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RESUMO

O consumo de etanol tende a aumentar os niveis de marcadores inflamatdrios no Sistema
Nervoso Central. A cafeina tem papel antagdnico ndo-seletivo dos receptores adenosinérgicos.
Sabe-se também que as vias adenosinérgicas desempenham agdo protetora no SNC. Assim, supde-
se que o consumo de cafeina seja capaz de interferir nos processos celulares inerentes aos
mecanismos inflamatdrios, podendo atenuar a instalagdo da neuroinflamacao. Os miRNAs afetam
amplamente a funcao celular e fisiolgica e podem mostrar-se alterados apds o consumo de etanol
e de outras substincias, estando ligados a modulagdo da resposta inflamatéria. O objetivo geral do
trabalho foi o de detectar alteragdes das expressoes de genes, microRNAs e proteinas relacionados
aos processos inflamatdrios e as vias adenosinérgicas do cerebelo a partir da interacao entre etanol
e cafeina. Ratos UChB e Wistar, machos com 5 meses de idade, foram divididos nos seguintes
grupos (n=15/grupo): 1. UChB (ratos UChB que receberam solu¢do de etanol a 10% e agua ad
libitum); 2. UChB+cafeina (ratos UChB que receberam solugdo de etanol a 10% + cafeina 3g/L e
agua ad libitum); 3. Controle (ratos Wistar que receberam agua ad libitum). O cerebelo dos animais
foi coletado e processado paras as técnicas de RT-PCR, Western Blotting e imunohistoquimica
para os marcadores inflamatérios NFkB, TLR4, TLR2 e MyD88 e receptores adenosinérgicos Al
e A2a e para os miRNAs -155-5p, -146a-5p, -126-3p, -132-3p, -339-5p, também mensurados no
plasma. Para os miRNAs, houve aumento da expressao de todos os miRNAs teciduais analisados
para o grupo UChB e redu¢do da expressdao dos mesmos a niveis compardveis ao do grupo Controle
para o grupo UChB+cafeina. No plasma sanguineo, a cafeina elevou consideravelmente o nivel
dos miR-126-3p e miR-132-3p e diminuiu os niveis do miR-155-5p. O consumo de etanol elevou a
expressdo do miR-146a-5p e diminuiu os niveis do miR-339-5p. O grupo UChB apresentou niveis
proteicos aumentados para NFkB e TLR4, principalmente para astrécitos de Bergmann e células
de Purkinje. A cafeina reduziu a expressao dessas moléculas para niveis compardveis ao do grupo
Controle. O receptor A2a mostrou-se superexpresso para o grupo UChB, sendo a sua disposi¢ao
celular mais evidente nas células da glia da Substincia Branca. Para o receptor Al, houve maior
expressdo génica no grupo UChB, mas seus niveis proteicos diminuiram para esse mesmo grupo.
Concluiu-se que tanto o consumo de etanol quanto de cafeina foram capazes de modular miRNAs,
marcadores inflamardrios e receptores adenosinérgicos em niveis proteicos e moleculares, sendo
expressos diferencialmente nos tipos celulares do cerebelo. O etanol estabeleceu processo

inflamatoério e a cafeina a atuou como neuroprotetora do tecido cerebelar.



ABSTRACT

Ethanol consumption tends to increase levels of inflammatory markers in the Central Nervous
System. Caffeine has an antagonistic role in non-selective adenosine receptors. It is also known
that the adenosinergic pathways play a protective role in the CNS. Thus, it is assumed that the
consumption of caffeine interferes in the cellular processes inherent to the inflammation and may
attenuate the installation of neuroinflammation. MiRNAs affect cellular and physiological function
and are altered after consumption of ethanol and other substances, being linked to the modulation
of the inflammatory response. The general objective of the study was to detect alterations in the
expression of genes, microRNAs and proteins related to the inflammatory processes and the
adenosinergic pathways of the cerebellum after the interaction between ethanol and caffeine. UChB
and Wistar rats, males at 5 months of age, were divided into the following groups (n = 15/ group):
1. UChB (UChB rats receiving 10% ethanol solution and water ad libitum); 2. UChB + caffeine
(UChB rats receiving 10% ethanol solution + 3g / L caffeine and water ad libitum); 3. Control
(Wistar rats receiving water ad libitum). The cerebellar tissue of the animals was collected and
processed for the RT-PCR, Western Blotting and immunohistochemistry techniques for the
inflammatory markers NFkB, TLR4, TLR2 and MyD88 and adenosinergic receptors A1l and A2a
and for the miRNAs -155-5p, -146a- 5p, -126-3p, -132-3p, -339-5p, also measured in plasma. For
the miRNAs, an increase in the expression of all the tissue miRNAs was observed for the UChB
group. The levels of these miRNAs were diminished to expressions comparable to the Control
group for the UChB + caffeine group. In plasma, caffeine significantly elevated the level of miR-
126-3p and miR-132-3p and decreased miR-155-5p levels. Ethanol increased miR-146a-5p
expression and decreased miR-339-5p levels. The UChB group showed increased protein levels for
NF«xB and TLR4, mainly for Bergmann astrocytes and Purkinje cells. Caffeine reduced the
expression of these molecules to levels comparable to the Control group. The A2a receptor was
overexpressed for the UChB group, and its cellular disposition was evident in glial cells of the
white matter. Al receptor gene expression was elevated in the UChB group, but their protein levels
were decreased for this same group. In conclusion, ethanol and caffeine consumption were able to
modulate inflammatory markers, adenosinergic receptors and miRNAs at protein and molecular
levels, being differentially expressed in the cell types of the cerebellum. Ethanol established an

inflammatory process and caffeine acted as a neuroprotective substance at the cerebellar tissue.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alcoolismo

A ingestdo de bebidas alcodlicas pelos seres humanos faz parte dos hédbitos de diversas
sociedades, correlacionando prazer, razdes comportamentais e rituais (POLI et al., 2013). As
primeiras evidéncias do preparo de bebidas adicionadas de dlcool datam da pré-histéria, antes dos
seres humanos estabelecerem comunidades fixas (KHADERI, 2019). Desde entdo, o consumo de
etanol acompanhou as civilizagdes, tomando diferentes conotagdes culturais até atingir o seu dpice
no século XIX, apds a revolugao industrial (GATELY, 2008). Esse habito aumentou drasticamente
nos ultimos anos a partir de fendmenos de socializacdo e através da divulgacdo publicitdria
(GONZALEZ-MENENDEZ, 2016).

Clinicamente, o alcoolismo surge como uma entidade amorfa, de diagndstico, progndstico
e tratamento ainda pouco esclarecidos (BERESFORD; WONGNGAMNIT; TEMPLE, 2014),
definido pelo conceito cldssico de uma sindrome multifatorial, composta por comprometimentos
fisicos, comportamentais e socioecondmicos (EDWARDS; GROSS, 1976). Consumir etanol de
forma indiscriminada € um dos principais fatores de riscos a saude, sendo tal substincia
responsavel por 5,9% do total de mortes no mundo a cada ano, sendo 7,6% para homens e 4,0%
para mulheres. As principais causas de mortes associadas ao consumo de etanol incluem doencas
cardiovasculares e diabetes (33.4%), doencas gastrintestinais (16.2%) e canceres (12.5%). A isso,
somam-se ainda as desordens neuropsiquidtricas, uma vez que o etanol € uma subtancia psicoativa
capaz de gerar dependéncia (OMS, 2018).

Determinar o limite entre o beber social, o uso abusivo ou nocivo de etanol e o alcoolismo
(Sindrome de Dependéncia do Etanol) € dificil, pois sdo ténues, variando entre os individuos de
uma mesma populacdo e dentre as diferentes culturas. Socialmente, o consumo de etanol estd ligado
a consideraveis vicissitudes, como formas de violéncia, problemas familiares, negligéncia infantil
e absenteismo (LIMOSIN, 2014; OUDLAUG et al., 2016; OMS, 2018).

Em consequéncia de ser uma doenga multifatorial, sdo incontdveis os coeficientes que
computam a predisposicdo do individuo ao vicio pelo consumo de etanol, com risco para o
desenvolvimento da dependéncia determinado pela interacdo entre a composi¢do genética do
individuo, fatores ambientais e neuroadaptacdes que ocorrem apds a exposi¢ao aguda e repetida da
droga. Aproximadamente 50% do risco do desevolvimento de desordens relacionadas ao alcool é

herdavel e a outra metade dos riscos sdo atribuiveis a fatores ambientais (VERHULST; NEALE;
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KENDLER; 2015).0 etanol pode induzir alteracdes na expressdo de genes e ainda modificar as
fungdes sindpticas que contribuem para o desenvolvimento de comportamentos tais como a
tolerancia, a sensibilizacdo e a caracteriza¢do do vicio pelo consumo compulsivo (GILPIN et al.,

2008; FARRIS et al., 2015).

1.2. Efeitos do consumo de etanol sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)

O etanol (CH3CH20H), também conhecido como alcool etilico, é o mais comum dos
alcodis e é uma substincia organica obtida através da fermentagdo alcodlica de agicares, hidratagdo
de etileno ou reducdo de acetaldeido. Também € o mais importante ingrediente com acao
psicofarmacoldgica presente, principalmente, em bebidas alcodlicas e o responsével pelas diversas
desordens advindas do alcoolismo (PEANA et al., 2016).

