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RESUMO

Objetivo: Analisar osefeitosdaingestéo cronicade @ cool sobreo nervo
Opticoemummodel o murino adulto. M étodos: Dozeratosmachosdaraca
Wistar, de 30 dias de idade, foram divididos por sorteio em 2 grupos
experimentais: “tratado” (TG), com 8 animais, alimentados com ragéo-
padr&o pararoedores de |aboratorio e uma mistura de &gua de torneira e
etanol ad libitum; “controle” (CG), com 4 animais, alimentados com a
mesmaragdo e dguadetorneirapuraad libitum. Apds 40 semanas todos
os ratos foram sacrificados, sendo os nervos dpticos de ambos os olhos
preparados paramicroscopia optica e eletronica. A &rea de secgdo trans-
versal de cada nervo a aumento de 500x, assim como nimero de fibras
axonais dentro de 5 campos aleatoriamente sel ecionados a aumento de
2000 x foram medidoscomauxilio dedigitalizador deimagensacoplado ao
microscopio optico. Foram realizadas fotomicrografias de 10 campos
aleatoriamente selecionados de cada nervo (5 centrais e 5 periféricos) a
aumentode4200 x em microscopio el etronico detransmissdo. Resultados:
A andlise morfométrica ndo mostrou diferencas estatisticamente sig-
nificativasentre os 2 grupos estudados. Em contraste com o CG, o exame
ultra-estrutural dos nervos Gpticosdo TG mostrou um intenso desarranjo
das bainhas de mielina, que se tornaram espessadas, com separacéo de
suaslamelas, apresentando, por vezes, degeneracdesinterlamel aresel étron-
densas, além dapresencade muitasorganel asdegeneradas. Concluséo: Os
achados desse estudo mostram alteracBes ultra-estruturais no nervo
Optico deratosadultosapdsingestdo cronicaded cool, sem modificacbes
morfométricassignificativas.

Descritores: Nervooptico/citologia; Nervo épticolultraestrutura; Microscopiaeletronica;
Etanol/toxidade; Ratos

I NTRODUGCAO

Aproximadamente 2/3 dos americanos acima de 14 anos consomem
bebidas alcodlicas. Etilistas “pesados’ constituem cerca de 10% destes
(7% da populacdo adulta dos Estados Unidos) e respondem por aproxima-
damente metade do consumo de &l cool e pela quase totalidade das compli-
cacdes socio-econdémicas e médicas do etilismo e abuso de d cool. O custo
anual destes problemas para a soci edade americana é de cercade 100 bilhdes
de dolares®.

O alcoolismo crénico, como € bem sabido, induz a alteragdes patol 6gi-
cas em praticamente todos os 6rgdos e tecidos do organismo. Os efeitos do
etanol sobre o sistema nervoso s@o extensos e uma variedade de desordens
neuropatol égicas e neuropsicoldgicas tém sido descritas em alcoolistas
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crénicos®. O alcoolismo também esta associado a alteractes
oculares, tais como a ambliopia por tabaco-alcool e as mani-
festacOGes oculares dasindrome al codlico-fetal (SAF)@. Algu-
mas alteracdes clinicas no sistema oculomotor também tém
sido descritas, dentre elas o nistagmo®.

Estudos experimentais acerca dos efeitos do consumo de
acool sobre o nervo optico de ratos tém sido mais frequente-
mente limitados a exposicéo gestacional“® ou pos-natal pre-
cocel™?, concentrando-se principalmente na SAF. A maioria,
mas ndo todos 0s estudos experimentais sobre a exposicao
crénica ao etanol em ratos adultos, indicam perda de células
nervosas no sistema nervoso central (SNC)©12,

O objetivo do presente estudo € analisar os efeitos dainges-
t&o crénicade dcool sobre o nervo dptico em um model o murino
adulto por meio de andlise morfométricae ultraestrutural.

METODOS

O projeto de estudo foi previamente aprovado pelo Comité
de Eticaem Experimentagio Animal daFaculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, seguindo as hormasda A ssociation for
Researchin Vision and Ophthalmology (ARVO).

