal estabelecia contactos sindpticos com varias espinhas
dendriticas de células de Purkinje e até com pequenos den-
dritos de interneurénios (Fig. 36).

Era grande, nestes animais, o nimero de troncos den-
driticos de interneurdnios revestidos de sinapses com termi-
nais de fibras paralelas frequentemente dos do tipo atras des-
crito (Figs. 37, 38 e¢ 39). Pelo contrario, ndo se observaram
alteracbes mos contactos sindpticos entre os terminais das
fibras paralelas e os dendritos das células de Purkinje.

Eram frequentes, também, os arranjos sinapticos for-
mados por um terminal de uma fibra paralela, usualmente
dos de maior dimensdo, com multiplas espinhas de células
de Purkinje, o que lhes conferia um aspecto tipico em roseta,
ja descrito moutras circunstincias experimentais (46, 234)
(Fig. 40).

Para além destes contactos sinapticos muiltiplos, obser-
varam-se terminais de fibras paralelas, dos de grandes dimen-
sbes, envolvendo completamente a cabega de espinhas den-
driticas, formando assim sinapses com extensdo superior i
normal (Fig. 41), sem que para tal contribuisse o aumento
do tamanho da cabega dessas espinhas.
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Por ultimo, € ainda em relacio as sinapses entre as
fibras paralelas e as espinhas dendriticas das células de
Purkinje, encontraram-se com frequéncia, apés 12 meses de
alcoolizagdo, mais do que um contacto sinaptico sobre a
extremidade distal das espinhas e estabelecidos com termi-
nais de mais do que uma dessas fibras (Fig. 42).

9.2. Estudo Quantitativo

Passa a expor-se os dados mais importantes encontrados
na analise quantitativa do neurépilo da camada molecular.

a) Os resultados obtidos no estudo quantitativo das
sinapses entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas
das células de Purkinje dos grupos de animais alcoolizados
e respectivos grupos testemunha estdo resumidos nos Qua-
dros 16, 17 e 18.

Pode verificar-se que a densidade numérica destas sina-
pses se encontrava significativamente reduzida a partir dos
6 meses de alcooliza¢do e que o ntiimero total destes contactos
sindpticos, obtido pela multiplicacdo da densidade numérica
das sinapses pelo volume correspondente a 2/3 da camada
molecular, se mostrava também significativamente reduzido
nos mesmos periodos experimentais (Quadro 16).

Nio se encontraram diferengas no angulo ¢ de curva-
tura das sinapses apds 12 e 18 meses de alcoolizagio (aos
12 meses era de 26,7+ 20,1 e 23,7 = 15,3 graus respectiva-
mente nos grupos de controlo e alcoolizado, enquanto aos
18 meses os valores eram de 25,1 = 15,6 e 23,2 = 14,4 graus).

O diametro médio das sinapses encontrava-se significa-
tivamente aumentado, apds 6 meses de consumo de alcool
(Quadro 17). Para avaliar a significincia das diferencas
observadas nas distribuicdes dos didmetros sindpticos apli-
cou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov (51) para 2 amostras:
encontraram-se diferencas significativas '(nivel de 5%), aos
12 ¢ 18 meses de experiéncia. A drea média das sinapses
estava significativamente aumentada, apés 6 meses de con-
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sumo de &lcool (Quadro 17). A subida destes valores, cal-
culados por desdobramento dos perfis das sinapses, ndo cons-
tituiu surpresa, ja que os perfis dos espessamentos pos-
-sindpticos se tinham tornado mais extensos nos grupos sub-
metidos a alcoolizagdo durante 12 € 18 meses (aos 12 meses
cram de 0,288 0,039 wum e 0,356 =0,018 pm respectiva-
mente nos grupos de animais de controlo e de animais
alcoolizados, p < 0,02, ¢ aos 18 meses os valores eram de
0,292 + 0,025 pm e 0,371 = 0,024 pm, p < 0,002).

A drea total média destas sinapses, em cada grupo,
obtida através da multiplicagio da respectiva area média
por cada um dos valores individuais do numero total de
sinapses, encontrava-se significativamente reduzida aos
6 meses de alcoolizagio (Quadro 18). No entanto,
e devido ao aumento verificado na area média das
sinapses, os valores encontrados nos periodos subse-
quentes (12 e 18 meses), embora inferiores aos dos verifi-
cados nos grupos testemunha, ja nao eram significativos.
Este facto ja era previsivel antes de se proceder ao desdo-
bramento dos perfis dos discos sinapticos: assim o indicava
a andlise dos valores obtidos para a densidade de supertficie
destes contactos (aos 12 meses era de 117,5 = 28,4 pm?/1000
pm?® e 150,5 = 30,3 pm?/1000 pm® respectivamente nos gru-
pos de controlo e alcoolizado, sendo significativamente dife-
rente aos 18 meses, 92,2 &= 22,8 pm?*/1000 pm® e 133,2 = 10,7
#m?/1000 pm?® respectivamente nos grupos de controlo e
alcoolizado p < 0,004).

No que respeita ao didmetro médio das cabecas das
espinhas dendriticas das células de Purkinje, nido se werifi-
caram, nos diferentes periodos de experiéncia, alteraces signi-
ficativas (valor médio nos grupos de controlo, 0,505 pm e
nos grupos alcoolizados, 0,503 pm).

b) Os resultados obtidos no estudo quantitativo das
sinapses entre as fibras paralelas e os dendritos dos inter-
neurénios estdo resumidos nos Quadros 19, 20 e 21.

A analise do Quadro 19 permite verificar que a densi-
dade numérica e o nimero total destas sinapses, no volume
correspondente a 2/3 da camada molecular, se encontravam
significativamente aumentados aos 18 meses de consumo de
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alcool, confirmando-se assim a impressdo recolhida pela ana-
lise qualitativa do material.

A extensdo dos perfis dos espessamentos pos-sinapticos
era significativamente maior aos 6 meses de alcoolizacao
(0,268 = 0,032 pm, grupo de controlo; 0,321 =0,038 pm,
grupo alcoolizado), o que nao se verificava aos 12 e 18 meses.

O didmetro médio e a area média das sinapses, gran-
dezas calculadas apés desdobramento dos seus perfis, apresen-
tavam, quando se comparavam os valores obtidos nos grupos
alcoolizados com os encontrados nos correspondentes gru-
pos de controlo, variagbes de sentido oposto ao longo da
experiéncia (Quadro 20). As diferencas entre as distribuicoes
cumulativas destas sinapses eram significativas (nivel de 5%),
a0s 6 e 12 meses, quando analisadas com o teste de Kolmo-
gorov-Smirnov (51) para 2 amostras.

A drea total destas sinapses, calculada de modo idén-
tico ao ja referido em a), encontrava-se aumentada, embora
ndo significativamente, aos 18 meses de alcoolizagio
(Quadro 21).

¢) A fraccao do volume da camada molecular ocupada
pelos prolongamentos gliais ndo mostrava diferencas signi-
ficativas ao longo da experiéncia: média dos grupos de con-
trolo 19,8% e dos grupos de animais alcoolizados 18,3%.
Pelo contrario, a percentagem do volume da camada mole-
cular ocupada pelos terminais das fibras paralelas encon-
trava-se aumentada, embora nao significativamente, apés 12
meses de alcoolizacdo, e de modo significativo aos 18 meses
de consumo de alcool (Quadro 22).

10. Axonios das Células de Purkinje

O segmento inicial dos axénios das células de Purkinje,
observado em cortes transversais, obtidos na parte mais
superficial da camada granular, apresentava as mesmas carac-
teristicas mos animais alcoolizados e nos respectivos con-
trolos (Fig. 43).
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FIGURAS






FIG. 1- Aspecto exterior e foliagdo do cerebelo de um rato (fotografias e respectivos
desenhos). 12 meses controlo.
I — Cerebelo visto pela face superior; indicados (A-A’; B-B'; C-C') os locais
correspondentes aos cortes que figuram em 11, Il ¢ [V.
11— Aspectos de 2 cortes do verme, distantes entre si de 4 corles.
I11 —Idem do hemisfério esquerdo.
[V — Aspectos de 2 cortes contiguos do extremo do mesmo hemisfério.






FIG. 2 - Perfil de um grande tronco dendritico de uma célula de Purkinje (DCP) sec-
cionado perpendicularmente ao seu maior eixo.
Espinha dendritica deaferenciada (asterisco) envolvida por extensos prolonga-
mentos gliais (Gl.). 12 meses de alcoolizagdo.

FIG. 3 - Perfil de fibra trepadora (FT) adjacente a um grande dendrito de uma célula de
Purkinje (DCP). Observam-se numerosas vesiculas sinapticas e microtiibulos
(setas). 12 meses de alcoolizagdo.

FI1G. 4—Terminal de uma fibra trepadora (TFT) no 1/3 superficial da camada mole-
cular. Estabelece sinapses com espinhas dendriticas de células de Purkinje (aste-
riscos). O conjunto é envolvido por prolongamentos gliais (Gl). 18 meses de
alcoolizagdo.






FIG. 5 - Glomérulo cerebeloso. Perfil de terminal de fibra musgosa (TFM) circundado
por numerosos perfis dendriticos de células granulares (demarcados a preto).
Na periferia do glomérulo, perfis dendriticos de células de Golgi (demarcados a
pontuado). Prolongamentos gliais (Gl). 6 meses de controlo.

FIG. 6 - Perfil de terminal provavelmente pretencente a fibra musgosa localizado na
camada molecular. Marcado espessamento subplasmalémico (setas). Espinha
de célula de Purkinje (asterisco). Fibras paralelas (FP). 18 meses de alcoolizagio.






FIG. 7- Corte semifino do cortex cerebeloso. Area com marcado empobrecimento em
células granulares. 12 meses de alcoolizagao.

FIG. 8 — Corte semifino da camada granular. Zonas de degenerescéncia de tipo granulo-
-vacuolar (setas). 6 meses de alcoolizagio.

F1G. 9- Degenerescéncia de tipo denso de uma célula granular (CGr): condensagdo do
citoplasma e da cromatina nuclear, alteragdes mitocdndriais, reaccéo glial peri-
celular (Gl). Dendrito degenerado (seta) provavelmente pertencente a mesma
célula. 6 meses de alcoolizagdo.

FIG. 10— Degenerescéncia densa de perfis dendriticos de células granulares (setas) junto
a um terminal de uma fibra musgosa (TFM). 6 meses de alcoolizacdo.
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FIG. 11— Glomérulo cerebeloso com poucos dendritos de células granulares (DCGr.).

Abundantes prolongamentos gliais (Gl) & periferia do glomérulo. 12 meses
de alcoolizacdo.

FIG. 12— Terminal de fibra musgosa (TFM). Sinapses entre este (setas) e um perfil den-
dritico de célula de Golgi (DCGo). Evaginagdes do dendrito (pontas de seta)
no terminal. 12 meses de alcoolizagido.

FIG. 13 —Sinapse ‘‘en -marron’’ entre terminal de fibra musgosa (TFM) e dendrito de
celula de Golgi (DCGo). Miltiplas zonas especializadas (setas) com espessamentos
pos-sinapticos de grandes dimensoes (pontas de seta). 18 meses de alcoolizagdo.






FIG. 14 — Glomérulo cerebeloso com niimero reduzide de perfis dendriticos de células
granulares (demarcados a preto). Observam-se numerosas ¢ extensas sinapses
entre perfis de terminais de fibras musgosas (TFM) e dendritos de células de
Golgi (demarcados a pontuado). 18 meses de alcoolizagio.






FI1G. 15— Fotografia de célula de Purkinje (A) e respectivo desenho 4 cdmara clara (B).
6 meses de controlo.

F1G. 16 - Ramos periféricos da mesma ceélula, cobertos por espinhas dendriticas. 6 meses
de controlo.

FIG. 17 - Fotogralia de celula de Purkinje (A) e respectivo desenho a cAmara clara (B).
Marcado empobrecimento da ramificagdo dendritica. 6 meses de alcoolizagdo.

FIG. I8 - Ramos periféricos da mesma célula com ntmero reduzido de espinhas
dendriticas. 6 meses de alcoolizacdo.

FIG. 19- Montlagem fotografica de uma célula de Purkinje (A) e respectivo desenho a
cdmara clara (B). Organizacdo geral da arborizagao dendritica diferente da
normal, com orienta¢do inusual dos ramos dendriticos. 12 meses de alcooli-
zacdo.

FIG. 20 - Ramos periféricos da mesma célula com namero reduzido de espinhas dendri-
ticas. 12 meses de alcoolizacdo.
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FIG. 21 - Representagdo diagramatica de uma célula de Purkinje ordenada segundo o
método de Strahler.

FIG. 22— Representacdo grafica, em cada periodo da experiéncia, do namero médio de
segmentos dendriticos de cada ordem nas células de Purkinje ordenadas segundo
o método de Strahler.

*p < 0,05 ** p < 0,005 *x p < 0,001

A barra vertical representa 1 desvio-padrio.






FIG. 23 - Perfil distrofico (setas) na camada molecular, contendo numerosos corpos
densos. 3 meses de alcoolizagao.

FIG. 24 - Placa senil do tipo primitivo no 1/3 profundo da camada molecular. Numerosos
corpos densos ¢ lamelares e granulos de lipofuscina nos perfis distroficos.
Material fibrilar (setas) entre alguns deles. 6 meses de alcoolizagdo.

FIG. 25- Parte de uma placa senil. Terminal de fibra paralela (TFP) em contacto
sinaptico (seta) com espinha dendritica de uma célula de Purkinje (asterisco).
6 meses de alcoolizagio.






FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FI1G.

FIG.

26— Dendrito em degenerescéncia de uma célula de Purkinje (DCP) envolvido por
prolongamentos gliais (Gl). Matriz densa, organelos dificilmente identificaveis.
Sinapses (setas) com terminais de fibras paralelas. 6 meses de alcoolizagdo.

27 — Dendrito e espinhas em degenerescéncia (asteriscos) de célula de Purkinje.
Sinapses (setas) entre os terminais das fibras paralelas (TFP) e as espinhas.
6 meses de alcoolizagdo.

28— Area da camada molecular contendo perfis degenerados de fibras paralelas
(setas) envolvidos por prolongamentos gliais (Gl). Espinha dendritica deafe-
renciada (asterisco). 6 meses de alcoolizagdo.

29— Area da camada molecular contendo terminais de fibras paralelas (TFP) des-
providos de estrutura pos-sinaptica. Em sua substituicdo véem-se prolon-
gamentos gliais (Gl). 12 meses de alcoolizacdo.