Os efeitos de recompensa, prazer e estimulacdo gerados pelo consumo de etanol sdo
mediados pela liberacao de dopamina no sistema mesolimbico dopaminérgico, o qual projeta para
as dreas corticais orbitofrontal e pré-frontal, responsdveis por regular o controle motivacional e
cognitivo do individuo (NORONHA et al., 2014). O etanol afeta também os sistemas de
neurotransmissores envolvendo o 4cido y-aminobutirico, opidides enddgenos, glutamato,
canabindides, noraepinefrina, serotonina (KRANZLER; SOYKA; 2018), bem como sistemas
neuroenddcrinos, incluindo o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HILLEMACHER; LEGGIO;
HEBERLEIN; 2015). H4 diferentes estudos na literatura no que se refere aos efeitos centrais dessa
substancia como estando primariamente relacionada a acdo dos receptores GABAa, receptores de
glutamato NMDA e envolvendo também o sistemas adenosinérgico. Por meio dessas interagoes
moleculares, o etanol é capaz de alterar o equilibrio do microambiente interno do SNC e levar a
processos como a neurodegeneracgdo, afetando o encéfalo como um todo (PEANA et al., 2016).

O etanol pode ser considerado uma neurotoxina capaz de alterar as propriedades fisico-
quimicas das membranas plasmadticas, afetando a embriogénese, migracio e diferenciacdo neuronal
(PEANA et al., 2016). Os efeitos da exposi¢do cronica e aguda ao etanol no SNC encontram-se
bem documentados, principalmente quando relacionados ao encéfalo imaturo, no que se refere aos
transtornos do espectro alcodlico fetal. Dentre as condi¢des mais comuns desse transtorno, detaca-
se 0 aspecto neuroldgico comumente composto por microencefalia, anormalidades da medula
espinhal, mal-formacdes do corpo caloso, cerebelo, nicleo caudado e hipocampo

(DENNY;COLES; BLITZ; 2017).
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Os efeitos pés-natais do consumo de etanol, no entanto, sdo menos estudados, mas algumas
das consequéncias advindas do uso de tal substancia sdo evidentes em todo encéfalo, como o
patolégico alargamento dos sulcos e afilamento dos giros pela perda de elementos celulares da
camada cortical e da substincia branca através de processos de morte celular, tendo em destaque a
apoptose (WANG; WANG, 2015). Sendo as fungdes dos neurdnios cerebelares rigidamente
controladas por inputs inibitérios GABAérgicos providos pelos interneur6nios localizados nas
camadas granular e molecular (LUO, 2015), a acdo central do etanol a partir dos receptores GABAa
elucida e justifica o envolvimento do cerebelo nas diversas alteragdes resultantes da exposi¢ao a
essa droga, sendo afetadas as diversas camadas celulares que compdem a circuitaria cerebelar
(PEANA et al., 2016) e que sdo basicamente trés, quando observa-se o cortex cerebelar: a camada
molecular, mais superficial, seguida pela camada de células de Purkinje e pela camada granular,
mais profunda (VOZEH, 2016).

Nesse contexto, o cerebelo como orgio-alvo do etanol se torna evidente quando levados
em consideracdo os aspectos clinicos de pacientes expostos a droga. Em criancas que sofreram
exposicdo pré-natal ao etanol, por exemplo, muitas mostraram sintomas especificamente
associados a déficits cerebelares, sendo encontrada redu¢do do volume cerebelar, em especial do
tamanho do vérmis (AUTTI-RAMO et al., 2002). Em alcodlicos cronicos, distirbios da marcha e
ataxia dos membros sdo sintomas clinicos de disfuncdo cerebelar evidente (JAATINEN;
RINTALA, 2008; LUO, 2015).

O cerebelo humano ocupa apenas cerca de um décimo do volume encefalico, mas abriga
grande parte do nimero total de neurdnios e, devido a esse grande potencial funcional, além do seu
classico papel como mantenedor da postura e centro do controle e da fun¢do motora, o conceito
moderno das funcdes cerebelares traz esse 6rgdo como participante de processos homeostaticos,
enddcrinos, visceromotores, € ainda relacionados a cogni¢do, memoria, aprendizado, recompensa
e emocgoes (VOZEH, 2016; WAGNER et al., 2017).

Quanto ao efeito direto do etanol nas camadas que compdem o cortex cerebelar, tem sido
relatada a susceptibilidade dos neuronios de Purkinje, Golgi e Granulares a variacdes agudas e
cronicas nos niveis sanguineos de etanol, em diferentes idades (GHIMIRE et al., 2009; BAGHERI
et al., 2015). ModificacOes na estrutura celular foram observadas apds consumo cronico de etanol
em ratos, resultando em dilatacdo do reticulo endoplasmatico liso nos neurdnios de Purkinje,

processo acompanhado por morte neuronal ou apoptose axonal (DLUGOS, 2015).
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Também o cerebelo de ratos adultos UChA apresentou neurdnios granulares e de Purkinje
com nucleos apoptéticos, citoplasma com acimulo de gotas lipidicas e desorganizacdo da
substancia branca (OLIVEIRA et al., 2014). Martinez et al.(2015) relataram o corpo medular do
cerebelo de ratos UChA adultos com nimero significativo de células apoptéticas, aumento nos
espacos interaxonais e deterioracdo da bainha de mielina com desestruturacdo de sua forma
caracteristica.

Além das modificacdes estruturais, a ingestdo de etanol aumenta os niveis cerebrais de
moléculas reconhecidamente envolvidas com a resposta imune, evidenciando a instalacdo de um
processo de neuroinflamacdo. Ha evidéncias que indicam que o consumo cronico de etanol
aumenta o nivel de citocinas no SNC (CREWS et al., 2006). Em ratos submetidos ao cosumo
cronico de etanol houve aumento da expressao de iNOS, COX-2 e IL-1b, além do aumento de trés
das maiores familias de quinases estressoras existentes (ERK 1/2, p38 and JNK) (VALLES et al.,
2004). Eventos similares ocorreram com macréfagos tratados in vitro com niveis moderados (10-
50 mM) de alcool (FERNANDEZ-LIZARBE et al., 2008).

A micréglia, célula responsével pela resposta imune inata dentro do SNC, e os neurdnios,
respondem sinalizando através da estimulacdo de receptores do tipo Toll (TLR’s), que ativam,
direta ou indiretamente, a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NFkB), microRNAs e
citocinas pro-inflamatérias (CREWS et al., 2017; VETRENO et al., 2018). A ativacdo do NFkB
estimula a transcri¢do do fator de necrose tumoral, TNF-a, cuja acao pode levar a apoptose ou
necroptose (BORGHI; VERSTREPEN; BEYAERT, 2016).

A inflamag@o dentro do SNC, em consequéncia do alcoolismo, parece estar ligada a
ativagdo do TLR4 (PASCUAL et al., 2017) sendo que a extingdo da expressdao do TLR4 elimina
diversos dos efeitos neuroimunes advindos do consumo de etanol (MONTESINOS et al., 2015).
Um dos maiores produtos do mecanismo de sinalizacdo a partir da ativagdo do TLR4 é o NFkB,
regulador-chave nas respostas imunes e inflamatdrias. A ativacdo do NFkB através da ativacdo de
receptores do tipo Toll (TLRs) é conservada evolutivamente e se encontra em diversas espécies
filogeneticamente distintas. Esse marcador pode ser expresso em resposta a diferentes estimulos,
dentre eles o estresse quimico produzido pelo etanol, a fim de regular a expressao de genes que
estdo envolvidos com os processos imunes, inflamatorios e apoptéticos. Sua presenca na célula

modula a expressao de citocinas, quimiocininas € moléculas de adesao (ZHANG; GHOSH, 2001).



19

Além dos receptores tipo Toll, € importante a presenga na célula do fator de diferenciacao
mieléide 88 (MyD88), molécula adaptadora essencial para sinalizacdo através dos TLRs,
resultando na transducdo de sinais e na producdo de citocinas pré-inflamatérias. O consumo
cronico de etanol tende a aumentar os niveis de MyD88, sustentando a ativagdo do TLR4 e levando
a uma maior producdao de NFkB, e a instalacio de um processo inflamatério (ALFONSO-
LOECHES et al., 2010). Também, o TLR2 é um receptor que aparentemente pode ser recrutado
pelo etanol, levando a ativagdo da resposta imune inata e a neuroinflamacdo. Fernandez-Lizarbe,
Montesinos e Guerri (2013) propuseram que o etanol € capaz de levar a associacdo dos receptores

TLR2 e TLR4 e, dessa forma provocar a reatividade das células microgliais.

1.3. Efeitos do consumo de cafeina sobre o SNC e processos inflamatérios

A cafeina, uma xantina alcaloide, é a substincia psicoativa mais consumida no mundo
(FREDHOLM; YANG; WANG, 2016). E encontrada em uma ampla variedade de alimentos e
bebidas, como refrigerantes, chocolates, cafés e chas. Suas agdes sobre o comportamento humano
tém sido objeto de estudos hd décadas e ainda hoje persistem debates cientificos muito amplos
sobre seus efeitos benéficos e deletérios sobre diversos sistemas e fungdes do organismo (DE
MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014). A cafeina € consumida, principalmente, por suas
propriedades estimulantes (DOEPKER et al., 2016) e apresenta agdo farmacoldgica variada
provocando alteragdes reconhecidas no SNC, no sistema cardiovascular e na homeostase do cadlcio
(DE MARIA; MOREIRA, 2007). O efeito estimulante da cafeina deve-se ao seu papel antagbnico
nao-seletivo dos receptores adenosinérgicos Al, A2a, A2b e A3, tendo maior destaque a
participacdo dos dois primeiros. Assim, tais receptores participam da composi¢do do sistema
adenosinérgico, presente também no encéfalo humano, onde é reconhecido como um modulador
da neurotransmissao e da resposta inflamatdria, além de respostas de outras naturezas (WARDAS,
2002).