Animais e dieta

DozeratosmachosdaracaWistar, de 30 diasdeidade, com
pesos similares, foram previamente avaliados por profissional
especializado quanto & auséncia de doencas e entdo dividi-
dos, por sorteio, em 2 grupos experimentais: “tratado” (TG),
com 8 animais, alimentados com rag&o-padr&o para roedores
de laboratério e uma mistura de &gua de torneira e etanol ad-
libitum; “controle” (CG), com 4 animais, alimentados com a
mesma racdo e agua de torneira pura ad libitum. Todos os
animaisforam mantidos em gaiolasindividuais no biotério do
Instituto de Biociéncias daUNESP - Campus de Botucatu. Foi
realizado controle mensal do peso dos animais em balanca
eletrénica com precisdo de 5 gramas.

A concentragdo de etanol na mistura do TG foi aumentada
gradualmente de 10% na 12 semana para 20% ha 22 semana e
entéo para 30 % até o final do experimento. Todos 0s animais
foram mantidos em suas dietas durante 40 semanas e entéo
sacrificados por injecéo intraperitoneal de pentobarbital sddico.

Preparo do tecido

Ambos os olhos de todos os ratos foram imediatamente
enucleados e seccionados ao nivel do equador, imersosem uma
solugéo de glutaraldeido 2,5% por 24 horas, sendo 0s nervos
Opticos entdo dissecados e seccionados transversalmente em
sua insercdo no bulbo ocular. Os nervos foram ent&o lavados
em tampé&o defosfato 0,1M eimersosem um fixador secundério
abase detetrdxido de dsmio 1% por maisduas horas. Apdsisso
eles foram desidratados em uma seqiiéncia gradual de dcool e
entdo embebidosem resinaepdxi (Araldite).

Cortestransversais semifinos (~1um) apartir daextremida-
de distal de cada nervo, adjacente ao bulbo, foram feitos e
corados com azul de toluidina 1% para microscopia épticade
imersdo. Cortestransversais ultrafinos (~ 80 nm) foram entao
feitos usando-se um micrétomo Ultracut UCT (Leica, Austria),
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sendo estes entdo capturados em grades de cobre (200 campos)
e subseguientemente corados com citrato de chumbo 0,2% e
umasol ucéo saturadade uranil acetato paramicroscopiael etro-
nica de transmissdo.

Morfometria

As é&reas de secgdo transversal de cada nervo, excluindo-se
suas meninges, a uma magnificacdo de 500 %, assim como 0
numero de axéniosdentro de 5 camposrandomi zadamente sel e-
cionados por nervo, aumamagnificacdo de 2000 x, foram medi-
dosatravésdeum digitalizador e analisador deimagensK S 300
(Zeiss, Alemanha). Consideramos “ax6nios’ todas as areas
circunscritas medindo entre 0,2 e 3,0 mm, conforme descrito®®
paraaracaWistar.

Microscopia eletrénica

Foram realizadasfotomicrografiasde 10 campos (5 centrais
e 5 periféricos) aleatoriamente selecionados de cada nervo,
sem interseccBes, a uma magnificacdo de 4200 x, usando-se
um microscépio el etrdnico de transmisséo Phillips EM 301.

Estatistica

Os pesos foram analisados mensal mente, usando-se o teste
de Mann-Whitney. Os resultados das medidas morfométricas
foram analisados através do teste t de Student para amostras
independentes. O nivel de significancia considerado para am-
bos ostestes foi de P < 0,05.

RESULTADOS

N&o foram encontradas dif erencas estatisticamente significa
tivasentreos pesosdosratosde TG e CG (Tabelal) em nenhuma
das 10 medidas mensais, pelo teste de Mann-Whitney.

A andlise morfométrica, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos em estudo
guanto as &reas de sec¢do transversal dos nervos Opticos
(Tabela 2) ou nimero de axbnios por campo (Tabela 3), pelo
teste t de Student.

A andlise ultraestrutural ndo mostrou alteracdesimportan-
tesem nenhum dos nervos épticosdo CG (Figural). Por outro
lado, todos os nervos épticos do TG apresentaram fibras
axonais com muitas organelas degeneradas, além de severo
desarranjo estrutural de suas bainhas de mielina, com separa-
¢do de suas lamelas e, por vezes, inclusdes interlamelares
elétron-densas (Figura2).