30— Espinhas dendriticas deaferenciadas de células de Purkinje (asteriscos), envol-
vidas por prolongamentos gliais (Gl). 6 meses de alcoolizagdo.

31 - Perfil de espinha dendritica deaferenciada (asterisco) envolvida por prolon-
gamentos gliais (Gl). Terminal de fibra paralela (TFP) com espessamento pre-
-sindptico (setas) face a um prolongamento glial (Gl). 18 meses de alcoolizagio.






FIG. 32 - Ramos dendriticos de uma célula de Purkinje impregnados pelo método de
Golgi. Espinhas dendriticas finas ¢ de grandes dimensoes (setas). 6 meses de
alcoolizagdo.

FIG. 33— Aspecto idéntico ao anterior. 6 meses de alcoolizagao.

FIG. 34 — Perfil de um dendrito de uma célula de Purkinje (DCP). Espinha dendritica
alongada (asterisco), de colo fino, contendo elementos do reticulo endoplas-
matico liso (setas). Na bdse vé-se uma vesicula revestida (ponta de seta).
12 meses de alcoolizagao.






FIG. 35 - Area da camada molecular com numerosos terminais de fibras paralelas (TFP)
de grandes dimensdes e repletos de vesiculas. Assinalado (D) um perfil den-
dritico com prolongamentos do tipo dos de ‘“cones” de crescimento (setas) em
contacto sindptico com terminais de fibras paralelas (TFP). 18 meses de
alcoolizagdo.

FI1G. 36 — Terminal de uma fibra paralela (TFP) rodeado por prolongamentos gliais (Gl).
Contactos sindpticos com duas espinhas dendriticas de celulas de Purkinje
(asteriscos) e com-um dendrito de um interneuronio (seta). 18 meses de
alcoolizacgdo.






FIG. 37— Area da camada molecular com perfis de terminais de fibras paralelas (TFP)
de grandes dimensdes e repletos de vesiculas sinapticas. Dendrito de inter-
neurénio (D) coberto de sinapses com terminais de fibras paralelas. 12 meses
de alcoolizagao.

FIG. 38— Terminais de fibras paralelas (TFP) estabelecendo contactos sindpticos com
um dendrito de interneuronio (D). Terminal de fibra paralela (TFP) em conexao
sindptica com duas espinhas dendriticas de células de Purkinje (asteriscos).
12 meses de alcoolizagdo.

FIG. 39— Dendrito de interneurdonio () com multiplos conlactos sinapticos, numa
pequena extensao de membrana plasmatica. 18 meses de alcoolizagdo.
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. 40 - Terminal de fibra paralela (TFP) de grandes dimensdes. Contactos sindpticos
com diferentes espinhas dendriticas de células de Purkinje (asteriscos). 12 meses
de alcoolizacio.

. 41— Espinha dendritica de uma célula de Purkinje (asterisco) envolvida por um
terminal de uma fibra paralela (TFP). Extensa zona de contacto sinaptico (seta).
18 meses de alcoolizacdo.

. 42— Perfil de espinha dendritica de uma célula de Purkinje (asterisco) onde se
observam dois contactos sindpticos (setas). 12 meses de alcooliza¢io.

. 43 - Segmento inicial do axonio de uma célula de Purkinje cortado perpendicu-
larmente ao seu maior eixo, onde ndo se vislumbram alteracdes. 12 meses de
alcoolizacdo.




DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram claramente que no Rato
adulto, a administragdo excessiva e prolongada de dlcool pro-
voca profundas alteragdes nos circuitos neuronais do cértex
cerebeloso. Sdo evidentes quer a nivel dos pericdrios dos
neurdénios <que integram esses circuitos, quer a mnivel dos
seus prolongamentos, incluindo as zonas de contacto sinaptico.

Se ja em 1959 Victor e col. (266) descreveram por-
menorizadamente alteracées da estrutura cerebelosa em
alcodlicos crénicos, ndo deixa de ser surpreendente, dadas as
marcadas implicacées sociais, sanitdrias e neuroldgicas do
alcoolismo crénico, a quase inexisténcia de experimentacao
laboratorial em animais adultos que complementasse e apro-
fundasse as teses expressas por aqueles autores.

Com efeito, os estudos necrépsicos enfermam de con-
dicionalismos tais como a ma preservacio dos tecidos a
observar (286) e a concorréncia, no caso do alcoolismo cré-
nico, de factores mutritivos (264, 265, 266) ou outros, que
podem provocar, por si sd, lesbes mais ou menos intensas
das células nervosas.

Nesta perspectiva, tentaram criar-se as condigoes de
experimentagéo necessarias para ultrapassar tais dificuldades,
recorrendo-se a um modelo animal que possibilitasse longos
periodos de alcoolizagao e onde fossem minimizados os con-
dicionalismos referidos.

Animais e Dietas

Reconhece-se que o modelo animal de alcoolizacio cré-
nica desenvolvido e utilizado neste estudo ainda nio é o ideal;
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nao incluiu certas condicdes de alguma relevincia neste tipo
de experimentacdo (48, 49, 132). Porém, preenche os seus
requesitos basicos e tornou possivel tornear as dificuldades ¢
cumprir com uma base metodolégica solida os diferentes
objectivos a que este estudo se propunha. Conseguiu-se, assim,
estudar grupos de animais alcoolizados durante periodos
muito longos, até 18 meses, de modo pratico, com baixos
indices de mortalidade e sem necessidade de grandes mani-
pulagées. Em paralelo, foi possivel dispor, para cada periodo
de alcoolizacdo, de grupos de animais testemunha nutricio-
nalmente controlados em relagao aos respectivos animais
alcoolizados. Evitaram-se, por outro Jado ou, pelo menos,
atenuaram-se as eventuais deficiéncias vitaminicas e de sais
minerais que se sabe ocorrerem nestas circunstancias (102,
297) através do seu fornecimento suplementar na dgua de
bebida e na solucdo alcodlica. Deste modo, os animais alcooli-
zados e os respectivos animais testemunha nao mostravam,
ao fim de cada periodo experimental, sinais fisicos evidentes
de mé-nutricio e o consumo de dlcool calculado diariamente
em funcdo do peso do animal foi suficiente para provocar
dependéncia, diagnosticada pela sintomatologia patenteada
nas ocasides em que os animais ingeriam menor quantidade
de solucdo alcodlica (83, 88). Por ultimo, sublinhe-se que as
alcoolémias obtidas, indicavam ingestdo abundante de édlcool,
ainda que irregular, ao longo da experiéncia.

Neste modelo de alcoolismo crénico utilizou-se o Rato
como animal de experiéncia. A seleccao da espécie a utilizar
foi criteriosamente ponderada atendendo, como ¢ débvio, a
que o animal ideal para estes estudos deveria absorver,
metabolizar ¢ eliminar a droga de modo semelhante ao
Homem (49). Como nenhuma espécie animal preenche a
totalidade destes requesitos (268) houve que analisar, para
cada uma das que se poderia ter usado, as vantagens e
inconvenientes respectivos. No caso do Rato desconhecem-se
factores de indole metabélica que contraindiquem a sua
utilizacdo (213). Acresce que é um dos animais mais aces-
siveis e de mais econémica manutencio, 0 que permite obter
amostras numerosas. Pesaram também os conhecimentos pré-
vios sobre a estrutura do cértex cerebeloso deste animal, obti-
dos anteriormente em trabalhos qualitativos e quantitativos
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(171, 172, 177, 209, 210), que possibilitariam uma valorizagdo
mais profunda dos resultados que eventualmente se viessem
a obter. Feita a escolha, teve-se ainda o cuidado de se traba-
lhar sempre na mesma estirpe, factor ndo menos importante,
por se saber que no Rato ha profundas diferencas entre
estirpes, ndo sé quanto a morfologia mais fina do cértex
cerebeloso (106, 107, 128), como também quanto a facilidade
de ingestdo de solugdes alcoolicas (150, 203).

Os ratos utilizados foram do sexo masculino. A esta
escolha nido foram alheias as marcadas diferencas sexuais
que se sabe existirem mo metabolismo do etanol nesta espé-
cie (73, 195). Com efeito, os ratos machos, quando alcooliza-
dos, exalam maiores quantidades de acetaldeido que as fémeas
(195) que, pelo contrario, apresentam maiores concentragoes
deste metabolito no sangue '(73).

Situacdo idéntica se verifica no Homem, onde se iden-
tificaram marcadas diferencas sexuais na resposta a ingestao
de iguais quantidades de alcool (158, 285), o que leva a admi-
tir poder haver paralelismo nas cadeias de degradacdo do
etanol no Rato ¢ no Homem.

No modelo adoptado ndo se incluiu um terceiro grupo
de animais de controlo que tivessem ingerido dgua e alimentos
sélidos «ad libitum» (186, 201, 202, 272, 273, 274, 275).A sua
inclusio, numa experimentacio deste tipo, basear-se-ia no facto
de os animais de controlo ingerirem menores quantidades de
alimentos do que seria de esperar em animais com livre acesso
aos alimentos e dai resultaria a necessidade de comparagao
entre os dois tipos de controlo. No entanto, verificou-se que
o recurso a 3 grupos de animais no estudo de alteracdes morfo-
légicas induzidas no sistema nervoso pelo consumo croénico
de alcool (186, 201, 202, 272, 273, 274, 275) ¢ dispensavel, aten-
dendo a que se tém mostrado quase inexistentes as diferen-
cas entre os dois tipos de grupos de controlo referidos,
mesmo apds periodos longos de consumo de dlcool. Assim
procederam McMullen e col. (151) em experimentacées de
longa duragdo, ao utilizarem somente 2 grupos de animais.
Refira-se, porém, nio haver experiéncias com duragdo tdo
prolongada como a presente e consequentemente as consi-
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deragoes adiantadas ndo poderem ser aplicadas rigorosamente
aos animais submetidos a 18 meses de alcoolizacdo. Nestes
casos nao pode excluir-se que o factor méa-nutricio esteja
também implicado nas alteragées encontradas. Porém, em
desabono desta hipétese, existem as observacdes feitas em
grupos de animais submetidos a dieta deficiente em proteinas
(8% caseina) durante 6, 12 e 18 meses e comparagio com
0s respectivos controlos que mostram alteracdes do cértex
cerebeloso nos animais hiponutridos, mas de tipo morfo-
légico diferente das dos ratos alcoolizados (180).

Nao foi possivel fazer o estudo das variagdes das alcoolé-
mias ao longo do dia, nem tdo pouco mno decurso dos dife-
rentes perfodos experimentais, por impossibilidade técnica
de usar os processos mais adequados a estas determinacdes
(243). Saliente-se, no entanto, que os resultados obtidos na
altura do sacrificio dos animais, embora inferiores aos encon-
trados com outros modelos, nomeadamente nos que utilizam
dietas liquidas como vefculo para o alcool (136, 257)
sdo compativeis com a existéncia de elevadas alcoolémias,
provavelmente em consequéncia de ingestio crémica e nio
da ingestdo isolada verificada no periodo que antecedeu a
morte. Na tltima fase da experiéncia, dos 12 para os 18 meses,
o consumo médio didrio de alcool era menor, embora nio
diferisse significativamente quando comparado com o encon-
trado nos restantes periodos. Este facto poderd estar rela-
cionado com a idade dos animais (295). No entanto, ainda
hoje € grande a controvérsia quanto as quantidades de alcool
consumidas pelos animais conforme a idade (294, 295). Uns
estudos mostram que os animais mais velhos ingerem
menos élcool do que os mais jovens (92, 293); outros, pelo
contrario, descrevem aumento do consumo de &lcool nos
animais mais idosos (121, 276).

O modelo experimental que se utilizou é, em certos
aspectos, semelhante ao apresentado em trabalho publicado
depois do inicio deste projecto de investigacio, por Lee e
col. (130). Neste, a solucdo alcodlica € concentrada a 10% e
a alimentacéo € fornecida sob a forma de pé, sendo, por isso,
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mais facilmente efectuado o controlo nutricional dos animais
testemunha. Note-se, porém, que o periodo experimental
naquele estudo nio ultrapassa as 18 semanas, o que reforga
a ideia, que se colhe da literatura, das dificuldades de obten-
¢do de animais submetidos a alcoolizacdo por periodos lon-
gos. Os resultados que aqueles autores obtiveram sao idén-
ticos aos agora encontrados nos animais submetidos a iguais
periodos de alcoolizacdo, embora o consumo de &lcool fosse
superior aos valores médios aqui referidos, o que deverda
estar directamente relacionado com a utilizagdo de diferentes
concentracdes de dlcool etilico (130, 200).

O fornecimento de etanol na agua de bebida tem sido
um dos métodos mais utilizados para o estudo experimental
dos efeitos do alcool (124, 130, 154, 198, 277). Sao modelos
econémicos e simples que possibilitam a utilizacio de niimero
muito elevado de animais. Tém ainda as vantagens de, a via
de administracio oral do mneurotdxico, ser a mesma utili-
zada pelo Homem e a de se conseguirem periodos de expe-
rimentacdo muito longos.

Tém, no entanto, inconvenientes varios, o primeiro dos
quais ¢ a aversdao natural do Rato a ingestdo de solugGes
alcoolicas (163). Por outro lado, o aumento da concentracio
de dlcool, para cima dos 20%, na dgua de bebida que poderia
ser utilizado para tentar obstar as baixas ingestdes, leva a
queda brusca dos niveis do seu consumo, e consequentemente,
da quantidade de calorias ingeridas diariamente pelo animal.
J4 Richter (199, 200) tinha verificado que a diminuicdo da
concentracdo de etanol na 4dgua de bebida ¢, por si s6, factor
determinante de mais consumo. O principal inconveniente
deste tipo de alcoolizagdo é, porém, o controlo mutricional
dos animais testemunha que, por ser muito moroso e traba-
lhoso explica que poucos o incluam. De referir ainda que com
este tipo de administragio sio mecessarios periodos mais
prolongados de consumo para a obtencdo de alteracées mor-
folégicas (272, 273, 274, 275). Por ultimo, a desidratacio conse-
quente as baixas ingestdes de liquido que, por vezes, ocorrem

-

neste modelo, é um factor a ter em conta na analise dos
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resultados. E de salientar que os inconvenientes referidos
sdo, no entanto, atenuados pelo facto de se conseguirem
ingestdes de dlcool durante periodos muito prolongados, o
que alias se pretendia no presente trabalho.