A adenosina € uma molécula endégena chave que regula a fungdo tecidual através da
proteina G acoplada aos receptores adenosinérgicos. Muitas células imunes expressam esses
receptores e sdo responsivas aos efeitos modulatorios da adenosina (HASKO et al., 2008). O
receptor de adenosina A2a ¢ um dos reguladores fisiol6gicos mais importantes da resposta
inflamatéria. Encontra-se expresso em diversos tecidos, sendo abundantemente encontrado em

células imunes. A ativagcdo desse receptor pela adenosina, que € liberada pela célula quando esta
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se encontra em um ambiente potencialmente lesivo ou hipdxico, tem amplos efeitos anti-
inflamatérios: 1inibe a secrecdo de mediadores inflamatérios pelas células imunes,
consequentemente diminuindo a resposta inflamatéria (HEYN et al., 2012).

A quebra da adenosina trifosfato (ATP) pelas atividades do organismo durante o dia
aumenta a quantidade de adenosina livre no SNC, que, por sua vez, se liga aos receptores Al e
A2a. Essa ligacdo diminui a atividade neural e promove o estado de sonoléncia e sensacdo de
cansaco. A conformacdo da cafeina permite a sua ligacdo a esses receptores sem diminuir, no
entanto, a atividade neural, pois a sua estrutura apesar de semelhante a da adenosina, ndo ativa as
mesmas cascatas de sinalizacdo para a diminuicdo do desempenho cerebral. Dessa maneira, a
cafeina age como estimulante do SNC através da inibi¢do por competicao dos efeitos da adenosina
(FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004; PELELI et al., 2017).

A cafeina € capaz de interferir em diversas vias, mais diretamente sobra a adenosinérgica,
porém seus efeitos também se mostram nas vias glutamatérgica e a dopaminérgica (FERRE, 2008,
2010). Sabe-se que a via adenosinérgica desempenha papel protetor importante no SNC
(WARDAS, 2002), entdo, supde-se que o consumo de cafeina seja capaz de interferir justamente
nos processos celulares inerentes aos mecanismos inflamatérios, podendo prevenir, retardar ou até
mesmo atenuar a instalacdo da neuroinflamacdo e, indiretamente, da neurodegeneragdo
(HEIMFARTH et al., 2013). Por atuar através desse sistema, que tem fung¢do importante no
contexto de protecdo do tecido, a cafeina tem potenciais efeitos sobre a modulacido dos processos
inflamatoérios, principalmente pela ativacdo dos receptores A2a, presente em células imunes.
Apesar da relacdo entre as vias da inflamacdo e as vias adenosinérgicas ainda ndo serem
completamente estabelecidas, Tsuitsui e colaboradores (2004) notaram que o aumento de
receptores adenosinérgicos Al atenuou a desmielinizacdo e neuroinflamacdo em modelos de
esclerose multipla. Madeira et al. (2016) mostraram que houve diminui¢@o na inflamagao da retina
de modelos animais para glaucoma nos grupos que ingeriram cafeina. Estudos sugerem que a
ativacdo dos receptores A2a resulta em fendtipos reativos de micrdglia, levando a aumento de
fatores neurotoxicos e de elementos ndo celulares que culminam no estabelecimento da
neuroinflamagdo (BOIA; AMBROSIO; SANTIAGO, 2016). Reforcando a hipdtese da cafeina
como neuroprotetora, estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de cafeina estd

inversamente relacionado ao surgimento de disfun¢des neurolégicas como Alzheimer e Parkinson,
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cujo eixo de patogénese € a neuroinflamacdo cronica (BROTHERS; MARCHALANT; WENK,
2010).

O consumo de etanol também tem notaveis efeitos sobre o sistema adenosinérgico e as suas
inter-relacdes comecam a ser exploradas a luz da literatura atual. A exposi¢do aguda ao etanol
aumenta os niveis extracelulares de adenosina, pressupondo a sua mediac¢do nos efeitos ataxicos,
sedativos e hipnéticos do etanol, enquanto a exposicao cronica ao alcool leva a uma diminui¢ao da
expressao e sinalizagdo adenosinérgica (ELMENHORST et al.; 2018). Além do mais, a modulacao
desregulada da transmissdo glutamatérgica pela adenosina na regido estriatal tem implicado
fortemente num potencial abuso de etanol pelo individuo (RUBY et al., 2014). Sdo escassos ainda
os trabalhos que relacionam os efeitos do etanol sobre as vias adenosinérgicas. Mas, sabe-se, no
entanto, que essa substancia é capaz de modular a expressdo de receptores de adenosina. Butler &
Prendergast (2012) apontaram que alteracdes na sinalizacdo adenosinérgica estdo na interface de
diversos efeitos trazidos pela exposi¢do aguda ao etanol, particularmente no que se refere a sedacao
e funcdo motora. Ainda nesse estudo, a exposi¢do cronica ao etanol mostrou adaptacdes na
superficie celular quanto a expressao e funcdo tanto de receptores Al quanto de A2a. Kuo et al.
(1979) descreveram diminuicao do modulador inibidor da adenosina no cerebelo de camundongos
apos ingestdo de etanol, cafeina e fenobarbital. Parkinson et al. (2009) analisaram as expressoes
génicas dos receptores de adenosina e enzimas metabolizadoras de purina em camundongos
transgénicos consumidores de etanol e cafeina.

Segundo Martinez e coloaboradores (2018), analisando a a¢do do consumo concomitante
de etanol e cafeina no cerebelo de ratos UChB, relevante capacidade da cafeina em reverter os
danos apoptoticos causados pelo etanol nas células Granulares, de Golgi e ainda nas células da Glia
do cerebelo foram identificados, suprimindo em grande parte a expressao de Caspase-3 e
intensificando a expressdao de XIAP. No entanto, pouco ainda se sabe sobre como a cafeina é capaz
de agir para a atenuagdo da perda neuronal. Acredita-se que dentre as formas de retardo dos
processos neurodegenerativos, uma das formas, além da diminuicao da taxa de apoptose, seja,

primeiramente, pelo combate a neuroinflamagao (ULLAH et al., 2015; MADEIRA et al., 2016).

1.4. MicroRNAs como moduladores da neuroinflamacao
Em um estudo de revisdo, Su e colaboradores (2016) trazem que a expressdo alterada de

microRNAs foi identificada em diversas condi¢des patoldgicas, incluindo a neuroinflamacao,
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neurodegeneracdo e doengas auto-imunes. Evidéncias sugerem os microRNAs como moléculas
centrais no controle da neuroinflamacao, sendo conhecidos principalmente por sua capacidade de
modificar o estados das células microgliais, induzindo-as a atividade ou a quiescéncia (CREWS et
al, 2017).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs nao-codificantes que afetam
amplamente a fun¢do celular e fisiol6gica em organismos multicelulares (BARTEL, 2004). Sao
compostos por aproximadamente 21 a 23 nucleotideos, regulando a tradug¢dao de RNAs especificos
através da ligacdo complementar a sequéncias reguladoras do RNA, levando a degradacio ou a
desestabilizacdo do mRNA. Cerca de 5000 os microRNAs sdo existentes em seres humanos, sendo
que cada um deles € capaz de se ligar a uma média de 200 mRNAs (BARTEL, 2004; GAUDET et
al., 2017). Assim, é possivel que os pequenos RNAs sirvam como "mestres" reguladores da funcao
celular (MIRANDA et al., 2010).

Os microRNAs, e outros RNAs nao-codificantes, foram recentemente descobertos. Sendo
assim, o seu papel funcional dentro do contexto da neuroinflamag¢do ainda se mantém obscuro, mas
essas pequenas moléculas parecem ser importantes para o inicio da inflamacdo e para a sua
manutencdo (LIU; ABRAHAM, 2013) e algumas delas tem grande influéncia no cendrio pré- ou
anti-inflamatério dentro do SNC.

Prasada (2017) traz que niveis elevados de receptores A2a, aparentemente uma proteina-
alvo do microRNA-34b, foram encontrados na autdpsia do tecido cerebral de pacientes com
Parkinson. Também Zhao e colaboradores (2015) identificaram que ha uma relacdo mitua entre o
microRNA-214 e o receptor A2a fora do SNC, ambos desempenhando importante papel na resposta
inflamatoria e mostrando que os niveis baixos de expressdo desse microRNA aumenta os efeitos
inflamatérios de receptores A2a em macrdfagos. Tal receptor ainda se mostra passivel de
modulagado pelos microRNAs -15 e -16 (HEYN et al., 2012). Ainda em tecidos periféricos, Wu e
colaboradores (2016) mostram que o microRNA-206 estd envolvido na patogénese da colite
ulcerativa pela regulacdo de receptores de adenosina A3. Assim, uma maior compreensao da
regulacdo dos microRNAs sobre a inflamac@o poderia aumentar o potencial teraputico dessas

pequenas moléculas ndo-codificadoras (OLIVIERI et al., 2013).
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1.5. Modelo experimental

As variedades de ratos UChA (Abstainer rat) e UChB (Bibulous rat) sdo modelos de
alcoolismo experimental, selecionados a partir do Rattus norvegiccus albinus (também conhecidos
como Wistar) durante a década de 50, na Universidade do Chile, de onde se originou o nome UCh
(MARDONES; SEGOVIA-RIQUELME, 1983; QUINTANILLA et al., 2006). Os ratos UChA
possuem perfil de baixo consumo voluntdrio (0,1-2 gramas de etanol por quilograma de peso
corpéreo ao dia) e os ratos UChB, alto consumo voluntério (5-7 gramas de etanol por quilograma
de peso corpdreo ao dia), bem estabelecidos pelo trabalho pioneiro de Mardones na Universidade
do Chile (MARDONES; SEGOVIA; HEDERRA, 1953).