DI SCUSSAO

O sistema nervoso € particularmente sensivel aos efeitos
do consumo de alcool; o nervo éptico, em especial, tem sido
extensivamente estudado para determinar tais efeitos.

A andlise ultraestrutural em nosso estudo mostrou sinais
degenerativos severos em todos os nervos opticosdo TG, em
contraste com os do CG, nos quais ndo foram encontradas
alteracdes significativas. Tendo em vista a uniformidade dos
achados nos 2 grupos isoladamente e o contraste marcante
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Tabelal. Medidas mensaisdos pesos (g) dosratosde TGe CG

ratoimés inicial 1° > F L2 53 (3 r & or 10°
TG-1 350 340 360 345 350 345 335 340 335 335 330
TG-2 330 330 315 320 315 330 315 320 325 325 315
TG-3 335 345 340 330 325 335 335 330 320 325 335
TG4 340 330 325 330 335 325 330 320 325 330 330
TG-5 330 310 315 310 310 320 310 305 315 315 315
TG-6 345 345 330 340 335 330 335 330 340 330 335
TG-7 345 330 330 335 330 330 340 340 330 335 330
TG-8 335 330 315 315 325 315 310 315 315 320 320
CG-1 340 340 335 345 335 345 345 335 345 335 330
CG-2 350 360 345 350 350 355 345 340 340 340 345
CG-3 335 330 315 320 320 335 325 325 320 330 325
CG-4 335 330 340 340 330 325 320 330 325 325 320
TG=grupotratado; CG=grupocontrole

Tabela 2. Areas médias (mm?) de seccéo transversal dos nervos
6pticosde TGeCGetestetde Studentde comparagdoentreosgrupos

Area(mm?) TG CG Testet
de Student*

oD 0,313+0,033 0,330+0,030 087

OE 0,314+0,027 0,322+0,037 040

AO 0,314+0,030 0,326+0,032 0,65

TG=grupotratado; CG=grupo controle.* Significante parap<0,05.

Tabela 3. Namero médiode fibras axonais dos nervos 6pticosde
TGeCG porareade campoemmicroscépioéptico (magnificacéo
de 2000x), desvio-padréoetestetde Studentde comparacédoentre

osgrupos
N°de axdnios TG CG tde Student*
oD 718,4+62,5 685,6+63,7 085
OE 717,0+£53,1 712,7+16,8 0,15
AO 717,7+56,9 699,1+38,0 058

TG=grupotratado; CG=grupo controle.*Significante parap<0,05

= e W

Figural-CortetransversaldonervodpticodoratoCG-3examinadoao
microscépioeletronicode transmissaoaumamagnificacdode 4200x,
evidenciandofibrasaxonaissemalteracdesimportantes (setas)

Figura2-Corte transversaldonervoépticodorato TG-3examinadoao
microscépioeletrdnicode transmissdoaumamagnificacdode 4200x,
evidenciandofibrasaxonaisnasquaisnota-seseverodesarranjoestru-

turaldasbainhasde mielina, comseparacdode suaslamelas

dos entre os achados ultraestruturais, consideramos suficiente

o numero deanimaisdo CG.

As ateracOes observadas no TG sugerem contraste com
estudo anterior®, onde ndo foram observados quaisquer sinais
de degeneragao ou alteragdes discerniveis em outros processos

celulares no nervo Gptico de ratos adultos aimentados com

etanol 5% por 5, 10 e 17 semanas. Em nosso estudo, porém, a
concentracdo de etanol nasolucédo do TG bem como o tempo de
exposi¢ao foram consideravel mente maiores. N&o utilizamosum
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modelo “pair-fed” (alimentados aos pares), mais préximo do
ideal, onde aquantidade de caloriasingeridaspelo coelho trata-
do é amesma do seu “par-controle”, sendo as calorias propor-
cionadas pelo dcool no TG substituidas por carboidratos no
CG. Contudo, adietaad libitum administradaem nosso estudo,
mostrou-se satisfatoria, tendo-se em vista que a Unicafonte de
agua dos animais do TG era a solucdo acodlica (o que os
obrigou a ingerir a solucéo) e que os pesos dos ratos ndo
diferiram estatisticamente entre os 2 grupos durante o estudo.