Para obviar a série de desvantagens apontadas assistiu-se,
nos ultimos 20 anos, a multiplas tentativas para o desen-
volvimento de modelos mais completos de alcoolizagdo cré-
nica experimental. Muito se discutiu e discute quanto aos
critérios a que devem obedecer esses modelos (48, 49, 132).
Porém, e apesar de serem muito numerosos os esforgos
desenvolvidos, ndo se conseguiu ainda a nivel experimental
a desejada homologia com os componentes do alcoolismo
humano. E mesmo de prever que provavelmente nunca sera
atingido este desiderato se se encarar a globalidade de aspec-
tos que o conceito de alcoolismo envolve (155). Admite-se,
no entanto, que nem sempre € necessario, sendo por vezes
até indesejavel, a existéncia de modelos que contemplem
todos os aspectos do alcoolismo humano. Este facto encon-
tra-se bem expresso na andlise do conceito de modelo animal
de Baldessarini e Fisher (15): «modelo € um compromisso
experimental simples utilizado como representativo de uma
situacdo muito mais complexa e a maior parte das vezes
menos acessivel». 'Sdo, afinal, solugdes que permitem ultra-
passar dificuldades éticas, tedricas e praticas inerentes a
experimentacdo humana, e possibilitam ainda o estudo dos
efeitos do dlcool sem a interferéncia de outras varidveis
como ¢ o caso da méa-nutricdo, utilizacdo simultinea de
outras drogas, coexisténcia de outras patologias, factores
quase sempre associados ao alcoolismo crénico no Homem.

Sdo, como se disse, variadissimos os modelos experi-
mentais desenvolvidos mos tltimos anos; métodos de auto-
-administracdo por parte do animal da solucao alcoélica por
via intra-gastrica (281) ou intravenosa (123), polidipsia psi-
cogénica (116), inalacdo de wvapores de alcool (19, 206) ou
ainda intubacdo dos animais (206). Sdo, sem duvida, aqueles
em que se utilizam as dietas liquidas como veiculo do alcool
(65, 136, 139, 157, 186, 272, 273, 274, 275) os de uso mais
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generalizado. Tém a vantagem de possibilitarem maior con-
sumo de alcool (65, 136, 272, 273, 274, 275) e portanto, a
de propiciarem niveis mais elevados e mais constantes de
alcoolémia. Permitem ainda assegurar mais facilmente o equi-
librio nutricional dos animais testemunha. Nao se pde em
divida que seriam estes os ideais para o estudo das altera-
¢oes produzidas pelo consumo de élcool no sistema mervoso.
No entanto, o custo elevadissimo das dietas, quer na férmula
original de Lieber e col. (136, 139, 213) quer utilizando o
etanol juntamente com determinados veiculos como o Metre-
cal, Sustacal ou Nutriment (257, 272, 274, 275) torna impra-
ticavel a sua utilizacdo por periodos tdo prolongados como
os do presente estudo. Tentou-se a preparacio de dietas desse
tipo, com utilizagdo de alimentos que no conjunto possuis-
sem o mesmo teor calérico das férmulas atras referidas
(136, 139, 213). Nio tiveram, porém, o éxito desejado ndo
s6 devido & complexidade da preparacao das dietas e a neces-
sidade de administracio fraccionada, mas também por
serem, mesmo assim, muito dispendiosas. Salienta-se, todavia,
que ao fim de 6 meses de ingestdao deste tipo de dieta, acres-
centada de etanol na concentracido de 20%, encontraram-se
alteragées do coértex cerebeloso sobreponiveis as ulterior-
mente verificadas no modelo que se veio a adoptar.

Em resumo, pensa-se que o modelo experimental desen-
volvido para este estudo preenche as condigdes necessarias
a avaliacdo dos efeitos da administragao crénica e prolongada
de 4lcool sobre o sistema nervoso, independentemente de
alguns inconvenientes que ndo pode deixar de se lhe
reconhecer.

Volumes das Camadas do Cerebelo

Os resultados quantitativos apresentados, ndo s6 os agora
em discussao relativos aos volumes das camadas do cerebelo
mas todos os outros a analisar adiante, foram determinados
tendo em vista comparagdes entre grupos de animais alcooli-
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zados e de animais testemunha. Nesta perspectiva, compreen-
de-se que os métodos morfométricos utilizados fossem mui-
tas das vezes os mais simples, nem sempre os mais comple-
tos, € que a mao obtencdo de valores reais absolutos nio
fosse considerada factor grandemente limitante. Deste modo,
eventuais diferencas entre estes resultados e os de outros
autores, referentes a quantificacdes de elementos do cortex
cerebeloso, ndo séo de hipervalorizar visto que é correntemente
aceite serem estas determinagdes dependentes de multiplos
factores, entre os quais se realgam os inerentes as espécies
de animais utilizados, as técnicas seguidas na preparacio
histolégica dos tecidos e ainda ao tipo de analise quantitativa
realizada.

A quantificacio do volume das camadas do cerebelo
dos animais alcoolizados e a dos respectivos controlos evi-
denciou a reducao marcada, apés 6 meses de alcoolizagio,
dos volumes das camadas corticais (com excepcio do da
camada das células de Purkinje) e ainda do da substincia
branca. Resultados que a simples observacio qualitativa
dos cortes seriados dos cerebelos dos animais alcoolizados
ja deixava prever. A reducdo volumétrica mais precocemente
encontrada foi a da camada granular, a tnica evidencidvel
aos 3 meses, no estudo dos cortes de parafina. A partir dos
6 meses de alcoolizacido as reducdes volumétricas tornavam-se
mais acentuadas, atingindo as camadas molecular, granular
e a substancia branca. Exceptua-se a camada das células de
Purkinje cujo volume nunca apresentou variagdes significa-
tivas. O pequeno volume desta camada por um lado, e as
dificuldades inerentes & sua correcta determinacio pelo outro,
deixam perceber que sé grandes wariagbes globais ao longo
de toda a sua extensio possam levar ao aparecimento de
diferencas volumétricas com significado estatistico. No pre-
sente trabalho ndo se entrou em consideragio com as
diferencas «de tamanho das células de Purkinje que
se sabe existirem nas diferentes partes do cértex cerebe-
loso (161). Com efeito, o volume desta camada foi calculado
de igual modo em todos os grupos, partindo-se de valores
médios da altura destas células obtidos em todos os 1ébulos
cerebelosos. Também a utilizagdo simultdnea do parimetro
comprimento total da camada das células de Purkinje con-
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tribui para esbater as diferengas regionais eventualmente
existentes.

As redugbes volumétricas encontradas nas camadas gra-
nular e molecular estio provavelmente relacionadas, no pri-
meiro caso com a marcada perda de células granulares
observada apés 6 meses de alcoolizagao e quanto ao segundo,
quer com a diminui¢cdo do nuimero dos seus neurénios, quer
com a reducdo acentuada da trama dendritica.

Registe-se ainda, apds 6 meses de alcoolizacdo, a redu-
¢ao marcada do volume da substdncia branca do cerebelo,
na qual se incluiram por facilidade técnica ¢ como opontu-
namente ja se indicou, os nucleos centrais. Idénticas avalia-
¢oes efectuadas em animais submetidos a mé-nutrigao durante
o periodo de desenvolvimento mostram que esta parte
do cerebelo sofre reducdo marcada que se mantém no ani-
mal adulto (110). Também no caso presente, como no ante-
rior, esta redugdo pouco deverd contribuir para a dimi-
nuicao volumétrica global do cerebelo dado que ¢ pequena
a frac¢do ocupada pela substiancia branca em relagdo a res-
tante massa cortical (110).

Foi reduzido o numero de cerebelos analisados volume-
tricamente em cada periodo de experiéncia. Seria importante
factor a ter em conta na valorizacdo dos resultados a peque-
nez da amostra, se a andlise do cortex cerebeloso se baseasse
prioritaria e exclusivamente meste parametro. Tal ndo acon-
tece, porém. Mais, analisando o modo como as determinacdes
volumétricas Toram efectuadas, utilizando-se exclusivamente
montagens de cortes de cerebelo que apresentassem boas con-
dicdes de estudo e recorrendo-se a analises estatisticas ade-
quadas, estes valores que poderiam ser considerados mera-
mente sugestivos, ndo deixam, no entanto, de constituir impor-
tantes dados para a avaliacdo global dos elementos do cir-
cuito cerebeloso, apés o seu cotejo com outros obtidos secto-
rialmente em amostras suficientemente grandes e utilizando
diferentes métodos. Ali4s, a observacao e a andlise qualitativa
de outros cerebelos cortados ¢ montados em série, mas nio
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quantificados, apoia ¢ reforca a evidéncia de marcadas redu-
coes volumétricas nos grupos de animais alcoolizados.

Embora neste estudo ndo se tivesse entrado em linha
de conta com os valores da retraccido dos cerebelos e, como
se disse, os volumes obtidos serem os referentes a 1/2 érgao,
os valores encontrados nos cerebelos dos controlos podem
ser considerados aproximados aos apresentados por Hillman
e Chen (110), obtidos em maior niimero de animais. O facto
confere ainda maior credibilidade e seguranga as determi-
nacdes volumétricas em aprego.

Torna-se hoje evidente que certos pardmetros estereo-
légicos, especialmente os valores das densidades numéricas
celulares, ndo podem ser completamente valorizados sem a
informacdo adicional do volume do tecido onde essas deter-
minacoes foram efectuadas (61, 62). Um dos maiores obsta-
culos a correcta interpretagao das densidades celulares tem
sido o desconhecimento dos volumes das zonas ou dos dérgios
analisados. Muitas das wvezes esses volumes nao sido de
facil determinacdo, nomeadamente no sistema nervoso cen-
tral, onde ocorrem grandes variagées dependentes do trata-
mento histolégico do tecido (126, 241) e da idade dos ani-
mais (261). Estes factores estio na base das marcadas dis-
crepancias muito frequentemente encontradas na quantifica-
cdo da mesma estrutura em diferentes estudos. As diferencas
agravam-se quando em vez de determinagbes volumétricas
globais do ¢rgdo se tentam analisar os volumes das suas
diferentes partes. Afortunadamente, este factor condicionante
nio se aplica ao cerebelo, onde é possivel a identificagdo
e individualizacdo de todas as suas camadas, o que permite
determinagdes volumétricas bastante precisas.

Todavia, para comparacdao de resultados volumétricos
tem que se utilizar ratos da mesma estirpe, visto que se des-
creveram variacdes do tamanho do cerebelo e dos padrdes
de lobulacio e fissuracio do verme cerebeloso entre dife-
rentes estirpes de ratos (106, 118). Ha ainda que ter em
conta as diferencas morfométricas acentuadas na camada
granular do verme destes animais (106, 128).
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No presente trabalho foi impossivel colher informagao
precisa sobre a estinpe dos ratos utilizados. Porém, a observa-
¢ao cuidada durante o processo de determinagdo volumé-
trica da organizagio macroscépica dos cortes seriados obti-
dos do verme destes cerebelos, leva a supor tratar-se de ratos
da estirpe Sprague-Dawley. Com efeito, e de acordo com as
descricoes de Heinsen e Heinsen (106), o padrao de fissura-
¢io observado nos lébulos do lobo cerebeloso posterior (IX
e X), a presenca sistematica de um sulco na parte basal do
I6bulo X e a subdivisdo do lébulo IX sao tipicos do cerebelo
do Sprague-Dawley (106).

A determinacdo do peso do cerebelo, convenientemente
isolado, poderia ter sido utilizado como um método simples,
embora grosseiro, para detectar diferencas volumétricas glo-
bais entre os cerebelos dos animais alcoolizados e os dos
respectivos controlos. Neste estudo, ndo se recorreu a este
método, j4 que sdo grandes as variagdes individuais dos pesos
dos cerebelos dos animais alcoolizados e dos controlos e nao
se encontraram diferencas significativas, ao fim de 12 e 18
meses de alcoolizagio.

Poder-se-ia ainda avaliar as alteracoes volumétricas exis-
tentes entre as diferentes camadas corticais nos animais
alcoolizados e respectivos controlos, quer nos cortes de para-
fina, quer nos cortes semifinos (onde se determinaram as
densidades numéricas celulares), pela medida da espessura
das diferentes camadas e utilizar este valor como indice volu-
métrico (61, 166, 185) evitando-se, deste modo, as complexas
determinacdes volumétricas praticadas. Ndo se utilizou este
método, bem mais simples e menos moroso do que o esco-
lhido, por ndo se adaptar & organizagfo estrutural do cortex
cerebeloso cuja superficie é muito irregular, e por isso, pouco
adequado a andlises de paradmetros lineares como seja a espes-
sura das camadas do cerebelo.

O emprego do método de determinacdo volumétrica
baseado nas médias das &areas obtidas a partir de cortes
separados por uma distancia necessariamente conhecida, ja
utilizado por outros autores, em diferentes circunsténcias
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experimentais (261, 282) pareceu ser o mais indicado neste
tipo de estudo. Com efeito, permite a obtencdo de valores
precisos, atendendo a que € possivel variar a distincia entre
os cortes em funcio das modificacées mais ou menos bruscas
da sua configuragio e ainda ao facto de que os planos de
corte utilizados podem ser efectuados perpendicularmente ao
eixo longitudinal da regido a estudar.

A determinagdo dos volumes parcelares das camadas
do cerebelo, serviu ainda como referéncia para a quantifica-
¢ido das estruturas nelas compreendidas e assim avaliar de
modo global as suas alteracoes que, analisadas através do
seu numero por unidade de volume, ndo poderiam ser tdo
pormenorizadamente valorizadas.

Niamero de Células do Cortex Cerebeloso

Como atras se referiu, os resultados obtidos ndo repre-
sentam valores reais absolutos; ndo sdo, por isso, passiveis
de comparacdo com dados quantitativos referentes a ntime-
ros de células do cértex cerebeloso encontrados por outros
autores, em circunstincias normais, patolégicas ou experi-
mentais (110, 177, 178, 274).

Para esbater os factores limitantes de que enfermam
os estudos quantitativos desta indole, colheram-se sempre os
fragmentos nos mesmos I6bulos cerebelosos, tratou-se de
modo idéntico o material e aplicaram-se ainda sistematica-
mente os mesmos métodos de quantificacdo, tornando assim
possivel a comparagio das densidades numéricas das células
do cértex cerebeloso com razodvel margem de seguranca.
Quando, em vez de densidades numéricas, se passa a lidar
com numeros totais, é-se obrigado a considerar dados volu-
métricos de referéncia que, no caso presente, ja foram devi-
damente criticados. Com efeito, nestas circunstincias tem
que se atender ainda, entre outros factores condicionantes,
ao tipo de inclusao utilizado para se poderem valorizar cor-
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rectamente as observagbes feitas em Epon e parafina que
induzem graus de retracgdo tecidular diferente (110, 126),
com repercussdes de monta no tecido a observar (126, 241).
Neste estudo, ndo se procedeu a qualquer correcgdo refe-
rente as diferencas de retraccio entre o material incluido
em Epon e utilizado para o calculo das densidades numéricas,
e o incluido em parafina, que serviu de base para a determi-
nacdo dos volumes e subsequente calculo do niimero total
de células. Ainda no que respeita a nimeros totais tem que
se ter em linha de conta (como ja foi amplamente discutido),
a existéncia de diferencas citoarquitecténicas regionais do
cerebelo (106, 107, 128, 161), e as suas implicagdes na ava-
liagido das densidades numéricas dos diferentes tipos celulares.