A criagdo seletiva bidirecional é uma poderosa ferramenta genética que tem sido empregada
ha muito tempo para estudar a genética de muitos fendtipos associados ao etanol (CRABBE;
PHILLIPS; BELKNAP, 2010). Existem principalmente sete linhagens de animais com elevado
consumo de etanol, utilizadas globalmente, que foram selecionadas a partir da criacdo seletiva
bidirecional, resultando em um modelo que apresenta preferéncia pelo etanol e outro em que essa
preferéncia ndo € aparente: AA/ANA (Helsinki, Finlandia), HAD/LDA (Indiana, EUA), P/NP
(Indiana, EUA), sP/sNP (Cagliari, Itdlia), UChA/UChB (Santiago, Chile), msP/- (Cagliari, Itdlia),
WHP/WLP (Varsovia, Polonia). O programa de criagdo seletiva para todas essas linhagens foi o
de 24 h, que tem dois critérios principais de selecdo. Em primeiro lugar, a linhagem precisa
consumir pelo menos 5 gramas de etanol por quilograma de peso corpéreo por dia. Essa quantidade,
5 g/kg/dia, clinicamente, corresponderia para o roedor, a um homem de aproximadamente 75kg
ingerindo diariamente cerca de 200 ml de uisque contendo 45% de volume de etanol em sua
composicao (o que seria, aproximadamente 1g de etanol/kg/dia). O segundo critério exige que 0s
animais prefiram a solu¢do de etanol a 10% no lugar de d4gua numa taxa de 2:1 (BELL et al., 2017).
Segundo Bell e colaboradores (2017), todas as sete linhagens citadas anteriormente cumprem 0s
critérios de selecao estabelecidos e atingem, seguramente, os niveis de concentragdo de dlcool no
sangue necessdrios a intoxicagdo alcodlica apds a livre oferta de solucdo de etanol a 10% e agua,
ou seja, 50-200 mg/ml de sangue. Nesse mesmo trabalho, reinem-se evidéncias suficientes para
afirmar que o consumo cronico de etanol na linhagem UChB leva a dependéncia nesses animais,
sendo que a suspensdo do uso traz sintomas de abstinéncia.

Classicamente, sdo critérios para um modelo animal ideal de alcoolismo humano quatro

importantes itens: (1) a capacidade de se atingir niveis farmacologicamente relevantes de
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concentragdo de dlcool no sangue; (2) a capacidade de manter constante concentragdo de dlcool no
sangue; (3) o desenvolvimento de dependéncia fisica ao etanol; (4) manutencdo da dependéncia
fisica pelo etanol através do consumo voluntdrio (FADDA, 1998). A linhagem de ratos UChB
enquadra-se nesses critérios. Na revisdo empreendida por Bell e colaboradores (2017) aparece
como um modelo de alcoolismo experimental valido, equiparado aos outros seis modelos de
criacdo seletiva bidirecional existentes no mundo. Sua Unica limitagdo esti em aspectos que
permanecem desconhecidos pela falta de estudos, como por exemplo, se 0 consumo cronico de
etanol leva a tolerancia metabdlica, apesar de ja ser consenso que, nessa linhagem, o consumo
cronico de etanol leva a uma tolerancia funcional. A mesma questdo € levantada para outros cinco
dos seis modelos restantes.

E fato que ndo ha um modelo experimental perfeito para o alcoolismo humano. Por outro
lado, quando comparada a outras linhagens de animais bebedores, os animais UCh encontram
grande respaldo na literatura e estdo entre os modelos de alcoolismo experimental mais utilizadas
em pesquisas. A partir desse modelo, hipoteses podem ser formulados acerca do alcoolismo
humano, que estd envolvido com fatores muito mais complexos, que adentram a esfera emocional
e social, e que dificilmente poderdo ser reproduzidos em um modelo animal. Assim, um modelo
que se assemelhe aos contextos de consumo de etanol nos seres humanos € algo bastante complexo
e apesar dos abundantes estudos, a transferéncia dos conhecimentos obtidos a partir dessa variedade
de animais e de outros modelos de alcoolismo experimental para o ser humano deve ser ainda

cautelosa e paulatinamente progressiva (BELL et al., 2017; ISRAEL et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

O alcoolismo é um grande problema de sadde publica. Sobre o consumo de etanol e sua
interacdo com a cafeina pouco se conhece acerca dessa relacao complexa e multifacetada, sendo a
cafeina um dos psicoestimulantes mais consumido mundialmente. Sabe-se que ambas as
substancias tem acdo sobre o SNC e que, particularmente, o cerebelo € alvo reconhecido da acdo
do etanol, 6rgdo de grande potencial funcional, principalmente relacionado a coordenacdo das
atividades motoras. Na tentativa de se entender mais sobre a a¢do do dlcool no SNC e a sua
interacdo com outras substincias, o presente estudo relaciona os processos inflamatorios
decorrentes do consumo cronico do etanol com a modulacdo a que podem ser sujeitos, visando a
sua possivel atenuacdo através da acdo das vias adenosinérgicas, estimuladas pelo consumo de
cafeina. Os estudos que correlacionam as vias adenosinérgicas com as vias inflamatérias, e
especificamente dentro do SNC, sdo ainda escassos.

Nesse contexto, surgem ainda os microRNAs como reguladores pds-transcricionais, em
suas vias canOnicas, que podem estar alterados em decorréncia do consumo de etanol e da cafeina.
Na literatura, informagdes relacionando os efeitos regulatérios desses pequenos RNAs nao-
codificadores com o consumo de cafeina e a regulacdo das vias adenosinérgicas sdo escassas. Nesse
sentido, torna-se necessdrio elucidar claramente como o etanol e a cafeina alteram a expressdo
desses microRNAs e como eles podem participar aumentando ou suplantando a expressdao de
marcadores inflamatérios em geral. O maior entendimento do comportamento dos microRNAs
pode proporcionar novas perspectivas para a compreensdao dos mecanismos fisiopatolégicos
relacionados ao alcoolismo e, portanto, faz-se necessdria uma maior investigacao. Nesse trabalho,
foi proposta andlise de miRNAs em suas correlacdes com as vias inflamatdrias e adenosinérgicas
nos animais UChB. A variedade de ratos UChB, geneticamente selecionada a partir do rato Wistar,

constitui modelo seguro para as andlises relacionadas aos efeitos do etanol sobre o organismo vivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

O objetivo geral do presente estudo foi o de detectar altera¢des das expressdes de genes,
microRNAs e proteinas relacionados aos processos inflamatdrios e as vias adenosinérgicas do
cerebelo a partir da interacdo entre etanol e cafeina. Além disso, objetivou-se a imunolocalizagcdo

no cerebelo de diferentes moléculas relacionadas a inflamacao e as vias adenosinérgicas.

3.2. Objetivos Especificos

a. Reconhecer as alteragdes das expressdes de genes, proteinas e microRNAs relacionados aos
processos inflamatdrios e sistema adenosinérigco no cerebelo a partir do consumo de etanol e da

interagdo entre etanol e cafeina;

b. Caracterizar diferencialmente a expressdao dos marcadores escolhidos nas diferentes camadas do

tecido cerebelar;

c. Reconhecer possiveis divergéncias entre a expressao génica dos marcadores e seus respectivos
niveis proteicos e estabelecer possiveis relacdes com os niveis de expressdo dos microRNAs

escolhidos para andlise;

d. Identificar possiveis marcadores moleculares séricos relacionados ao uso do etanol e cafeina

para diagnéstico e desenvolvimento de futuros alvos terapéuticos;
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RESUMO