Alguns autores observaram degeneracdes a andlise ultra-
estrutural no SNC de ratos cronicamente alimentados com
dietas contendo &cool. Degeneracfes induzidas pelo acool
em células hipocampais e sinapses'*+1% e em células do cortex
cerebelar? foram descritas.

A andlise morfométrica em nosso estudo ndo mostrou dife-
rencas significativas na &rea de sec¢do transversal ou no nime-
rodefibrasaxonaisentre osnervosopticosde TG e CG. Apesar
das diferencas nos métodos de tratamento por &cool e de
morfometria, nossos resultados estdo em concordancia parcia
com os de outro estudo®, onde se observou auséncia de perda
axonal apdsingestdo crénicade dcool em ratos adultos; entre-
tanto nesse estudo foi notado, ao contrario do nosso, reducdo
nas éreas de seccdo transversal dos nervos opticos.

Osefeitosdaingestdo crénicaded cool (2,5; 6,5; 9,5 meses)
sobre células hipocampai sderatosforam anteriormente estuda-
dos™V e observou-se reducgéo do nimero de células, bem como
reversibilidade dos sinais degenerativos apos 1 més de absti-
néncia. Nao podemos afirmar se as alteracdes ultraestruturais
observadas em nosso estudo sdo ou ndo reversiveis, mas mor-
fologicamente, o grau de degeneracdo de muitosaxéniosdo TG
parece ser téo avangado que supomos que o dano nessas fibras
sgjairreversivel. Como aanalise morfométricando consideraa
funcionalidade dafibranervosa, é possivel que muitos axénios
ndo-funcionantes ou “mortos’ tenham sido contados. Testes
el etrofisiol 6gicos e estudos envolvendo abstinéncia podem ser
Uteis paraum melhor esclarecimento dessas dividas.

As discrepancias entre 0 nosso e a maioria dos estudos
podem ser devidas, em parte, asdiferencas entre os procedimen-
tosexperimentais (raca, idadeinicial, concentracdo de etanol nas
dietas, tempo de exposi¢do, preparacao tissular, etc.).

CONCLUSAO

Os achados deste estudo mostram alteracdes ultraestrutu-
rais no nervo optico de ratos adultos apds ingesta cronica de
acool, sem modificagdes morfométricas significativas. Estu-
dos envolvendo um modelo “pair-fed”, testes el etrofisiol 6gi-
cos einducdo de abstinénciapodem contribuir paraum melhor
esclarecimento do assunto.

ABSTRACT

Purpose: To analyze the effects of chronic ethanol intake on
the optic nervein an adult rat model. M ethods: Twelve male,
30-day-old Wistar rats were randomly divided into 2 experi-
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mental groups: “treated” (TG), with 8 animals, fed standard
|aboratory rodent chow and amixture of tap water and ethanol
ad libitum; and “control” (CG), with 4 animals, fed the same
chow and pure tap water ad libitum. After 40 weeks all rats
were sacrificed, having their optic nerves prepared for both
licht and electron microscopy. The cross-sectional area of
each nerve, at amagnification of x 500, aswell asthe number
of axonswithin 5 randomized field areas, at amagnification of
x 2000, were measured by using animage digitizer. Randomi-
zed sampling was madefor taking 10 photomicrographs of each
nerve (5 central and 5 peripheral) at amagnification of x 4200in
a transmission electron microscope. Results: Morphometric
analysis showed no significant differences between both
groups. In contrast with CG, the ultrastructural examination of
TG optic nerves showed severe disarrangement of myelin
sheaths, which becamethicker, with separation of their lamellae,
presenting someti mes el ectron-dense degenerations between
them, and al so many degenerated organellae. Conclusion: Our
findings show ultrastructural alterationsin the optic nerve of
adult rats following chronic ethanol consumption, without
morphometric changes.

Keywords: Optic nerve/cytology; Optical nerve/ultraestruc-
ture; Microscopy, electron; Ethanol/toxity; Rats
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