A analise quantitativa efectuada diz respeito exclusiva-
mente a neurénios com ntcleo visivel ndo se tendo contado
os restantes. Como no sistema nervoso e, em particular, no
cortex do cerebelo o nuimero de células binucleadas ¢ insi-
gnificante, a probabilidade de erro por hiperestimagiao de
valores é reduzido (126).

Nao se encontraram diferengas significativas nos dia-
metros médios dos mnucleos utilizados como elementos de
identificagdo e quantificacdo de cada tipo celular entre os
grupos de animais alcoolizados e controlos em cada periodo
da experiéncia. No entanto, nos cilculos da densidade numé-
rica, utilizou-se o didmetro médio de cada tipo celular em
cada grupo e mao o valor médio obtido a partir da globali-
dade dos grupos alcoolizados e controlos porque, flutuacoes
deste valor, mesmo nao significativas, causam grandes altera-
¢Oes nos valores das densidades numéricas. Teve-se ainda em
consideracdo que pequenas variagdes de uma grandeza, como
o diametro nuclear dos meurénios, podem traduzir alteragées
metabdlicas como as provocadas pelo alcool (69, 120, 255,
256). Ja as mesmas reservas e consequentes cuidados se
ndo aplicam a factores de compensacdo, como é o caso do
menor valor nuclear encontrado. Aqui, os resultados foram
obtidos a partir da globalidade da amostra, dado que as
alteracbes eventualmente existentes neste parAmetro j4 nio
dependerdo de factores biolégicos como os anteriores, mas
sim do plano da seccio.
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Nio foram valorizadas as diferengas das densidades
numéricas encontradas entre os diferentes grupos experimen-
tais e os grupos testemunha por poderem depender de inu-
meros factores, desde pequenas diferengas existentes no tra-
tamento dos fragmentos estudados até as condigdes de impre-
gnacdo e coloragio do material que influenciam marcada-
mente a possibilidade de identificacdo dos diferentes tipos
celulares.

Os resultados obtidos na anilise gquantitativa dos meu-
rénios do cértex do cerebelo dos grupos de animais alcooli-
zados e dos respectivos grupos de controlo nido mostraram
diferencas significativas nas densidades numéricas nem nos
nimeros totais de células, apds 1 e 3 meses de experiéncia.

Apbs 6 meses de alcoolizacgdo, tornou-se notério que as
células de Purkinje e as células de Golgi se comportavam
de modo diverso do dos outros tipos celulares do cértex cere-
beloso, nos animais alcoolizados. A densidade numérica das
células de Purkinje ndo apresentava diferencas significativas
ao longo da experiéncia e s6 aos 18 meses de alcoolizagio o seu
niimero total se encontrava significativamente reduzido. A den-
sidade numérica das células de Golgi, aos 18 meses de experién-
cia, era até maior nos animais alcoolizados, provavelmente em
consequéncia da maior «concentragio» destas células num
menor volume da camada granular, hipétese reforcada pela
inexisténcia de diferencas significativas do seu mumero total
ao fim do mesmo periodo. Esta aparente discrepédncia ¢ bem
o exemplo dos cuidados que se deve ter, e a que se tem
vindo a dar o devido relevo, na avaliagio de parametros
estereolégicos analisados sem conhecimento de volumes de
referéncia.

Os resultados respeitantes ao numero de células de
Purkinje sdo diferentes dos apresentados noutros trabalhos
' em que se analisam os efeitos da alcoolizagdo crénica nesta
populagdo celular e que apontam para uma diminuicdo mais
marcada do ntimero destas células, apds periodos longos de
consumo. Porém, chama-se a atengdo para o facto de naque-
les trabalhos (266, 272, 274), os valores apresentados serem
do seu nimero por unidade de superficie. Este pardmetro
é pouco informativo, sendo frequente encontrarem-se valo-
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res significativamente diferentes, posteriormente reconheci-
dos como incorrectos quando se passa a analise por unidade
de volume. No que respeita as células de Purkinje esta critica
torna-se pertinente depois de Heinsen e Heinsen (107)
terem demonstrado, no Rato normal, alteragdes numéricas des-
tas células por unidade de superficie nao havendo, no entanto,
marcadas diferencas em termos de numeros totais de células
se se exceptuar o lébulo VI b + ¢ (107). No entanto, os
j4 mencionados trabalhos de Hillman e Chen (110, 111) rea-
lizados em cerebelos inteiros € com correcgdo do efeito da
retrac¢io, apresentam valores muito semelhantes aos encon-
trados nesta investigag@o.

Em contraste com estes resultados, apés 6 meses de
alcoolizacdo, encontraram-se profundas alteracbes numéricas
nas restantes populacgdes celulares do cértex cerebeloso. As
mais marcadas, evidenciadas até qualitativamente em cortes
semifinos, foram as das células granulares. Apés o periodo
de alcoolizacdo referido, viam-se na camada granular extensas
zonas empobrecidas de células granulares, aspecto que se
acentuava com o decurso da alcoolizacio. Quantitativamente,
verificou-se que a densidade numeérica e o nimero total des-
tes neurénios diminufa significativa e progressivamente apds
6 meses de consumo de alcool. Alias, os valores encontrados
neste trabalho sdo idénticos a outros ja anteriormente publi-
cados em trabalhos desta linha de investigagao (246) mas
utilizando material fixado por imersdo; o numero de inter-
neurénios da camada molecular foi avaliado quer no seu
conjunto, quer analisando separadamente as células do seu
1/3 profundo (onde predominam as células em cesto) e as
do 1/3 superficial (quase todas células estreladas). Nao se
estudaram, neste trabalho, as células estreladas do 1/3 médio
da camada molecular porque representam uma populacdo
celular de transicdo entre os dois tipos anteriores (179, 191,
194) e, como tal, de dificil avaliagio quantitativa. A densi-
dade numérica do conjunto dos interneurdnios da camada
molecular ndo diferia significativamente nos grupos de
animais alcoolizados € nos contolos, em todos os periodos
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experimentais. Também nio se encontraram variacdes em rela-
¢ao a das células estreladas do 1/3 superficial. Porém, nas célu-
las em cesto, registou-se marcada diminuicio da densidade
numérica aos 12 e 18 meses de alcoolizacdo. Todavia, dada
a acentuada reducdo volumétrica da camada molecular ja
apontada e analisando estes resultados de maneira global,
verificou-se que o nimero total dos interneurénios da camada
molecular e isoladamente, o das células em cesto e estreladas,
se encontrava francamente reduzido.

As diferencas encontradas entre os dois tipos de inter-
neurdnios, ap6s a administragao prolongada de alcool, sao
dificeis de explicar dado que se desconhecem referéncias
quanto a diferencas de comportamento destes tipos celulares
na presenga do t6xico bem como, de variagbes numéricas em
circunstancias experimentais. Poder-se-ia admitir que o com-
portamento diverso destes interneurdnios, que afinal se sabe
terem origem embriolégica idéntica (191), funcdes similares no
circuito cerebeloso (72, 119) e até o mesmo tipo de transmissor
quimico (41, 220), estaria em relacdo com as marcadas alte-
ragbes encontradas no padrdo da deposicdo de lipofuscina
que € muito mais precoce e abundante nas células em cesto,
sendo escassa € por wvezes inexistente nas células estreladas
do 1/3 superficial (251). Porém, o envolvimento da lipofus-
cina na biologia neuronal estd longe de esclarecida, razao
pela qual esta hipdtese patogénica deve ser encarada com
reserva.

Embora as células epiteliais de Golgi nao sejam ele-
mentos integrantes do circuito cerebeloso, estdo com ele
muito relacionadas, quanto mais nao seja, porque 0s Seus
prolongamentos constituem o suporte glial da camada mole-
cular. Encontraram-se algumas variagoes numéricas destas
células ao longo dos diferentes periodos experimentais, pro-
vavelmente dependentes de condicionalismos de amostragem,
motivo pelo qual se ndo fazem consideragbes a este pro-
pésito. Todavia, registe-se que estes factos contrastam com
o observado em situagdes patologicas onde se encontra mar-
cado aumento do ntmero de elementos desta populacio
celular (178).
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O ntmero de neurénios numa dada regiio do sistema
nervoso ¢ um indice fiel da sua capacidade funcional. Este
facto confere a maior relevincia & comparacio do numero
de células no cértex cerebeloso dos animais alcoolizados com
o dos controlos respectivos. Ficou patente a redugio do
numero de neurdnios no decurso da alcoolizagdo, o que deve
ser encarado como factor importante da diminuicao da capa-
cidade funcional do cortex cerebeloso.

Aferéncias Corticais Cerebelosas — Terminais das Fibras
Trepadoras e Musgosas

O estudo dos efeitos da administracao crénica de alcool
sobre o circuito cerebeloso obrigou a anilise quantitativa
das principais aferéncias corticais — as fibras trepadoras e
as musgosas.

A observagao qualitativa dos terminais das fibras tre-
padoras, no 1/3 profundo da camada molecular, ndo mostrou
alteracbes até aos 12 meses de experiéncia. Decorrido este
periodo, os terminais que circundavam os grandes troncos
dendriticos das células de Purkinje dos animais alcoolizados
pareciam aumentar de numero e dimensoes, encontrando-se
em muitos deles grande densidade de vesiculas sindpticas
e aumento do mamero de microtibulos.

Como referiu Sotelo (231), é impossivel determinar-se
o numero absoluto de terminais das fibras trepadoras sem
a aplicacdo de métodos quantitativos elaborados, dificeis de
poér em pratica com a tecnologia disponivel. Por isso mesmo,
procedeu-se ao calculo da densidade volumétrica dos refe-
ridos terminais no meurépilo que circunda os troncos prin-
cipais das células de Purkinje, obtendo-se a fraccio do volume
por eles ocupado nessa area. Verificou-se, apés 12 meses de
alcoolizagdo, aumento significativo da densidade volumétrica
destes terminais. Este facto pode resultar, quer do aumento
das dimensoes dos terminais das fibras trepadoras, quer do
aumento do seu numero, ou ainda destes dois factores simulta-
neamente. Em qualquer dos casos € evidente a marcada acti-
vidade plastica destes elementos. Na base desta actividade
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regenerativa poderfio estar dois factores alids complemen-
tares: por um lado, o «sprouting» axonal pode estar relacio-
nado com a degenerescéncia de outras fibras trepadoras apés
acgdo do alcool sobre os pericarios correspondentes — sabe-se
que, em situagdes de administragdo aguda, o etanol inibe
a actividade das células do complexo olivar (225, 226) —
pelo outro lado, pode ser consequéncia da redugao do niimero
das fibras paralelas demonstrado apds 12 meses de alcooliza-
¢do. Em qualquer dos casos, seria mantida a superficie activa
total das células de Purkinje a4 semelhanga do que se verifica
noutras situagdes (109, 112, 231).

Embora se ndo tenham observado terminais degenera-
dos de fibras trepadoras, di consisténcia 4 primeira destas
hipéteses a presenga, mos grandes troncos dendriticos das
células de Purkinje, de espinhas dendriticas com sinais francos
de deaferenciacao (14, 87, 229, 231). Este processo desen-
rolar-se-ia lentamente, o que explicaria a inexisténcia de
outros achados, frequentes em situagdes de deaferenciacao
de instalacdo brusca (14, 29, 68, 87, 237). Abona a segunda
hipétese a presenca, nos animais alcoolizados durante 12 e 18
meses, de terminais de fibras trepadoras no 1/3 superficial da
camada molecular, estabelecendo sinapses com espinhas den-
driticas dos ramos periféricos das células de Purkinje. Situa-
cdo idéntica a esta foi assinalada por Sotelo (231, 235) no
cerebelo agranular de mutantes.

Ao contrario do que acontece com o sistema das fibras
trepadoras ndo se observaram ao longo de toda a experiéncia,
na camada granular dos animais alcoolizados, alteragdes qua-
litativas na morfologia dos terminais das fibras musgosas.

Sao grandes as dificuldades de quantificacio destes ter-
minais dada a variabilidade da sua forma e do nimero de
varicosidades que possuem. Por isso, se recorreu a determi-
nacido da densidade volumétrica destes terminais em relacio
ao glomérulo cerebeloso, nio se encontrando diferencas signi-
ficativas ao longo da experiéncia.

Apds 12 meses de alcoolizacdo, encontraram-se terminais
de fibras musgosas no 1/3 profundo da camada molecular,
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achado normal mo cértex cerebeloso do Coelho onde
estabelecem sinapses com células granulares ectopicas (238).
Foram também observados ao mesmo nivel, se bem que rara-
mente, no coértex cerebeloso do Rato normal, sinaptizando
com células granulares (38). Em circunstancias experimen-
tais, descreveram-se arranjos semelhantes no Ratinho (192)
e no Furdo (143). Desconhece-se o papel funcional desem-
penhado por estes terminais na camada molecular do cértex
cerebeloso do Rato alcoolizado. Poderi, no entanto, estar
relacionado com a plasticidade destas fibras (11, 143, 231, 287)
na procura de alvos pés-sindpticos que assegurem a manu-
tencdo da sua superficie activa, inclusivé com estruturas da
camada molecular.

As alteragoes morfolégicas encontradas nos terminais
das fibras aferentes do cértex cerebeloso dos animais alcooli-
zados, mostram claramente que, tal como acontece noutras
situacées (14, 87), a especificidade sindptica dos seus termi-
nais s6 ocorre quando os dois sistemas aferentes estdo inte-
gros. Havendo alteragdes num deles (11, 14, 87, 192, 229,
231, 235, 237), regra geral surgem modificacdes plédsticas no
outro tendentes a minimiza-las, nomeadamente tentando com-
pensar a perda de zonas activas, mesmo com prejuizo da
especificidade dos contactos sinapticos.