O consumo de etanol leva a neuroinflamacdo no Sistema Nervoso Central, sendo o cerebelo um
dos 6rgdo mais afetados. A cafeina apresenta importantes efeitos bioativos em niveis teciduais e
sistémicos, tendo sido relatada sua agdo como possivel atenuadora da resposta inflamatoéria. Os
miRNAs afetam amplamente a funcao celular e fisioldgica e podem mostrar-se alterados apds o
consumo de etanol e de outras substancias, estando ligados a modula¢do da resposta inflamatoria.
O objetivo do presente estudo foi verificar modificacdes na expressdo de miRNAs, teciduais e
circulantes, frente ao consumo cronico de etanol e cafeina. Ratos UChB e Wistar foram divididos
em trés grupos (n=10/grupo): 1. UChB (ratos UChB que receberam solucao de etanol a 10% e dgua
ad libitum); 2. UChB+cafeina (ratos UChB que receberam solucdo de etanol a 10% + cafeina 3g/LL
e dgua ad libitum); 3. Controle (ratos Wistar que receberam agua ad libitum). O tecido cerebelar e
o plasma sanguineo dos animais foram coletados e processados através de RT-PCR para os
miRNAs -155-5p, -146a-5p, -126-3p, -132-3p, -339-5p. Aumento da expressdo de todos os
miRNAs teciduais analisados foi observado para o grupo UChB e reducdo da expressdo dos
mesmos em niveis compardveis ao do grupo Controle para o grupo UChB+cafeina. No plasma
sanguineo, a cafeina elevou consideravelmente o nivel dos miR-126-3p e miR-132-3p e diminuiu
os niveis do miR-155-5p. O consumo de etanol elevou a expressao do miR-146a-5p e diminuiu os
niveis do miR-339-5p. Concluiu-se que tanto o consumo de etanol quanto de cafeina foram capazes
de modular a expressdao de miRNAS relacionados ao processo inflamatério no tecido e no plasma
dos animais UChB e que os niveis plasmaticos dos miRNAs analisados nao refletiram os niveis
teciduais dos mesmos. O etanol estabeleceu processo inflamatério e a cafeina atuou como

neuroprotetora do tecido cerebelar.
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ABSTRACT

Ethanol consumption leads to neuroinflammation in the Central Nervous System, with the
cerebellum being one of the most affected structure. Caffeine has important bioactive effects at the
tissue and systemic levels and its action has been reported as a possible attenuator of the
inflammatory response. MiRNAs affect cellular and physiological function and may be altered
after consumption of ethanol and other substances, being linked to the modulation of the
inflammatory response. The objective of the present study was to verify changes in the expression
of miRNAs, tissue and circulating, in face of the chronic consumption of ethanol and caffeine.
UChB and Wistar rats, males at 5 months of age, were divided into the following groups (n =10/
group): 1. UChB (UChB rats receiving 10% ethanol solution and water ad libitum); 2. UChB +
caffeine (UChB rats receiving 10% ethanol solution + 3g / L caffeine and water ad libitum); 3.
Control (Wistar rats receiving water ad libitum). The cerebellar tissue and plasma of the animals
were collected and processed by RT-PCR for the miRNAs -155-5p, -146a-5p, -126-3p, -132-3p, -
339-5p. Increased expression of all the analyzed miRNAs was observed for the cerebellar tissue in
UChB group and reduced expression of them at levels comparable to the Control group for the
UChB + caffeine group. In plasma, caffeine significantly elevated the level of miR-126-3p and
miR-132-3p and decreased miR-155-5p levels. Consumption of ethanol increased miR-146a-5p
expression and decreased miR-339-5p levels. It was concluded that both ethanol and caffeine
consumption were able to modulate the expression of miRNAs related to the inflammatory process
in the tissue and plasma of the UchB. The plasma levels of the miRNAs analyzed did not reflect
the tissue levels of the same. Ethanol established an inflammatory process and caffeine acted as a

neuroprotective of cerebellar tissue.
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4.1. INTRODUCAO

A ingestdo de bebidas alcodlicas pelos seres humanos faz parte dos héabitos de diversas
sociedades, correlacionando prazer, razdes comportamentais e rituais (POLI et al., 2013).
Consumir etanol de forma indiscriminada € um dos principais fatores de riscos a saide, sendo tal
substancia responsavel por 5,9% do total de mortes no mundo, 7,6% para homens e 4,0% para
mulheres, a cada ano. As principais causas de mortes associadas ao consumo de etanol incluem
doencas cardiovasculares e diabetes (33,4%), doencas gastrintestinais (16,2%) e canceres (12,5%).
A isso somam-se as desordens neuropsiquidtricas, uma vez que o etanol é uma subtancia psicoativa
capaz de gerar dependéncia (OMS, 2018).

O etanol é considerado uma neurotoxina capaz de alterar as propriedades fisico-quimicas
das membranas plasmaticas, afetando a embriogénese, migracado e diferenciacdo neuronal (PEANA
et al., 2016). Os efeitos da exposicao cronica e aguda ao etanol no SNC encontram-se bem
documentados, principalmente quando relacionados ao encéfalo imaturo, no que se refere aos
transtornos do espectro alcodlico fetal. Dentre as condi¢des mais comuns desse transtorno, destaca-
se 0 aspecto neurolégico comumente composto por microencefalia, anormalidades da medula
espinhal, mal-formacdes do corpo caloso, cerebelo, nicleo caudado e hipocampo
(DENNY;COLES; BLITZ; 2017).

Os efeitos pds-natais do consumo de etanol, no entanto, sdo menos estudados, mas algumas
das consequéncias decorrentes do uso de tal substincia sdo evidentes em todo encéfalo, como o
patolégico alargamento dos sulcos e afilamento dos giros pela perda de elementos celulares da
camada cortical e da substincia branca através de processos de morte celular, tendo em destaque a
apoptose (WANG; WANG, 2015). Sendo as fungdes dos neurOnios cerebelares rigidamente
controladas por inputs inibitérios GABAérgicos providos pelos interneurdnios localizados nas
camadas granular e molecular (LUO, 2015), a acdo central do etanol a partir dos receptores GABAa
elucida e justifica o envolvimento do cerebelo nas diversas alteracdes resultantes da exposi¢ao a
essa droga, sendo afetadas as diversas camadas celulares que compdem a citoarquitetura cerebelar
(PEANA et al., 2016) e que sdo basicamente trés, quando observa-se o cortex cerebelar: a camada
molecular, mais superficial, seguida pela camada de células de Purkinje e pela camada granular,
mais profunda (VOZEH, 2016).

Quanto ao efeito direto do etanol nas camadas que compdem o cortex cerebelar, tem sido

relatada a susceptibilidade dos neur6nios de Purkinje, Golgi e Granulares a variacdes agudas e
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crOnicas dos niveis sanguineos de etanol, em diferentes idades (GHIMIRE et al., 2009; BAGHERI
et al., 2015). Modificagdes na estrutura celular foram observadas apds consumo cronico de etanol
em ratos, resultando em dilatacdo do reticulo endoplasmatico liso nos neurénios de Purkinje,
processo acompanhado por morte neuronal ou apoptose axonal (DLUGOS, 2015). O cerebelo de
ratos adultos UChA apresentou neuronios granulares e de Purkinje com ntcleos apoptéticos,
citoplasma com actimulo de gotas lipidicas e desorganizacio da substincia branca (OLIVEIRA et
al., 2014).

Além das modifica¢des ultraestruturais, a ingestao de etanol aumenta os niveis cerebrais de
moléculas reconhecidamente envolvidas com a resposta imune, evidenciando a instalacdo de
processo de neuroinflamacdo (CREWS et al., 2017). Ha substanciais evidéncias que indicam que
o consumo crénico de etanol aumenta o nivel de citocinas no SNC (CREWS et al., 2006). Em ratos
submetidos ao cosumo cronico de etanol houve aumento da expressdo de iNOS, COX-2 e IL-1b,
além do aumento de trés das maiores familias de quinases estressoras (ERK 1/2, p38 and JNK)
(VALLES et al., 2004). Eventos similares ocorreram com macréfagos tratados in vitro com niveis
moderados (10-50 mM) de dlcool (FERNANDEZ-LIZARBE et al., 2008).

A cafeina, uma xantina alcaloide, € uma das substancias psicoativas mais consumidas no
mundo (FREDHOLM; YANG; WANG, 2017). E encontrada em uma ampla variedade de
alimentos e bebidas, como refrigerantes, chocolates, cafés e chds. Suas agdes sobre o
comportamento humano tém sido objeto de estudos hd décadas e ainda hoje persistem debates
cientificos sobre seus efeitos benéficos ou deletérios acerca dos sistemas e fungdes do organismo
(DE MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014). A cafeina é consumida, principalmente, por suas
propriedades estimulantes (DOEPKER et al., 2016) e apresenta acdo farmacoldgica variada,
provocando alteracdes reconhecidas no SNC, no sistema cardiovascular e na homeostase do cdlcio
(DE MARIA; MOREIRA, 2007). O efeito estimulante da cafeina deve-se ao seu papel antagbnico
ndo-seletivo dos receptores adenosinérgicos Al, A2a, A2b e A3, tendo maior destaque a
participacdo dos dois primeiros. Assim, tais receptores participam da composicdo do sistema
adenosinérgico, presente também no encéfalo humano, onde é reconhecido como um modulador
da neurotransmissao e da resposta inflamatdria, além de respostas de outras naturezas (WARDAS,
2002).

Uma das formas de combate a neuroinflamacao seria através da modulagdo da expressao

de miRNAs. Em um estudo de revisdo, Su e colaboradores (2016) observaram que a expressao
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alterada de microRNAs foi identificada em diversas condicdes patoldgicas, incluindo a
neuroinflamag¢do, neurodegeneracdo e doengas auto-imunes. Evidéncias sugerem os microRNAs
como moléculas centrais no controle da neuroinflamacdo, sendo conhecidos principalmente por
sua capacidade de modificar o estados das células microgliais, induzindo-as a atividade ou a
quiescéncia (CREWS et al.; 2017).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs nao-codificantes que afetam
amplamente a fungdo celular e fisiologica em organismos multicelulares (BARTEL, 2004). Sao
compostos por aproximadamente 21 a 23 nucleotideos, regulando a tradu¢cdo de RNAs especificos
através da ligacdo complementar a sequéncias reguladoras do RNA, levando a degradacdo ou a
desestabilizacdo do mRNA. Sdo cerca de 5000 os microRNAs existentes no humano, sendo que
cada um deles € capaz de se ligar a uma média de 200 mRNAs (BARTEL, 2004; GAUDET et al.,
2017). Assim, é possivel que os pequenos RNAs sirvam como "mestres" reguladores da funcdo
celular (MIRANDA et al., 2010).