Células Granulares

As células granulares além de constituirem uma popu-
lacdo neuronal com caracteristicas peculiares, s@o particular-
mente sensiveis: sobressai a frequéncia com que sdo selecti-
vamente afectadas em condigdes experimentais ou patolégicas,
quer durante a histogénese, quer no decurso da vida adulta
(108, 117, 131, 187, 192, 231, 235). O alcool provoca alteracoes
marcadas nestas células (19, 164, 266, 274). Assim, apds
6 meses de alcoolizagio, encontrou-se degenerescéncia neuro-
nal de tipo denso, com forte componente glial reactivo, a par
de outros aspectos degenerativos de tipo granulo-vacuolar.

105



O aparecimento destas ultimas alteragdes, caracteristicas das
situacbes de senescéncia neuronal (16, 156, 183), nos animais
alcoolizados jovens, além de outros factos, sugerem que o
consumo crénico de dlcool podera ser um factor de precoce
envelhecimento neuronal (55, 85, 86, 173).

Nao estd ainda esclarecido o mecanismo subjacente
as alteracbes degenerativas neuronais e 4 morte celular apos
longos periodos de alcoolizagdo. E provével que desempenhe
papel importante a alteragdo dos processos de sintese pro-
teica neuronal descrita por Tewari e Noble (255, 256) nestas
circunstancias.

Ja ap6s os 3 meses de alcoolizacdo, e a preceder as
alterages pericaricas descritas, observaram-se, dispersos no
neurépilo da camada granular, perfis dendriticos destas mes-
mas células com sinais evidentes de degenerescéncia também
de tipo denso. Devem ser interpretados como degenerescén-
cia dendritica primaria idéntica a descrita noutras situacdes
experimentais (17) e patoldgicas (175, 176) e independentes
de fenémenos de degenerescéncia transinaptica (10, 89, 95),
uma vez que ndo se observaram alteracbes nos terminais
das fibras musgosas com as quais estes dendritos fazem
sinapse. Esta degenerescéncia dendritica ¢ provavelmente pre-
coce e dependente de alteracbes metabdlicas ocorridas nos
pericarios que se manifestam pelas lesdes descritas nas por-
¢Oes mais periféricas destes neurdnios, provavelmente por
interferéncia com os mecanismos de transporte neuronal
(70, 94, 222). Levam, por si s6, a marcadas modificacdes
nas conexoes mneuronais por diminui¢do do tecido pds-
-sinaptico.

Tendo em wvista aprofundar o estudo destas alteracées
recorreu-se a0 método de Golgi, por permitir delinear com
clareza, a forma, o arranjo espacial e as particularidades
mais finas das células nervosas e dos seus prolongamentos.
A utilizagdo deste método em situagbes experimentais e pato-
légicas possibilita a deteccio de alteracdes nio tdo segura-
mente demonstraveis por outros métodos de estudo, por
facultar a observagio da resposta neuronal na sua globali-
dade e individualidade (219).
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Sabe-se, porém, que é um método com limitagoes. Assim,
s6 uma frac¢io diminuta de neurénios, até 10% (219, 260),
sao impregnados, registando-se variacbes neste nimero depen-
dentes de multiplos factores, muitos ainda desconhecidos
e, por isso, nao controlaveis (260). Nao ¢ um método sclec-
tivo, por nao se poder induzir a impregnacdo de um tipo
particular de célula, nem tdo pouco se pode afirmar estarem
as células impregnadas na sua totalidade (260). No entanto,
a sistematica comparacdo com o material dos grupos de
controlo tratado de modo idéntico, o estudo ultrastrutural
efectuado em paralelo e ainda a utilizacao combinada dos
dois métodos, método de Golgi-ultrastrutura (74), dao
credibilidade as observagdes, qualitativas e quantitativas, a
que se procedeu com esta técnica. Atenuaram-se, assim, os
inconvenientes da sua utilizagdo e pode tirar-se o melhor
proveito das suas reais vantagens.

A aplicagio de métodos quantitativos a neurénios impre-
gnados pela prata € extremamente util para avaliar para-
metros que a simples observagdao qualitativa ndo permite
muitas vezes valorizar. Refira-se, todavia, que a quantifica-
cdo de material tratado pelo método de Golgi implica escolha
muito criteriosa das estruturas a analisar, nio se devendo
considerar, pelas razbes atrds expostas, as marcadamente
afastadas dos padrdes normais.

No estudo quantitativo das células granulares impregna-
das com este método deu-se relevo ao estudo dos dendrites,
particularmente &s ramificagoes digitiformes. Estudou-se
ainda a densidade da arvore dendritica com o método dos
circulos concéntricos. A nivel dos axénios, também estudados,
prestou-se particular atencdo ao numero de varicosidades dos
seus segmentos ascendente ¢ transversal (fibras paralelas).

O mumero de ramificacdes digitiformes dos dendritos
das células granulares encontrava-se reduzido nos grupos
submetidos a 1 € 3 meses de alcoolizagio, em consequércia
da degenerescéncia dendritica. Os resultados obtidos com o
método de Sholl (223) confirmam os dados acima referidos;
apés 1 e 3 meses de alcoolizagio observou-se diminui¢ao do
namero de intersecgdes dos ramos dendriticos com os cir-
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culos concéntricos nas partes periférica e média do campo
dendritico, 4reas onde se distribui a maioria das ramifi-
cagoes digitiformes das células granulares. Neste estudo
da arborizacdo dendritica mndo se introduziram correc-
coes inerentes ao seu estudo bidimensional. Outros auto-
res, em circunstidncias idénticas (63, 67), referem que o
numero total de interseccoes com ramos dendriticos é seme-
lhante, quer a andlise neuronal se processe a 2, quer a 3 dimen-
soes. Pelo contrario, decorridos 6 meses ja nao se encontraram
diferencas significativas deste parimetro entre os animais
alcoolizados e o0s respectivos animais de controlo.

Estas diferencas podem atribuir-se a 2 factores: por
um lado, a maior resisténcia, das células mais lesadas, a
impregnacdo o que darda em resultado, s6 aparecem impre-
gnadas aos 6 meses as células nao atingidas; por outro lado,
a possibilidade da ocorréncia de fendémenos de regeneragio
dendritica apesar da acgdao do alcool decorridos 6 meses de
experiéncia. Contra esta hip6tese, todavia, encontra-se o facto
da densidade volumétrica das ramificacoes digitiformes das
células granulares, que participam na formagao do glomérulo
cerebeloso estar, como adiante se vera, francamente reduzida
aos 6 meses de alcoolizagdo. Saliente-se no entanto que, do
ponto de vista quantitativo, a amostra analisada com métodos
ultrastruturais foi muito menos mumerosa do que a traba-
lhada com o método de Golgi.

O estudo dos axénios impregnados pela prata mostrou-
-se também importante na avaliagio da conectividade
neuronal. Os estudos quantitativos relativos as varicosidades
axonais, mostraram nao haver diferencas valorizdveis entre
os grupos alcoolizados e correspondentes grupos de controlo.
Prestou-se particular atencdo a este parametro dado que,
quer a porgdo ascendente, quer a transversal dos axénios
das células granulares formam numerosas sinapses com as
células de Purkinje, atribuindo-se funcées distintas a cada
uma delas. A porcdo ascendente, dada a sua organizagdo
espacial relativamente aos dendritos das células de Purkinje,
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formaria o principal sistema excitatério desta célula (27,
142), enquanto as fibras paralelas teriam mais uma funcéo
moduladora (142).

As células granulares do cértex cerebeloso do Rato
adulto sio altamente lesadas, pelo consumo crénico de
alcool. O facto de se saber que o nivel de despolarizagao das
células de Purkinje estd mais relacionado com a actividade
de grupos de células granulares subjacentes aquelas do
que exclusivamente com a distribuicio das fibras para-
lelas que cruzam as suas arvores (142), como durante muitos
anos se pensou, confere a perda celular e ao padrdo focal
de degenerescéncia das células granulares importancia ainda
maior, uma vez que a activacdo das células de Purkinje se
encontrard mais dificultada nessas areas, ainda que atraves-
sadas por numero elevado de fibras paralelas.

Organizacio Estrutural do Neurdpilo da Camada Granular
(Glomérulo Cerebeloso)

Est4d demonstrado que a maior parte das operagoes de
transmissdo da informacdo entre meurdnios se realiza no
neurépilo, ¢ que da sua integridade morfolégica depende
o normal funcionamento dos circuitos neuronais (145).
Assim, a andlise do neurdpilo do cértex cerebeloso é indis-
pensavel para correcta avaliagdo dos efeitos do dlcool mo
circuito neuronal do cerebelo.

Na camada granular, escolheu-se o glomérulo cerebeloso
para estudar eventuais alteragGes. Apesar de ser uma area
de estrutura muito complexa, os seus elementos sdo bem
identificaveis (72, 97, 119, 168), o que permite a avaliagio
pormenorizada de cada um deles, mesmo em situacdes em
que a organizagdo mormal se encontre modificada (100, 231,
234, 235). Tais elementos sdo, assim, susceptiveis de quanti-
ficagdo criteriosa, mesmo nessas circunstincias. Para além
disso, o seu papel funcional no circuito cerebeloso encontra-

109



-se bem definido, ao contririo do que se verifica com a
maioria das outras areas de neurépilo do sistema nervoso.

Os resultados obtidos mostraram que a organizacio
morfolégica dos glomérulos cerebelosos apresentava profun-
das alteragbes apds alcoolizacdo crénica, e ainda, que eslas
dependiam do tempo de consumo de dlcool.

Apos 3 meses de alcoolizacio wvisualizavam-se, como ja
foi referido, dispersos na camada granular, perfis dendri-
ticos degenerados de células granulares, alguns estabelecendo
ainda contactos sinapticos com os perfis das fibras musgosas.
Porém, ndo havia alteracio da organizacio global dos
glomérulos cerebelosos. Ap6és 6 meses de alcoolizagdo, estes
aspectos degenerativos acentuavam-se de modo marcado,
apresentando-se muitos dos terminais das fibras musgosas,
circundados por mdltiplos perfis dendriticos com sinais
francos de degenerescéncia. Estas alteracées encontram-se,
provavelmente relacionadas de modo directo com a morte
das células granulares que se verifica, como se disse, apos
os 6 meses de consumo de dlcool. A perda destes elementos
pés-sindpticos, traduz-se na diminuicio da sua densidade
volumétrica e leva a acentuado empobrecimento dos glomé-
rulos cerebelosos.

Decorridos 12 meses de experiéncia, passou a observar-
-s¢, nos animais alcoolizados, outro tipo de organizacio
glomerular bem diferente da referida; os terminais das fibras
musgosas encontravam-se envolvidos por dendritos de
células de Golgi que com eles estabeleciam miltiplos
contactos sindpticos assimétricos (96, 258) sendo frequentes
as sinapses «en marron» (43, 168). Deve sublinhar-se que a
participacao dos dendritos das células de Golgi na organizacio
sindptica do glomérulo cerebeloso normal é controversa (72,
101, 168). Todavia, arranjos glomerulares semelhantes a
estes, onde predominam os dendritos de células de Golgi
como estrutura poés-sinaptica, foram descritos noutras
circunstdncias experimentais (24, 231, 234, 235), que apre-
sentam como denominador comum, auséncia ou pelo menos
diminui¢ao do ndmero de células granulares.

Torna-se pois evidente que, faltando os componentes
pos-sindpticos habituais das fibras musgosas — os dendritos
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das células granulares — o glomérulo cerebeloso se reor-
ganiza, utilizando os dendritos disponiveis, neste caso os
das células de Golgi.

Esta reorganizacdo glomerular, feita a4 custa de novas
sinapses com os dendritos das células de Golgi explica que,
nos animais alcoolizados, o nimero de perfis sindpticos em
cada seccio glomerular se mantenha praticamente inalterada
apesar da marcada reducio das sinapses entre os lerminais
musgosos e os dendritos das células granulares.

A obtencao de pardmetros estereologicos para as
sinapses glomerulares, tal como a sua densidade numérica,
de inegavel valor para o estudo presente, sio extremamente
dificeis de conseguir dada a existéncia de populagdes
sinapticas com formas e curvaturas muito diversas. Deve
anotar-se ainda a presenga de numerosas solugdes de continui-
dade nos espessamentos dos contactos sinapticos com os den-
dritos das células de Golgi. Os métodos de determinacio da
densidade numérica que se baseiam na forma das sinapses
(149, 262) foram desde logo, por todas estas razdes,
excluidos. Os que permitiriam a obtencio de densidades
numeéricas sem considerar a forma, a dimensdo, ou orientacio
das sinapses (59, 239, 262), requereriam a obtencio de
grande numero de cortes seriados o que, dada a grandeza
da amostra, era impraticavel, opinido, alids, perfilhada por
outros autores defrontados com idéntico problema (159, 160).

Apesar dos condicionalismos expostos referentes a
quantificacdo sindptica nesta situacio, os valores encontrados
traduzem, ou aumento real do ntmero de contactos
sindpticos ou aumento da sua extensido. Em qualquer dos
casos ¢ possivel concluir que houve sinaptogénese reactiva
(46, 53, 113, 240), com formacio de novos contactos de area
substancialmente maior do que a encontrada nos glomérulos
normais, os quais, como se disse, teriam surgido como meca-
nismo compensador da diminuicdo da area sindptica regis-
tada nos periodos iniciais da experiéncia.

Esta reorganizag@o, afinal idéntica & que se verifica
noutras circunstancias experimentais (24, 192, 231, 234, 235),
traduz as potencialidades plasticas dos processos neuronais
(dendritos € axénios) do cortex cerebeloso do Rato adulto,
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mesmo ainda sob o efeito do &lcool. Saliente-se, todavia,
que as sinapses neo-formadas nio restabelecem a estrutura
normal do glomérulo cerebeloso, uma vez que ndo ¢ mantida
a proporcao de sinapses entre os terminais das fibras
musgosas e os dendritos das células granulares e entre os
terminais das fibras musgosas e os dendritos das células
de Golgi.

Apenas baseados em dados anatémicos pouco se pode
concluir acerca das potencialidades funcionais destes
glomérulos remodelados. No entanto, as alteragdes do
nimero e da proporcio entre os diferentes tipos de sinapses
existentes nestes glomérulos, levam a pensar que, por um
lado, os glomérulos cerebelosos dos animais alcoolizados tém
provavelmente menor capacidade de mediar impulsos excita-
térios devido 4 diminuicio do numero de sinapses entre as
fibras musgosas e as células granulares e por outro, que
podera haver até aumento da actividade inibitéria no circuito
cerebeloso dado o acréscimo das sinapses entre os terminais
das fibras musgosas e as células de Golgi. Em qualquer dos
casos, o resultado final traduzir-se-da num desequilibrio
marcado entre as wvertentes excitatoria e inibitéria do
circuito cerebeloso, com predominancia desta ultima.