N3ao apenas os miRNAs teciduais podem estar alterados apds o consumo de etanol e outras
substancias, mas também a concentracdo dos miRNAs circulantes € varidvel. Ten Berg et al. (2018)
verificaram alteracdes de miRNAs séricos apds consumo social irrestrito de etanol em homens
jovens. Um total de 1305 miRNAs foram identificados no plasma desses individuos e sequenciados
e, dentre eles, 265 miRNAs encontraram-se significativamente elevados apos o consumo.

As variedades de ratos UChA (Abstainer rat) e UChB (Bibulous rat) sdo modelos de
alcoolismo experimental, selecionados a partir do rato Wistar durante a década de 50, na
Universidade do Chile, de onde se originou o nome UCh (MARDONES; SEGOVIA-RIQUELME,
1983; QUINTANILLA et al., 2006). Os ratos UChA possuem perfil de baixo consumo voluntério
(0,1-2 gramas de etanol por quilograma de peso corpdreo ao dia) e os ratos UChB, alto consumo
voluntério (5-7 gramas de etanol por quilograma de peso corpdreo ao dia), bem estabelecidos pelo
trabalho pioneiro de Mardones na Universidade do Chile (MARDONES; SEGOVIA; HEDERRA,
1953). Assim, o presente estudo tem como objetivo detectar alteracdes das expressdes dos
microRNAs -155-5p, -146a-5p, -126-3p, 132-3p e -339-5p cerebelares e plasméticos, relacionados
ao processo inflamatério a partir da interacdo entre etanol e cafeina no modelo animal de

alcoolismo cronico UChB.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Procedimentos experimentais

No presente estudo, foi utilizado um total de 20 ratos adultos da variedade UChB, do sexo
masculino, com cinco meses de idade e 10 ratos Wistar, também do sexo masculino, com cinco
meses de idade. Durante o estudo, os animais receberam dieta sélida (racdo Purina) e dgua "ad
libitum", sendo alojados em caixas individuais com fundo sélido e forradas com maravalha, sob
condig¢des controladas de luminosidade (12h de luz e 12h de escuro) e temperatura (20 a 25°C). Os
animais foram divididos em trés grupos experimentais (N=10): (1°: grupo UChB) — grupo de ratos
UChB de consumo voluntdrio de etanol a 10% (4gua + etanol, 7g de etanol/kg de peso
corporeo/dia), (2°: grupo UChB+cafeina) — grupo de ratos UChB de consumo voluntério de etanol
a 10% (4gua + etanol, 7g de etanol/kg de peso corpdreo/dia + 3g de cafeina a cada litro) e (3°:
grupo Controle) — grupo de ratos Wistar com o consumo de dgua “ad libitum”. A sele¢dao dos
animais bebedores de etanol e padronizacdo da variedade UChB foi realizada de acordo com o
protocolo de Mardones e Segovia-Riquelme (1983). Do fim do periodo da selecdo até a eutandsia
(80 aos 150 dias de idade), o consumo de etanol foi medido a cada 7 dias. Os ratos do grupo
UChB+cafeina permaneceram 55 dias consecutivos (95 aos 150 dias) ingerindo voluntariamente a
solug@o de etanol a 10% adicionada de cafeina. O protocolo experimental seguiu os principios
éticos em pesquisa animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdao Animal
(CONCEA), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Unicamp
(protocolo 4651-1/2017) e da UFSCar (protocolo 9895280815). Apds o periodo de
experimentacao, a eutandsia dos animais foi realizada por sobredosagem de anestesia (Xilazina 300
mg/kg e Cetamina 40 mg/kg, via intraperitoneal). Amostras do cerebelo e 1 ml de sangue de cada
animal (retirado da artéria ventral da cauda) foram destinadas as técnicas de biologia molecular,

sendo armazenadas em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -80°C.

4.2.2. Expressoes dos microRNAs -155, -132, -126, -146a e -339-5 no tecido cerebelar

Em cada amostra congelada foi adicionado 250ul de PBS e 750ul de Trizol® (Invitrogen,
EUA). O fragmento de tecido cerebelar foi homogeneizado com a utilizagcdo de um aparelho
Politron®. Apds permanéncia em temperatura ambiente por 5 minutos, acrescentou-se 200ul de
cloroférmio, agitando-se vigorosamente por 15 segundos. A solucdo final foi centrifugada por 15

minutos a 4°C e 13.200 rpm e a fase aquosa (superior) de cada frasco foi transferida para novos
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tubos. O RNA foi precipitado com 500ul de dlcool isopropilico 100% e permaneceu a -20°C por
12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 4°C e 13.200 rpm, desprezou-
se o sobrenadante. A seguir, acrescentou-se 1000yl de etanol 75% seguido novamente de
centrifugacdo refrigerada por 5 minutos a 13.200 rpm. A fase superior foi desprezada e o pellet
seco dissolvido com dgua tratada com DEPC por 15 minutos. Esse material, em seguida, foi
aliquotado, identificado e armazenado a — 80°C. Cada amostra, ao final da etapa descrita acima,
foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA para verificacao da integridade do
RNA obtido. Para a sintese do cDNA (DNA complementar) a transcri¢do reversa foi realizada
utilizando o kit comercial (Applied Biosystems) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
de acordo com as instru¢des do fabricante para a sintese do cDNA. Para cada 1pug de RNA, foi
adicionado 2,5ul de RT Buffer; seguido de 1,0ul de ANTP’s; 2,5ul de Random Primers e 1,25ul da
enzima MultiScribeTM, completando com dgua DEPC o volume final de 20ul. Realizou-se a
quantificagdo da expressdo diferencial dos miRNAs escolhidos rno-miR-155-5p (Assay ID
002571), rno-miR-132-3p (Assay ID 000457), rno-miR-126-3p (Assay ID 002228), rno-miR-146a-
5p (Assay 000468), rno-miR-339-5p (Assay ID 002257) e utilizou-se como normatizador o U6.

A partir do cDNA obtido das amostras, foi realizada a amplificacdo por Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RT-PCR), com a utilizacdo da TagMan Master
Mix (Applied Biosystems). Para a anélise quantitativa da expressao dos genes supracitados, foram
utilizados os sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems). Um aparelho de detec¢do de PCR em tempo real
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi utilizado juntamente com o software
Sequence Detection System para a obtencdo dos valores de CT. As reagdes de PCR em tempo real
foram realizadas em duplicata, utilizando o reagente TagMan Master Mix (Applied Biosystems,
EUA). A amplificagdo foi realizada em um volume final de 10ul, utilizando 5 pl do reagente
especifico TagMan Master Mix, 0,5ul de cada sonda especifica e 4,5ul de cDNA diluido 1:10. Os
dados foram entdo exportados para planilhas do software Excel para calculo dos valores de ACT.
As condi¢des padrdo para amplificacido foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos

por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensdo, simultaneos).
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4.2.3. Expressao sérica dos microRNAs -155, -132, -126, -146a e -339-5p

As amostras de sangue foram coletadas em tubo com EDTA e centrifugadas 10’ por 2500
rpm. O plasma (fase superior) foi transferida para outro tubo e foram adicionados 250ml de PBS e
750ml de Trizol (Invitrogen, EUA) para congelamento a -80 °C. Para verificacdo da integridade
do RNA obtido, cada amostra foi, ao final da etapa descrita acima, submetida a eletroforese em gel
de agarose a 1% para RNA. Para a sintese do cDNA (DNA complementar) dos miRNAs, a
transcricdo reversa foi realizada utilizando o kit comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Para cada Sng de RNA, foi adicionado 0,75ul de RT Buffer;
seguido de 0,075ul de dNTP’s; 1,5ul de Primers especificos (miRNA ou controle endégeno) e
0,5ul da enzima MultiScribeTM, 0,094ul de RNase out (1.9U), completando com agua DEPC o
volume final de 7,5ul. As amostras foram incubadas no termociclador por 30 min a 16°C, 30 min
a 42°C, 5 min a 85°C e, em seguida, realizou-se a 4°C. Para o PCR em tempo real, foi utilizado
4,5uL do cDNA das amostras diluido 1:4 em um volume final de rea¢do de 10uL.

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a expressao diferencial dos microRNAs
utilizando o sistema disponivel comercialmente TagMan Assay-on-demand, composto por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems) para a andlise quantitativa da expressao dos
microRNAs -155, -132, -126, -146a, -339-5p (descritas no item 4.3.2). Utilizou-se como

normalizador o U6.

4.2.4. Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram exportados para Excel e transferidos para o software
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA, EUA), utilizado para gerar os graficos
e calcular a significancia estatistica. Todos os valores obtidos para cada técnica foram considerados
paramétricos dentro do grupo analisado através do teste de distribuicao normal Shapiro-Wilk. Para
as analises de significincia estatistica entre os grupos, foi utilizado o teste One-way ANOVA, com

pos-teste de Tukey, p<0,05.



36

| Periodo de ingesta de etanol+cafeina: 55 dias |

Dia t i o | 1 = |
©
o —
8 QE’ ] T o 2 o £ @
c o o c o £ Q9 3
[ 1] ] w © = S '® O
3 & = g o g ¥ &
= = 8
2 & 3 53 ! §a £
[} kel > © O c 1]
2 'S © 0 N o U
] © £ £ °2
T 3 o o
< " S w— O
- 2 < S S e
£ S a £
£ ©
(%]
L JL J
l | Periodo de ingesta de etanol: 70 dias

l Etapa de padronizagdo da linhagem |

Figura 1. Desenho experimental para os grupos UChB e UChB+cafeina a partir do nascimento dos animais e da
padronizacgdo da linhagem. Modificado de Martinez et al. (2018).

4.3.RESULTADOS

4.3.1. Cafeina reverteu o aumento da expressao de miRNAs apés o consumo de
etanol no cerebelo

Para os miRNAs mensurados no tecido cerebelar, todos tiveram aumento significativo em
sua expressdo no grupo UChB, apds o consumo de etanol. Para todos eles também houve reducio
da expressdo no grupo UChB+cafeina quando comparados ao do grupo Controle. Apenas para o
miR-146a-5p houve diminui¢do dos niveis de expressdo no grupo UChB+cafeina para niveis

menores do que o do grupo Controle (Fig.2).
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Figura 2. Andlises das expressdoes dos miR-155-5p, -146a-5p, -126-3p, -132-3p, -339-5p no cerebelo dos
animais. Os dados s@o expressos como a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre os grupos. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.



38

4.3.2. Cafeina elevou o nivel de miRNAs circulantes

O consumo de cafeina elevou os niveis dos miR-126-3p e miR-132-3p no grupo
UChB+cafeina. Aumento significativo foi observado para o miR-126-3p que demonstrou estar
aproximadamente quarenta e cinco vezes maior apds o consumo de etanol e cafeina do que apds o
consumo isolado de etanol. Para o miR-132-3p, a expressao no grupo UChB quando comparada ao

grupo UChB+cafeina foi encontrada oito vezes menor (Fig. 4).
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Figura 3. Andlises das expressdes dos miR-126-3p e miR -132-3p no plasma dos animais. Os dados sdo expressos
como a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos. * p <0,05,
**p<0,01, *** p <0,001.

4.3.3. O consumo de etanol influenciou a expressao de miRNAs circulantes

A expressao do miR-146a-5p no plasma dos animais foi elevada apés o consumo de etanol.
O consumo de cafeina foi capaz de reduzir este miRNA a niveis comparéveis ao do grupo controle.
Para o0 miRNA-155-5p houve diminuicdo de sua expressao para o grupo UChB+cafeina. O miR-
339-5p teve expressdo diferencial para cada um dos grupos analisados, sendo que o consumo de

etanol e de cafeina atenuou sua expressao.
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Figura 4. Anilises das expressoes dos miR-146a-5p, -155-5p, -339-5p no plasma dos animais. Os dados sdo
expressos como a média + desvio padrao. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos.*p <0,05,
**p<0,01, *** p <0,001.

4.4. DISCUSSAO

O consumo de etanol leva a mudancas neuroinflamatdrias no cortex cerebral, hipocampo e
cerebelo (ALFONSO-LOECHES et al.; 2010). Os miRNAs tem papel notdvel na regulacio
epigenética do processo inflamatério dentro do SNC, levando a patogénese de doencgas cujo eixo é
claramente inflamatério, como a doenga de Alzheimer ou a esclerose multipla (KARTHIKEY AN
et al., 2016). Durante o periodo de injuria no tecido neural, diversas vias de sinalizacdo ativam
microglia e astrdcitos, contribuindo para o estado de inflamac¢@o, um dos principais contribuintes

para a iniciagdo e progressao da neurodegeneracio (NEAL; RICHADSON, 2018).
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O presente estudo demonstrou aumento na expressao dos miRNAs -155-5p, -146a-5p, -
126-3p, -132-3p, -339-5p presentes no tecido cerebelar para o grupo UChB. Com isso, pode-se
inferir que o consumo cronico de etanol € capaz de exercer forte influéncia sobre o tecido neural.
No estudo de Lewhol et al. (2011) o nivel de microRNAs foi encontrado significativamente
aumentado no cértex pré-frontal de humanos consumidores cronicos de etanol, dentre eles o miR-
339-5p e o miR-146a. Esse estudo sugeriu que a reducdo da expressdo génica decorrente do
consumo de etanol em humanos poderia ter como uma das causas o aumento na expressdao de
miRNAs e que processos celulares fundamentais para a plasticidade neuronal representariam
grande parte dos alvos regulados pelos miRNAs analisados.

Um dos miRNAs ligados a ativagdo microglial trata-se do miR-155-5p, que tem como um
dos alvos a SOCS-1 (supressor of cytokine signalling-1), proteina que negativamente regula a
resposta inflamatdria nesse tipo celular. O aumento desse miRNA leva, portanto, ao aumento da
secrecao de citocinas pro-inflamatorias e 6xido nitrico (CARDOSO et al.; 2012). O miR-155-5p é
um miRNA reconhecidamente pro-inflamatorio e cuja presencga na célula se mostra critica para a
efetividade das respostas advindas de macréfagos e células T. Nos macréfagos, o miRNA-155 é
estimulado a partir de ligantes dos receptores tipo toll (TLRs) e por citocinas como o interferon-y
(IFN-y) (GAUDET et al., 2017). Lippai e colaboradores (2013) mostraram que a deficiéncia do
miRNA-155 protege contra a indugdo, pelo etanol, do aumento de citocinas pro-inflamatdrias no
cerebelo de camundongos, protegendo também do aumento da producdo de NFkB. Além disso,
concluiram que a inducdo da expressdo do miRNA-155 é dependente do TLR4 no cerebelo exposto
ao etanol de maneira cronica, mostrando que a dele¢do desse miR pode ter papel neuroprotetor
importante. Os resultados do presente estudo corroboram com o reportado pela literatura, uma vez
que houve aumento da expressdo desse miRNA em decorréncia do consumo de etanol. A ingesta
de cafeina atenuou a expressao desse miRNA para o grupo UChB+Cafeina a niveis comparaveis
ao do grupo Controle, sugerindo a regressao do estado inflamatdrio estabelecido no grupo UChB.

Nesse sentido, alguns miRNAs desempenham papel de resolutividade do processo
inflamatoério, dentre eles o miR-146a-5p. A superexpressido desse miRNA em células microgliais
demonstrou induzir aumento da IL-10, essencial para a contencdo do estado de ativacdo da
inflamagdo (SABA et al.; 2012). Em linhagem de astrdcitos tratados com IL-1f3, a maior expressao
do miR-146a relacionou-se a regulacdo negativa do processo inflamatdrio ao diminuir fatores como

a IL-6 e a COX-2. O miR-146a-5p tem como alvos diretos os genes relacionados a adaptagdo do
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MyD88, IRAK-1 e TRAF-6, componentes essenciais para a ativa¢do da via do NFkB, via ativacao
dos TLR’s (IVER et al.; 2012). Assim, o aumento do miR-146a condiz com o aumento da expressao
do NFkB, tratando-se de uma tentativa de suprimir a producdo desse fator de transcri¢do
(CARDOSO; GUEDES; DE LIMA, 2016; IVER et al.; 2012). Ap6s o consumo de etanol, houve
aumento da expressdo do miR-146a no tecido cerebelar em resposta ao provavel aumento da
inflamacao, indiciado pela aumento da expressdo do miR-155 nesse mesmo grupo. Além disso, o
consumo de cafeina foi capaz de reduzir a expressio do miR-146a a nivel menor do que o
encontrado para o grupo Controle, sinalizando para a ndo necessidade do tecido conter o estado
inflamatorio. Relata-se aumento da expressdo do miR-155-5p concomitantemente ao aumento da
miR-146a-5p no contexto inflamatdrio, apontando para uma possivel tetantiva do tecido de resolver
o estabelecimento do processo de inflamacao (GAUDET et al.; 2017).

No estudo de Lippai e colaboradores (2013) observou-se que o consumo cronico de etanol
aumentou os niveis cerebelares do miRNA-132 e, de forma semelhante, houve aumento da
expressdo desse miRNA para o grupo UChB. No entanto, além de se relacionar ao processo
inflamatério, esse miRNA € muito encontrado em terminais sindpticos neuronais, tendo ampla
relacdo com a integridade dos campos sindpticos dos dendritos e com a plasticidade neural
(KAWAHARA, 2008). Kawashima et al (2010) demonstraram que o aumento da expressdao do
miR-132 eleva os niveis de receptores glutamatérgicos GluA1, GluN2A e GluN2B em cultura de
neurdnios corticais. Isso sugere o etanol como modulador ndo somente de proteinas
reconhecidamente inflamatérias, mas também de proteinas estruturais, como 0s receptores
glutamatérgicos, uma vez que no presente estudo esse miRNA mostrou-se superexpresso para o
grupo UChB. Dentre os genes alvos do miR-132, incluem-se IRT1, AChE, PTEN, FOXO3a e p300
de acordo com o levantamento feitos por Bickers et al. (2014), concluindo-se que o aumento da
expressdo do miR-132 pode estar relacionado a desordens neuropsiquidtricas.