Arvores Dendriticas das Células de Purkinje

E relevante o estudo da organizagio dendritica das
células de Purkinje apés consumo crénico de alcool em
comparacdo com a dos respectivos animais testemunha. Isto
por varios motivos: ser esta célula altamente sensivel a esta
substincia neurotéxica (76, 182, 201, 204, 224, 245, 248, 249),
tratar-se de um elemento de primordial importancia no
circuito cerebeloso (72, 119, 168, 194) e, ainda, pelo facto
de as arborizacoes dendriticas, tdo exuberantes nestes neurd-
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nios, desempenharem papel fulcral no processamento das
suas operacdes (72, 119, 168).

Os resultados obtidos, idénticos aos observados por
outros autores mo Ratinho (201, 275), caracterizam-se por
diminuicdo progressiva da 4rea ocupada pelas arborizacdes
dendriticas das células de Purkinje, apés 6 meses de consumo
de alcool. Observou-se diminui¢io do comprimento dendri-
trico por unidade de é4rea dendritica e do comprimento
dendritico total, provavelmente devido & diminui¢do do
ntimero total de ramos dendriticos, nomeadamente os mais
periféricos (ordem 1 e 2). Este empobrecimento € confir-
mado pelas observagbes ultrastruturais do neurdpilo da
camada molecular, onde se localizam os ramos dendriticos
periféricos e suas espinhas com sinais de degenerescéncia
do tipo denso.

Deve sublinhar-se que, no estudo quantitativo efectuado,
s6 se entrou em linha de conta com &rvores bem impre-
gnadas, desprezando-se todas aquelas em que havia duvidas
quanto a qualidade da impregnagdo. Do mesmo modo, nio
se aproveitaram as que mostravam marcadas alteracdes
morfolégicas ou disposigdo espacial invulgar do campo
dendritico. Se bem que deste modo se tenha imposto grande
limitacio 4 amostra a quantificar, o critério seguido torna,
sem duvida, os resultados mais dignos de confianca.

A analise quantitativa utilizada ¢ uma das vérias que
permitem a avaliagdo bidimensional do padrdo de arboriza-
coes dendriticas (22, 259, 280). Outras, muito mais comple-
xas, poderiam ter sido aplicadas (21, 22, 212, 227, 263); no
entanto, parametros tdo diversos como a frequéncia média
de segmentos dendriticos, o comprimento médio de ramos
e segmentos, a frequéncia de tipos topoldgicos, os graus de
probabilidade de ramificagago muito usados no estudo da
dendrogénese (21), sdo de dificil determinagdo sem o recurso
a meios computorizados. Saliente-se que, a informacio adi-
cional que adviria da sua aplicacdo a arvores dendriticas
completamente desenvolvidas pouco acrescentaria aos dados
obtidos.
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Viérias objeccbes podem levantar-se ao sistema de orde-
nacdo utilizado. A técnica aplicada obriga a condicionalismos
numeéricos demasiadamente rigidos na ordenagdo dos ramos
dendriticos, impossibilitando a ordenacio de arborizacoes em
que os ramos dendriticos distais faltem ou estejam incom-
pletos (22, 227, 259). Note-se, todavia, que esta critica apli-
ca-se a qualquer método de ordenagdo, somatofugal ou soma-
topetal (22, 259), visto que a analise correcta de uma arvore,
nao permite entrar em linha de conta com segmentos per-
didos. Outros condicionalismos seriam de atender, como a
variabilidade do tipo de impregnagéo, o poder de resolugdo
do microscépio e ainda os artefactos inerentes ao estudo
bidimensional das arborizagdes dendriticas (22). No entanto,
este método tem-se mostrado valioso no estudo de arvores
dendriticas complexas € extensas como as das células de
Purkinje. Nestas arborizagdes e em particular no animal
adulto, este tipo de ordenagdo tem vantagens tais como, nio
depender das caracteristicas métricas ou topolégicas do padrio
de ramifica¢do da 4rvore dendritica e por isso, ser adequado
ao estudo de campos dendriticos extensos nos quais os nime-
ros de ordem nao aumentam tanto quanto o ntimero de
segmentos (22, 259).

No caso presente, o sistema de ordenacio utilizado,
combinado com as técnicas de intersec¢des por linhas (189,
280) possibilitou o estudo comparativo de parimetros den-
driticos cuja andlise permitiu concluir pela diminuicdo acen-
tuada da 4rea receptora das arborizagoes.

O numero de espinhas dendriticas, dado o papel que
desempenham na transferéncia sinéptica da informacéo meu-
ronal, ¢ também importante pardmetro na avaliacio da capa-
cidade receptora dos neurénios (57, 99, 242).

A quantificacdo das espinhas dendriticas das células de
Purkinje ¢ uma tarefa dificil dadas as caracteristicas mor-
folégicas destas estruturas (72, 168, 194). A contagem das
espinhas, limitada as que se visualizam no mesmo plano de
foco do ramo dendritico estudado (50, 125, 189, 280), poderia
originar uma subestimagio do seu ntimero (75). Porém, nas
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células de Purkinje estudadas, estes condicionalismos nio
sdo de considerar: por um lado, a maior parte dos ramos
terminais eram finos e, por outro, o tamanho das espinhas
nido se encontrava reduzido nos animais alcoolizados. Obser-
vou-se reducio do numero das espinhas dendriticas, apéds
6 meses de experiéncia que, contudo, era mais significativa
e atingia a grande maioria das cé€lulas, apds os 12 meses.
A perda destes elementos pés-sinapticos, também descrita em
circunstincias semelhantes no hipocampo do Ratinho (201,
202), deve estar intimamente ligada aos processos degene-
rativos observados na ultrastrutura da camada molecular.
A degenerescéncia das espinhas dendriticas das células de
Purkinje podera ser de dois tipos, priméria (17, 175, 176)
ou transinaptica (89, 95), em consequéncia da degeneres-
céncia acima referida das células granulares.

Poderia pensar-se que a diminui¢do do ntimero de espi-
nhas, observada nos animais alcoolizados, podera dever-se a
deficiéncias de impregnacdo, ndo s6 dependentes da deaferen-
ciacdo (148) sofrida por degenerescéncia das células granu-
lares, mas ainda, e de acordo com Riley ¢ Walker (202) a
possibilidade de a exposi¢do prolongada ao dlcool poder cau-
sar alteracdes quimicas mo tecido nervoso, tornando as espi-
nhas dendriticas menos susceptiveis 4 impregnacdo pela
prata. Os resultados apresentados poderiam, assim, estar
hipervalorizados. No entanto, as altera¢Ses degenerativas des-
sas espinhas, observadas paralelamente a nivel ultrastrutural,
nao deixa lugar a duavidas quanto a redugao do seu niimero.

A par da redugdo numérica das espinhas dendriticas
nos animais alcoolizados, muitas das existentes nos ramos
dendriticos distais passavam a apresentar padrdao morfolé-
gico diferente do normal (72, 119, 168, 194), isto €, mais
longas e mais finas. Estas modificagoes evidenciam as poten-
cialidades plasticas do tecido dendritico ja amplamente
demonstradas no cerebelo por outros autores (10, 28, 45,
46, 47, 109, 143, 192, 231, 235) a imagem do que acontece nou-
tras areas do sistema nervoso (23, 34, 35, 79, 113, 151, 218).

A desorganizacao da arborizacao dendritica das células
de Purkinje induzida pelo 4lcool, pode depender de altera-
coes metabdlicas verificadas nos corpos celulares as quais
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se reflectiriam, primeiro nas partes mais periféricas das arvo-
res dendriticas e s6 mais tarde levariam a degenerescéncia
do pericério. Nesta perspectiva, apontam trabalhos anteriores
que mostraram a frequéncia do aparecimento de corpos de
inclusdo nuclear nas células de Purkinje dos ratos alcooli-
zados (245), traduzindo provaveis alteragoes da sintese dos
acidos nucleicos (69, 255, 256) e ainda outras investigacoes,
nas -quais se evidenciaram marcadas alteragdes dos organelos
citoplasmaticos; incluem-se nestas ultimas a acumulagio pre-
coce e progressiva de lipofuscina (248, 251) e ainda a pre-
senca de alteracbes mitocondriais (249).

As alteragbes nucleares e citoplasmaticas induzidas pelo
alcool nas células de Purkinje poderiam explicar, por si so,
os processos degenerativos encontrados nas arborizagoes den-
driticas. Acresce, porém, que se descreveram paralelamente
alteragdes .microtubulares nos grandes troncos dendriticos
das células de Purkinje dos animais alcoolizados (174), obser-
vando-se uma diminui¢io muito severa do seu mimero bem
como alteracdo da sua disposi¢ao habitual, modificacdes que
influem marcadamente nos mecanismos de transporte neu-
ronal (70, 94, 222).

Qualquer que seja o0 mecanismo patogenético destas
alteracdes dendriticas, o seu resultado final ¢ a diminuicdo
acentuada da superficie receptora da arvore dendritica da
célula de Purkinje, de que resulta deficiente capacidade de
recepcao, integracdo e transmissdo da informagio destas
células.

Organizacio Estrutural do Neurépilo
da Camada Molecular

0 estudo do neurdpilo da camada molecular, apés alcooli-
zacdo crénica, mostrou um conjunto de alteracées, depen-
dentes do tempo de alcoolizagdo, que levavam a modificacoes
marcadas da sua organizacdo estrutural, com compromisso
dos padrées de normal conexdao neuronal. Eram a principio
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de indole degenerativa, surgindo posteriormente sinais fran-
cos de reorganizagio plastica.

Apés 3 meses de alcoolizacio, abundavam os prolonga-
mentos celulares distréficos dispersos pela camada molecular,
o que confere significado particular ao processo degenera-
tivo. O seu aparecimento e posterior arranjo em estruturas
mais complexas — as placas neuriticas — sdo indicadores mor-
foldgicos de envelhecimento neuronal. Com as outras altera-
coes ja referidas nas mesmas circunstincias experimentais,
como a deposicao neuronal precoce de lipofuscina (248, 251),
o empobrecimento das arborizacdes dendriticas e a diminui-
¢do do mumero de neurdnios, € de admitir, como ja se referiu,
poder o alcool desencadear mecanismos que levam a senes-
céncia neuronal precoce (26, 55, 85, 86, 173, 211).

Os prolongamentos celulares distréficos e as placas senis
sdo achados frequentes em certas areas do sistema nervoso
central do Homem idoso (252, 253, 292). Porém, e por razoes
desconhecidas, estas estruturas s6 muito raramente sao obser-
vadas nos animais (31, 64, 115, 288) com excep¢ao do Macaco
e do Ciao (30, 289). Porém, mesmo no Homem e em situacoes
patolégicas que se julgam estar relacionadas com o envelhe-
cimento, como ¢ o caso da deméncia de Alzheimer, o cerebelo
encontra-se quase sempre poupado (188) o que nio acontece
nos alcodlicos crénicos (141). Este facto corrobora a hipétese
de o alcool poder estar relacionado com a presenca destas
placas no cerebelo do Rato alcoolizado.

Seja qual for o seu significado ultimo, admitese que
os prolongamentos celulares distroficos e as placas neuriticas
primitivas resultem, no caso presente, de processos degene-
rativos dos terminais das fibras paralelas como consequéncia
de factores predisponentes ainda desconhecidos. Saliente-se,
porém, ser muito mais comum os terminais das fibras para-
lelas apresentarem degenerescéncia de tipo denso com mar-
cada reaccao glial.

Em paralelo com a degenerescéncia axonal era também
frequente o aparecimento de degenerescéncia nos ramos den-
driticos terminais e espinhas dendriticas das células de Pur-
kinje. Para valorizar devidamente as repercussdes estruturais
e funcionais que os fendémenos degenerativos encontrados
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tém sobre a camada molecular, recorde-se que uma fracgio
importante do seu volume depende dos axénios das células
granulares e dos dendritos dos restantes neurénios.

As fibras paralelas e as arborizagoes dendriticas das
células de Purkinje e dos interneurdnios inibitérios estdo
dispostos ordenadamente, monopolizando as primeiras a
quase totalidade da aferéncia sinaptica (72, 119, 168) sobre
as espinhas dendriticas das células de Purkinje. Deste modo
se compreende que a degenerescéncia de um ou dos dois
componentes das sinapses entre as fibras paralelas e as espi-
nhas dendriticas das células de Purkinje, leve a profunda dimi-
nuicdo das possibilidades de conexdo neuronal na camada
molecular, factor que adquire ainda maior relevincia se se
considerar a marcada redugio volumétrica desta camada nos
animais alcoolizados.

Se se tiver em conta a importincia morfofuncional, no
circuito cerebeloso, das sinapses entre as fibras paralelas
e as espinhas dendriticas das células de Purkinje, compreen-
de-se a necessidade de uma determinagido cuidada e rigorosa
da densidade numérica destas estruturas. De acordo com o
que se esperava, apos a observagao qualitativa, encontrou-se
reducdo significativa e progressiva das densidades numéri-
cas dos contactos sindpticos, apés 6 meses de alcoolizacdo.

Em vez da densidade numérica, poderia ter-se recorrido,
como o fizeram outros autores (25, 113, 186, 269), ao calculo
do nuiimero de sinapses por unidade de 4rea, bem mais sim-
ples de determinar; todavia, a sua utilizacdo pode acarretar
erros grosseiros na interpretacio de resultados visto tratar-se
de uma grandeza em muito dependente do tamanho e da
forma do contacto sindptico. Com efeito, sdo maiores as pro-
babilidades de os cortes atingirem os perfis sindpticos mais
extensos do que os de pequenas dimensoes e dai a possibili-
dade de se contabilizar predominantemente certos tipos de
sinapses. No caso presente, teve-se sempre em conta a even-
tual influéncia nas quantificacoes a efectuar, quer do angulo
de curvatura dos espessamentos pos-sindpticos, quer da drea
das sinapses, uma vez que a observagdo qualitativa do mate-
rial mostrava que, apés 6 meses de alcoolizagcdo, as sinapses
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entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas das células
de Purkinje eram mais extensas nos animais alcoolizados.
Dai o ter-se recorrido a analise estereoldgica do nuimero de
contactos sindpticos em detrimento de métodos quantitati-
vos mais simples.

O célculo da densidade numérica de uma estrutura numa
amostra depende, para além da espessura do corte, do seu
numero por unidade de superficie e ainda das dimensoes
da referida estrutura (278). Se os dois primeiros factores
sao relativamente simples de calcular, o mesmo ja nido se
pode dizer do ultimo, especialmente quando as estruturas
apresentam irregularidades de forma e nao podem ser todas
reduzidas a uma «figura» conhecida. Por este motivo, os
métodos mais perfeitos para o seu calculo sdo os que ndo
entram em linha de conta com a forma, tamanho e orienta-
cdo da estrutura, possibilitando a determinagdo das suas
dimensoes reais, em cortes seriados (59, 239, 262). Sao, no
entanto, muito complexos € pouco praticos para o estudo de
amostras muito numerosas.

Dado que, no caso presente, a observagdo seriada de
numerosas sinapses nio mostrou grande variabilidade da sua
forma nem do seu angulo de curvatura nos diferentes perio-
dos experimentais, decidiu-se, uma vez ponderadas as difi-
culdades mencionadas, considerar as sinapses como discos
circulares planos e, nesta base, calcular as suas densidades
numéricas. Utilizou-se uma modificacao do método de des-
dobramento (159, 160) descrito por Weibel (278) que per-
mite calcular a distribui¢do da frequéncia das sinapses a par-
tir da dos seus perfis e, deste modo, calcular o didmetro
médio e a area média dos discos sinapticos e as suas densi-
dades numéricas. A opgao feita pelo método do desdobra-
mento dependeu da possibilidade de recurso a métodos com-
putorizados, sem o0s quais a sua aplicagao era problematica.
Sabendo-se, como se disse, a forma aproximada da estrutura
a estudar, a utilizacdo deste método torna possivel o célculo
das densidades numéricas das sinapses em amostras muito
mais significativas com rigor semelhante ao dos métodos
que utilizam cortes seriados (59, 239, 262). A comprovar a
sua eficidcia e credibilidade aponta o facto de os resultados
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obtidos para a densidade numérica das sinapses dos grupos
de controlo e dos grupos de animais alcoolizados durante
1 e 3 meses, se terem mostrado sobreponiveis aos encontrados
por Heinsen e Heinsen (105) nas sinapses entre as fibras
paralelas e as espinhas dendriticas das células de Purkinje
no lébulo VI com o método de Mayhew (149) e calculado
com a programacao de Cruz-Orive (60), e s cerca de 10%
inferiores aos determinados por Verwer e DeGroot com cor-
tes seriados (262).

Conforme se referiu, encontrou-se marcada diminuicao do
numero de contactos sindpticos e reducdo da drea total média
das sinapses entre as fibras paralelas e as espinhas dendri-
ticas das células de Purkinje, no neurépilo da camada mole-
cular. Porém, esta redugdao nos animais alcoolizados nio se
mostrou tdo acentuada como a que seria de esperar, devido
a ocorréncia de um processo evidente de reorganizacio da
camada molecular, que tornaria menos acentuada nesses ani-
mais a reducdo da area activa do neurépilo, primordial para
o normal funcionamento do circuito cerebeloso.

Esta reorganizagdo estrutural teve por base alteracoes
pléasticas centradas em dois tipos de sinapses: fibras parale-
las - espinhas dendriticas das células de Purkinje e fibras
paralelas - dendritos de interneurdénios. Nas primeiras, as
alteracbes pldsticas abrangiam, quer os componentes pré-
-sinédpticos, quer os elementos pds-sinapticos. As modificagoes
mais precoces surgiam, apos 6 meses de alcoolizagdo, quando
se comegaram a visualizar espinhas dendriticas de células
de Purkinje muito alongadas e de colo muito fino. Estabele-
ciam contactos sindpticos com terminais de fibras paralelas
que, por sua vez, apos 12 meses de alcoolizacdo, apresen-
tavam grande aumento das suas dimensdes. Para além das
espinhas alongadas, outras apresentavam formas anormais,
semelhantes 4s encontradas em situacbes também caracteri-
zadas pela diminuicdo das fibras paralelas (45, 46, 109, 112,
231). E tentador sugerir que as espinhas alongadas seriam
provavelmente aquelas que, privadas dos seus aferentes, iriam
estabelecer contacto com outras estruturas pré-sindpticas.
Apoia esta hipotese o facto de se visualizarem numerosas
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espinhas deaferenciadas dispersas na camada molecular e,
ainda, terminais de fibras paralelas que mantinham as densi-
dades pré-sinapticas faltando-lhes o componente pds-sinaptico.
A reutilizacio das densidades pods-sindpticas livres (46, 190,
234) s6 ¢ possivel no caso da deaferenciagdo ser parcial
(46, 112) e de estarem presentes os mecanismos indispensa-
veis 4 actividade plastica, como parece ser o caso das vesi-
culas revestidas, visiveis com frequéncia mo pé de muitas
destas espinhas, que participam activamente no processo de
renovacio de membrana do plasmalema neuronal (7, 152,
153), e ainda a existéncia de filamentos de actina na cabeca
e colo das espinhas (127), responsaveis pela maioria das
modificacdes plasticas que ocorrem a nivel celular (23, 46,
78, 79, 109, 127, 153). Saliente-se, no entanto, que o alonga-
mento das espinhas nio devera deixar de conduzir a mar-
cada disfuncdo do circuito cerebeloso (193).

A presenca de densidades pds-sindpticas livres é um dos
principais factores de indugéo de «sprouting» dos terminais
aferentes (46, 112). No coértex cerebeloso o «sprouting» das
fibras paralelas € contudo limitado, uma vez que estas estru-
turas ndo tém grande capacidade de se dividir e ramificar
(46). Em contrapartida, encontram-se na camada molecular
dos animais alcoolizados durante 12 meses, numerosos ter-
minais de fibras paralelas de grandes dimensdes muitos
deles com densidades pré-sinapticas livres como acontece
noutras circunstancias (236). O aumento da densidade volu-
métrica destas estruturas parece nao ser, neste caso, tradu-
tor de aumento do seu nuimero, mas sim do seu tamanho
dado que, com o método de Golgi, ndao se encontrou altera-
¢io do numero das varicosidades nos axénios das células
granulares. As potencialidades plasticas apresentadas por
estes terminais manifestam-se ainda pela existéncia de vari-
cosidades que contactam simultaneamente multiplas espinhas
dendriticas (46, 190, 234). Em qualquer dos casos, admite-se
que a capacidade de remodelagdo patenteada pelas fibras
paralelas poder4 estar relacionada com o aumento do niimero
dos seus microtibulos observado apdés 3 meses de consumo
de alcool (174), situacdo que nos segmentos ascendentes dos
ax6nios das celulas granulares sé se verifica apés 18 meses
de experiéncia (174).
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Néo se verificou somente a plasticidade dos compo-
nentes pré e pds-sinapticos das sinapses entre as fibras para-
lelas e as espinhas dendriticas das células de Purkinje mas
também, e esta muito marcada, dos préprios contactos sinap-
ticos (56). Com efeito, 2 medida que o nimero de sinapses
diminuia, aumentavam os diidmetros e areas médias das
sinapses, de modo semelhante ao descrito por outros autores
(45, 46, 77, 109, 111). A correlagdo descrita entre ntmero
e drea média das sinapses ¢ de molde a atenuar, embora
limitadamente, a diminuigio da 4rea total média dos contactos
sinapticos, muito reduzida nos animais alcoolizados.

Segundo Sotelo (231), os neurénios do cértex cerebeloso
estariam intrinsecamente programados para a producio de
uma quantidade especifica de proteinas receptoras. Quando
se verifica diminuicdo desta, como podera acontecer mos ani-
mais alcoolizados e & semelhanca do que sucede noutras situa-
coes (45, 46, 77, 109, 111), os espessamentos pos-sindp-
ticos tornmam-se maiores, o que se verificou nos grupos de
animais alcoolizados e até com localizagdes pouco usuais.
Neste complexo processo ndo se deve, porém, esquecer o
papel desempenhado pelas estruturas pré-sindpticas pois na
sua auséncia as densidades pés-sindpticas tornam-se siste-
matica e uniformemente mais pequenas (47, 112).

Relativamente as sinapses entre as fibras paralelas e os
dendritos de interneurénmios, a densidade numérica destes con-
tactos encontrava-se significativamente aumentada nos ani-
mais alcoolizados, aos 18 meses de experiéncia. Estas altera-
¢Ooes uma vez estabelecidas, do mesmo modo que as sinapses
entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas das célu-
las de Purkinje, permitirdo o aproveitamento, por parte das
fibras paralelas, da trama dendritica ainda disponivel na
camada molecular e, assim, de algum modo se compensaria
a marcada reducio da drea total dos contactos sinapticos.

A plasticidade dos circuitos cerebelosos pode verificar-se
naturalmente, como acontece em certos mutantes, ou em
circunstancias patolégicas e experimentais (10, 46, 111, 112,
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143, 178, 192, 234, 235), dependendo do tipo de processo em
curso o grau de adaptacdo morfolégica. Nos animais alcooli-
zados ¢ apesar dos multiplos aspectos de reorganizacio ten-
dentes a manter a drca sinaptica total, as alteragbes encon-
tradas no ndmero e na proporcdo dos diferentes tipos de
contactos sindpticos traduzem a existéncia de profundas alte-
racoes no padrdo das conexdes neuronais €, consequente-
mente, da eficiéncia do circuito cerebeloso.

Circuito Cerebeloso e Consumo Cronico de Alcool

Os diversos componentes do circuito cerebeloso encon-
tram-se interligados de modo a que os estimulos que veiculam
atinjam o seu elemento central —a célula de Purkinje *.
Em circunstancias normais e em repouso, a célula de Pur-
kinje tem acgio inibitéria sobre as células dos nucleos cen-
trais que possuem um «background» de excitabilidade, em
grande parte dependente da acc¢do de colaterais das fibras
trepadoras e musgosas. Por este motivo, pode dizer-se que o
resultado final da actividade cerebelosa resulta do somatério
das variacdes excitacdo-inibicio das células subcorticais con-
sequéncia, afinal, da actividade das células de Purkinje.

Demonstrou-se que a organizacdo estrutural do cortex
cerebeloso do Rato adulto é profundamente afectada pelo
consumo crénico de alcool. De modo progressivo, e depen-
dentes do tempo de alcoolizagéo, instalam-se alteracGes mar-
cadas de dois tipos que modificam essa organizacdo e se
reflectem nos circuitos neuronais. Umas sao de tipo dege-
nerativo com caracteristicas diversas consoante a fase da
alcoolizagdo ¢ a estrutura cerebelosa lesada, enquanto outras,
de aparecimento mais tardio, sio de indole reorganizativa.
Estas ultimas atenuariam, de algum modo, os efeitos das
primeiras.

* Para revisdo e recolha de bibliografia pormenorizada sobre
aspectos funcionais do circuito cerebeloso ver 71, 72, 119, 147.
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Dos sistemas de fibras aferentes do cértex cerebeloso,
o das fibras musgosas nio apresenta, apds consumo crénico
de alcool, alteracées de monta; pelo contrario, o complexo
sinaptico em que se integram os seus terminais, formando
o elemento central do glomérulo cerebeloso, encontra-se pro-
fundamente modificado, em consequéncia da perda de grande
numero de dendritos das células granulares e da actividade
reorganizativa patenteada pelos seus elementos constitutivos,
nomeadamente pelo aparecimento de sinapses neo-formadas
com os dendritos das células de Golgi.

As células granulares sio, de todos os elementos celu-
lares do cortex cerebeloso, as mais afectadas pelo consumo
de dlcool havendo diminuigdo progressiva do seu numero,
apos 6 meses de alcoolizagdo. A degenerescéncia destas células
nio é uniforme, encontrando-se dreas muito mais afectadas
do que outras. A morte do pericario € precedida pela perda
das ramificacdes mais distais dos dendritos, processo com
marcadas implicacdes funcionais a nivel do circuito cerebe-
loso, uma vez que o numero ¢ a integridade destas células
sao factores indispensaveis para a sua normal despolarizacéo.
Em circunstiancias normais, uma célula granular vence com
mais facilidade o limiar da excitabilidade se for estimulada
por duas fibras musgosas diferentes. Este facto, aliado a
disposicdo das rosetas na camada granular, leva a que o
numero de células granulares plenamente activadas nao seja
tdo grande como se poderia supdr atendendo a grande diver-
géncia patenteada pelo sistema das fibras musgosas; existe
sempre, com efeito, uma grande populagio de células em
estado sub-liminar de excitabilidade.

O numero de células granulares activadas pelos termi-
nais das fibras musgosas deverd ser consequentemente muito
menor nos animais alcoolizados, do que o verificado em con-
dicbes normais, quer devido a perda das suas ramificacoes
periféricas, quer devido & diminuicdo do numero de células.
Deste modo, a vertente excitatdria do circuito cerebeloso fica
muito reduzida. A diminuicdo dessa actividade é ampliada
pela reducio do nuimero de axdnios de células granulares
que contactam as arvores dendriticas das células de Purkinje.
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A influéncia dos axdnios das células granulares que contactam
as arvores dendriticas das células de Purkinje depende, em
muito, de grupos de células granulares activadas subjacentes
as células de Purkinje, capazes de modificarem directamente
os seus potenciais (27, 142), e das fibras paralelas que, acti-
vadas assincronamente ao longo de toda a arvore, modulam
a actividade excitatéria desencadeada pelos referidos axdnios
ascendentes (142). A conjuncdo dos dois tipos de actividade
mediados pelos axonios das células granulares ¢ necessaria
a normal despolarizagdo da célula de Purkinje. Compreen-
de-se, pois, que a degenerescéncia de tipo focal das células
granulares, aliada & diminui¢do marcada do niumero de fibras
paralelas, leve a um marcado decréscimo da actividade das
células de Purkinje. Acresce, ainda, que estas células apre-
sentam reduciio da sua drea receptora apds os 6 meses de
alcoolizaciio, em consequéncia de degenerescéncia dendritica,
nomeadamente dos seus ramos terminais e das suas espinhas,
elementos fulcrais para a recepgdao dos estimulos veiculados
pelos axdnios das células granulares. A funcdo normalmente
desempenhada pelas células de Purkinje no circuito cere-
beloso encontra-se ainda mais afectada aos 18 meses de alcooli-
zacdo, pela sua propria degenerescéncia e diminuicdo conse-
cutiva do ntmero total dessas células.

As fibras paralelas também estabelecem, embora com
menor frequéncia, contactos sindpticos com as arvores den-
driticas dos interneurénios. Destes, as células em cesto
actuando sobre as células de Purkinje que se localizam late-
ralmente aos seus corpos celulares, fazem sentir a sua accio
inibitéria mas dreas que bordejam as zonas corticais mais
estimuladas e contribuem para delimitar fronteiras entre
as zonas activadas e as inibidas. Nos animais alcoolizados
a actividade destas células devera estar diminuida, como con-
sequéncia da redugao do seu nimero e dos fenémenos dege-
nerativos que levam ao empobrecimento do seu dominio
dendritico. E pois de prever o esbatimento dos limites, em
circunstancias normais bem definidos, entre as zonas cor-
ticais activadas e inibidas, e portanto, a ocorréncia de mar-
cadas alteragbes funcionais.
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Em resumo, as alteragdes degenerativas induzidas no
circuito cerebeloso pelo consumo crémico de alcool motivam,
para além da diminuicdo do ntimero de circuitos funcionantes,
o aparecimento de dreas corticais onde, como consequéncia
da falta de actividade inibitéria das células em cesto (e even-
tualmente das estreladas do 1/3 externo), a actividade é
difusa, nao circunscrita a areas bem delimitadas, sendo pro-
vavelmente sub-liminar, incapaz de desencadear resposta das
células de Purkinje. Pelo contrario, o aumento da extensio
da drea cortical activada, cria as condigdes necessarias para
uma facilitagdo da estimulagdo das células de Golgi. Com
efeito, a activacdo destas células depende, em circunstancias
normalis, da drea cortical molecular activada, sé se verificando
quando esta, pela intensidade do foco aferente, ultrapassa os
limites definidos pelas células em cesto. No caso dos animais
alcoolizados, embora o aumento da area cortical activada
tenha origem diversa, criam-se as condigdes para a estimu-
lagdo destes interneurénios, cujos dendritos, nestas circuns-
tncias, apresentam até numero muito superior de sinapses
com as fibras paralelas.

Os axdnios das células de Golgi articulam-se directa-
mente com os dendritos das células granulares e tém, em
circunstincias mormais, uma fungio de «clearing» sobre as
excitadas sub-liminarmente (como consequéncia de insufi-
ciente activacdo). Nos animais alcoolizados, a activacdo das
células de Golgi reforcard a actividade inibitéria do circuito
cerebeloso. Para além da hipdtese agora apresentada, deve
referir-se ainda o aumento do namero de contactos directos
dos dendritos destas células com os terminais das fibras
musgosas, a par da manutencdo do nimero de sinapses entre
os terminais das células de Golgi e os dendritos das células
granulares,

No sistema nervoso, a actividade degenerativa opdem-se,
regra geral, fenémenos de reorganizacao (23, 54). O apare-
cimento de alteracdes plasticas depende da capacidade das
células nervosas se adaptarem as modificagdes do seu meio.
Tais alteracoes de cardcter reorganizativo traduzem-se por

126




modificagdes das zonas mais activas, que podem, assim, variar
no seu numero ou na sua extensdo segundo os condiciona-
lismos homeostaticos.

Nos animais submetidos a alcoolizacdo crénica, mesmo
na presenca do tdxico, ha sinais francos de actividade recons-
trutiva nos elementos do circuito cerebeloso. Na camada gra-
nular, salientam-se os processos reorganizativos do glomérulo
cerebeloso onde a diminui¢do numérica das sinapses entre as
fibras musgosas e os dendritos das células granulares acaba
por ser compensado pelo aparecimento de extensos contactos
sinapticos entre os terminais de fibras musgosas ¢ os den-
dritos de células de Golgi. Na camada molecular sio eviden-
tes as modificagbes dos terminais das fibras trepadoras e,
mais acentuadamente, as modificacées sofridas pelas sinapses
entre as fibras paralelas e as espinhas dendriticas das células
de Purkinje e entre as fibras paralelas e os dendritos de
interneurénios. Nas primeiras, os fenémenos reorganizativos
caracterizam-se pelo aumento de tamanho dos botdes pré-
-sinapticos das fibras paralelas, por crescimento anormal das
espinhas dendriticas das células de Purkinje e por aumento
da 4rea das sinapses, tornando-se os contactos sinapticos
mais extensos. Nas sinapses entre as fibras paralelas ¢ os
dendritos de interneurénios, regista-se um aumento do niimero
destes contactos sinapticos.

Se bem que os processos reorganizativos funcionem
como mecanismos de compensacdo da reducao da area sinap-
tica total do cortex cerebeloso, cuja consténcia ¢ indispensa-
vel para o normal funcionamento dos seus circuitos, nem
sempre serdo funcionalmente eficazes. Entre eles os que terdo
maior repercussido funcional serdo, por certo, o aumento da
area das sinapses entre as fibras paralelas e as espinhas
dendriticas das células de Purkinje e o aumento do ntmero
de sinapses sobre os dendritos dos interneurénios. Apesar
disso as sinapses neo-formadas sobre as espinhas dendriticas
das células de Purkinje e interneurémios nio serdo suficientes
para compensar os fenémenos degenerativos. Do ponto de
vista funcional, pensa-se até que as alteragbes da geometria
das espinhas dendriticas que ocorrem nestas circunstancias,
poderao dificultar o processo da despolarizagio induzida pela
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estimulagdo sinaptica, dado o aumento da resistividade con-
dicionado pelo alongamento das espinhas, reduzindo-se assim,
a eficiéncia dos novos contactos sindpticos.

Hi que atender, ainda, as modificacoes (degenerativas-
-reorganizativas) encontradas no sistema das fibras trepado-
ras que, por si s6, terdo marcadas implicagoes no tipo de
resposta da célula de Purkinje e que potenciardo, por certo,
as alteracoes dependentes do sistema fibra musgosa - célula
granular - célula de Purkinje.
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RESUMO E CONCLUSOES

O estudo dos efeitos do alcool sobre o sistema mervoso
é de ha muito, alvo de atencio de numerosos grupos de inves-
tigagfio. Tal facto esta relacionado com a importancia médica,
social, econémica e sanitdria que se atribui ao alcoolismo.

No sistema nervoso central o cerebelo ¢ uma das par-
tes mais vulneraveis 4 acgdo do 4lcool, como o demons-
traram multiplos estudos necrépsicos, insuficientes, porém,
para avaliagdo pormenorizada dos efeitos do alcool sobre
as células nervosas; ao mesmo tempo tornava-se impossivel
distinguir as alteragdes induzidas pelo 4lcool de outras que
normalmente resultam de diferentes factores habitualmente
associados ao alcoolismo.

Para ultrapassar estas dificuldades foi mecessario o
recurso a modelos animais de alcoolizagdo crénica que estdo
na base de numerosos trabalhos experimentais. Sdo, no
entanto, escassos os estudos de indole morfolégica, ao con-
trario do que sucede com os fisiolégicos, bioquimicos e
farmacolégicos. Esta lacuna, por si s6, tornava incompleta
a avaliacio dos efeitos do 4alcool sobre o meurénio. Impu-
nha-se, pois, obter elementos morfolégicos mais pormeno-
rizados a nivel da organizacio global do circuito cerebeloso
através da analise dos seus diferentes constituintes apés lon-
gos periodos de alcoolizagdo, uma vez que o resultado final
das operagdes corticais cerebelosas, tal como acontece nos
outros circuitos neuronais, depende da integridade dos seus
diferentes elementos e ainda da das suas conexdes mormais.

Com esta finalidade, procedeu-se & alcoolizagao de gru-
pos de ratos adultos durante 1, 3, 6, 12 ¢ 18 meses com uma
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solucdo aquosa contendo 20% de etanol, submetendo-se gru-
pos correspondentes de animais testemunha ao mesmo con-
trolo nutricional.

Estudou-se qualitativa e quantitativamente com micros-
copia de luz material incluido em parafina, em resina de
inclusdo e impregnado pela prata, a par de outro analisado
ultrastruturalmente.,

As investigacdes levadas a cabo mostraram que o modelo
animal utilizado (independentemente de alguns inconvenien-
tes que se lhe reconhecem) preencheu as condicées neces-
sarias para avaliacdo dos efeitos da administracio crénica
de dlcool sobre o cértex cerebeloso.

Em sintese, verificou-se nos animais submetidos a alcoo-
lizacdo cromica, e como efeitos da neurotoxicidade do etanol:

1. A diminuicio significativa dos volumes das camadas
do cortex do cerebelo e do da substancia branca.

2. A presenga de alteragdes plasticas dos terminais das
fibras trepadoras.

3. Na camada granular, reducio marcada do niimero
de células granulares sem alteracbes numéricas das
células de Golgi, tendo-se observado nos glomérulos
cerebelosos apés um periodo em que predominavam
os fendémenos degenerativos, profunda reorganizacio
estrutural com o aparecimento de grande mumero
de sinapses entre os terminais das fibras musgosas
e os dendritos das células de Golgi, em detrimento
das sinapses entre as fibras musgosas ¢ os dendritos
das células granulares.

4. Reducdo do niimero de células de Purkinje no perfodo
final da experiéncia, precedida de marcadas altera-
¢bes conducentes ao empobrecimento das suas arbo-
rizacgbes dendriticas.
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5. Na camada molecular, sinais de degenerescéncia
axonal e dendritica com abundantes perfis axo-
nais distréficos, por wezes agrupados, formando
placas senis de tipo primitivo, ¢ reducao do numero
de sinapses entre as fibras paralelas ¢ as espinhas
dendriticas das células de Purkinje. Em compensa-
¢do, os valores do diAmetro e da area média destas
sinapses, apresentavam-se aumentados o que de
algum modo atenuaria as consequéncias da marcada
diminuicdo da area total média das sinapses.

6. Marcadas potencialidades plasticas dos terminais das
fibras paralelas traduzidas pela presenca de contac-
tos multiplos entre esses terminais e as espinhas
dendriticas das células de Purkinje e pelo aumento
do namero de sinapses com os dendritos dos inter-
neuronios.

7. Reducdo do numero de interneurénios da camada
molecular e empobrecimento aprecidvel das arvores
dendriticas das células em cesto.

A anélise global destes resultados permite concluir que
a organizacao estrutural do cértex cerebeloso do Rato adulto
é profundamente afectada pelo consumo crénico de alcool.
A par das alteracGes degenerativas observadas e descritas
na quase totalidade dos elos do circuito cerebeloso, obser-
vou-se também evidente actividade reorganizativa, insuficiente,
todavia, para atenuar as consequéncias daquelas, por nao
conseguir restabelecer qualitativa e quantitativamente o cir-
cuito cerebeloso. A acc¢do neurotdxica croénica do alcool acar-
reta a diminuicao do mumero de circuitos cerebelosos e o
aparecimento de neo-conexdes entre neurdnios, mas de padrao
diferente das existentes nos animais normais.

Demonstrou-se deste modo, no animal escolhido para
esta investigacdo, a ocorréncia de lesdes graves da estrutura
do cortex do cerebelo determinadas pela acgdo do etanol.
E de aceitar que factos andlogos se passem em outras espé-
cies animais e portanto também no Homem, explicativos dos
quadros que se manifestam nas fases mais avancadas da
degradagdo funcional do sistema nervoso dos alcodlicos.
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

In the last few years, various research groups have
paid particular attention to the study of the effects of etha-
nol on the nervous system, obviously because of the medical,
social, economic and sanitary importance of chronic
alcoholism.

Numerous necropsic studies have demonstrated that,
within the central nervous system, the cerebellum is one of
the areas which is most vulnerable to the effects of alcohol.
These studies, however, were insufficient for a detailed eva-
luation of the morphological effects of ethanol on nerve cells
and did not allow to distinguish between alcohol-induced
alterations and those resulting from different factors fre-
quently linked to alcoholism.

In an attempt to overcome these difficulties, many
authors based their work on experimental models of
chronic alcohol consumption. The scarcity of morphological
studies, as opposed to the many physiological, biochemical
and pharmacological investigations, makes it difficult to get
a complete evaluation of the effects of alcohol on the neuron.
It thus became evident that an analysis of the various com-
ponents of the cerebellar circuitry after long periods of
alcohol consumption was necessary to obtain more detailed
morphological data, since the final processing of cerebellar
cortical operations, and to a certain extent, that of other
neuronal circuitry, depends on the integrity of their different
elements as well as on the latter’s normal connections.

With this in mind, groups of adult rats were alcohol-fed
for periods of 1, 3, 6, 12 and 18 months, with a 20% aqueous
ethanol solution. The respective controls were pair-fed.
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Light microscopic qualitative and quantitative obser-
vations were made in paraffin, epon embedded and silver-
-impregnated material. For ultrastructure routine procedures
were used.

The results obtained showed that the animal model,
although far from perfect, was good enough to fulfill the con-
ditions necessary for an evaluation of the effects of long-term
alcohol consumption on the cerebellar cortex.

In brief, it was observed that under those conditions:

w

There was a significant decrease in volume of the
cerebellar cortical and myelinated layers.

There were plastic changes in the climbing fibers.

In the granular layer, there was a marked decrease
in the number of granule cells but not of Golgi cells.
After a period in which degenerative phenomena pre-
dominated, the cerebellar glomeruli presented a
marked structural reorganization with the appearance
of a great many synapses between the mossy fiber
endings and the dendrites of the Golgi cells, to the
detriment of the synapses between the mossy fibers
and the dendrites of the granule cells.

There was a decrease in the number of Purkinje
cells at the end of the experiment which was pre-
ceeded by marked alterations leading to an impove-
rishment of their dendritic trees.

Axonal and dendritic degeneration was clearly seen
in the molecular layer. Dystrophic profiles were nume-
rous often assembled forming primitive senile pla-
ques. A decrease in synapses between parallel fiber
boutons and the spine dendrites of the Purkinje
cells was also noted, whereas the diameter and mean



area of these synapses were increased; which would
to a certain extent, attenuate the expected overall
reduction of the mean total synaptic area.

6. The parallel fiber boutons showed marked plastic
capabilities, as shown by the presence of multiple
contacts between these and the dendritic spines of
the Purkinje cells and by the increase in synapses
with interneuronal dendrites.

7. There was a decrease of interneurons of the mole-
cular layer, and an impoverishment of basket cell
dendritic trees.

Taking these results together it is safe to conclude
that chronic alcohol consumption has a marked effect on
the structural organization of the cerebellar cortex of the
adult rat. Aside from the degenerative alterations observed
in almost all the components of the cerebellar circuitry, there
also was evidence of neuronal regrowth, but this was insuf-
ficient to attenuate the consequences of the degeneration as
it could mot, reestablish the cerebellar circuitry. The para-
mount neurotoxic effect of alcohol in the cerebellar cortex
of the adult rat is a decrease in the number of its cerebellar
circuitry and the appearance of newly-formed connections
between neurons, albeit morphologically different from those
usually observed.

The abnormalities reported herein were found in the rat.
However, it would not be forward to assume that similar
changes might also occur in Man and could be the neuro-
pathological foundation of the ethanol-induced changes obser-
ved in the central mervous system of chronic alcoholics.
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