Em adicdo aos resultados aqui apresentados, Zhang e colaboradores (2014) mostraram
aumento do miRNA-339-5p em um quadro de neuroinflamacdo induzida pelo etanol, com o
aumento significativo da expressao de citocinas pro-inflamatérias IL-18, IL-6 e TNF-a nas células
microgliais e no tecido cerebral. Esse miRNA tem como alvos provéveis as proteinas IKK-f and
IKK-¢, reguladoras da ativagdo do NFkB. Além disso, esse miRNA encontra-se desregulado em

processos de neurodegeneracdo (VALLELUNGA et al., 2014) e foi encontrado também sendo



42

expresso de maneira alterada no cortex cerebral de murinos durante periodo de dependéncia do
etanol (NUNEZ et al., 2013).

H4 poucos estudos em torno da funcdo do miRNA-126-3p no encéfalo humano
especificamente. Mas apesar disso, ¢ um miRNA de grande expressao no tecido neural e sabe-se
que ele tem um papel preponderante no processo de angiogénese e de manuten¢do da integridade
do epitélio vascular, sendo importante na homeostase vascular (VAN SOLINGEN et al., 2015; YU
et al.; 2018). Tem acdo também relacionada a resposta imune inata (BAI et al., 2014). Na
inflamacao, o microRNA- 126 parece suprimir producdo de espécies reativas de oxigénio em células
endoteliais através da modulagdo da expressdao de HMGB1 (TANG et al., 2017).

No tecido cerebelar, o grupo UChB+cafeina teve a expressdo de todos os miRNAs
analisados reduzida a niveis menores ou compardveis ao do grupo Controle. Dessa forma, infere-
se que, a partir da perturbacdo inicial causada pelo consumo de etanol e evidenciada pelas
alteracdes do grupo UChB, a cafeina foi capaz de retornar a expressdo dos miRNAs a niveis basais.
No estudo de Varma & Kovtun (2013) relatou-se a cafeina como capaz de modular a expressao de
miRNAs no cristalino de ratos submetidos a dieta rica em galactose. Uma vez que a elevacdo de
alguns miRNAs silencia genes e consequentemente desativa a traducdo de proteinas, a cafeina foi
capaz de atenuar essa superexpressao, sendo que o seu efeito benéfico poderia ser, entdo, atribuido
a sua habilidade de suprimir a elevacao de miRNAs téxicos e o consequente silenciamento génico.
Essa mesma l6gica poderia explicar os efeitos benéficos decorrentes do consumo da cafeina apds
o consumo de etanol no cerebelo dos ratos UChB.

Os efeitos da ingestdo de etanol e cafeina, no entanto, ndo se restringiram apenas ao tecido
cerebelar. Quando analisada a expressao de miRNAs circulantes, notou-se reverberacao sistémica
da acdo desses pequenos RNAs. Sugere-se que os miRNAs podem agir como uma nova classe de
biomarcadores para o diagndstico e monitoramento de doencas como o cancer, doengas cardiacas,
infecgdes e condi¢cdes neurodegenerativas (BECKRIS & LEVERENEZ, 2015; MOMEM-
HERAVT et al.; 2015). Partindo de sua origem intracelular, miRNAs podem ser secretados
extracelularmente apds agdo da AGO2 (HE & HANON, 2004) ou ainda ser secretados em vesiculas
extracelulares, os exossomos, servindo como assinaturas personalizadas dos estado de doenca e
refletindo a interag@o célula-célula (GIBBINGS et al.; 2012).

Momem-Heravi et al. (2015) reportaram que quando linhagens celulares, modelos animais

e pacientes com hepatite alcodlica eram expostos ao etanol, estabelecia-se aumento no nimero de
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exossomos circulantes, com alteragdes também na carga de miRNAs. Uma vez presentes na
corrente sanguinea, os miRNAs podem ter acdes sist€micas, enderecadas a uma ampla gama de
orgdos e tecidos (BARTEL, 2004; BENES & CASTOLDI, 2010). A capacidade do etanol de
modular o nivel desses miRNAs circulantes pode refletir uma via para as alteragdes trazidas pelo
abuso dessa substancia.

Ten Berg et al. (2018) documentaram alteragdo de miRNAs presentes no soro de jovens
adultos apds exposic¢ao irrestrita ao consumo de etanol. Cerca de 1305 miRNAs foram identificados
e sequnciados e, dentre estes, 265 tiveram sua expressdao aumentada apds o episoédio de consumo.
Os hsa-miR-4433a-3p e hsa-miR-676-3p foram identificados como miRNAs particularmente
aumentados apds o consumo agudo de etanol. Gardiner et al. (2016) realizaram estudo prospectivo
com mulheres grdvidas pacientes de clinicas e maternidade que consumiram etanol durante a
gravidez e reportaram alteracdes nos miRNAs séricos 125a-5p, -602, -126, and -3180-3p.

O consumo de etanol elevou os niveis dos miRs-146a e -155 no plasma dos animais UChB.
Os niveis séricos desses miRNAs foram relatados elevados em modelo de doencga hepética
alcodlica induzida (BALA et al.; 2012; MCDANIEL et al.; 2014). A expressao desses miRNAs
circulantes se mostrou elevada para o miR-155 e atenuada para o miR-146a em pacientes portadores
da Doenga de Parkinson, podendo a sua assinatura estar relacionada ao estigio da
neurodegeneracdo (CAGGIU et al.; 2018).

O consumo de cafeina elevou os niveis dos miR-126-3p e -132-3p a niveis superiores aos
comparados com o grupo Controle e UChB, mostrando que esses miRNAs foram especificamente
alterados pelo consumo da cafeina. Poucos estudos relatam a modulagdo da cafeina sobre miRNAs
séricos, estando a maior parte deles restritos ao efeito dessa substincia nos tecidos (FANG et al.;
2014). Sendo assim, € interessante observar que, apesar da maior expressao dos miR-126-3p e -
132-3p no tecido cerebelar para o grupo UChB, houve maior expressao sistémica desses miRNAs
para o grupo UChB+cafeina, sinalizando para o fato de que, a expressdo de miRNAs em um
determinado tecido nem sempre reflete o seu efeito sist€tmico, como reportado pelo estudo de
Sierzega et al. (2017).

A cafeina estd relacionada a regulacdo da expressdo de miRNAs e € uma substancia
reconhecida como uma xantina alcaloide de grande potencial antioxidante, capaz de inibir
alteragdes causadas por estresse oxidativo durante a transcricio do DNA (SHI, PABBOON &

SCOTTO.; 2015). A sua acdo nos tecidos € mediada pelos receptores adenosinérgicos, sendo a
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adenosina uma molécula endégena chave que regula a funcdo tecidual através da proteina G
acoplada aos receptores adenosinérgicos. Muitas células imunes expressam esses receptores € sao
responsivas aos efeitos modulatérios da adenosina no organismo (HASKO et al., 2008).

No estudo de Martinez et al. (2018), a andlise da acdo do consumo concomitante de etanol
e cafeina no cerebelo de ratos UChB mostrou relevante capacidade da cafeina em reverter o
processo apoptético causado pelo etanol as células Granulares, de Golgi e ainda nas células da Glia
do cerebelo, suprimindo em grande parte a expressdo de Caspase-3 e intensificando a expressao de
XIAP. No entanto, pouco ainda se sabe sobre como a cafeina é capaz de agir para a atenuacao da
perda neuronal. Acredita-se que para o retardo dos processos neurodegenerativos, uma das formas,
além da diminuicdo da taxa de apoptose, seja, primeiramente, pelo combate a neuroinflamacao
(ULLAH et al., 2015; MADEIRA et al., 2016) e o presente trabalho demonstrou que hd regulacio

exercida pela cafeina sobre os miRNAs.

4.5. CONCLUSAO

Assim, a partir dos presentes resultados concluimos que tanto o consumo de etanol quanto
de cafeina foram capazes de interferir na expressio de miRNAS relacionados ao processo
inflamatério no cerebelo e no plasma sanguineo dos animais UChB, sendo que o etanol estabeleceu
processo inflamatério e a cafeina atuou como neuroprotetora do tecido cerebelar.

Também, concluimos que os niveis plasmadticos dos miRNAs analisados nem sempre
refletiram os niveis cerebelares dos mesmos, sugerindo que as andlises desses marcadores devem
sempre ser avaliadas como parametros complementares na sinalizacdo de diferentes processos

biolégicos.
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RESUMO

O consumo de etanol tende a aumentar os niveis de marcadores inflamatorios no Sistema Nervoso
Central. A cafeina tem papel antagénico ndo-seletivo dos receptores adenosinérgicos. Sabe-se
também que as vias adenosinérgicas desempenham agdo protetora no SNC. Assim, supde-se que o
consumo de cafeina seja capaz de interferir nos processos celulares inerentes aos mecanismos
inflamatoérios, podendo atenuar a instalacdo da neuroinflamacdo. O objetivo do presente trabalho
foi reconhecer as alteracdes das expressdes de genes e proteinas relacionadas aos processos
inflamatorios e sistema adenosinérgico no cerebelo a partir do consumo de etanol e cafeina e
detectar diferencialmente a expressao dos marcadores escolhidos nas diferentes camadas do tecido
cerebelar. Ratos UChB, machos com 5 meses de idade, foram divididos em trés grupos
(n=15/grupo): 1. UChB (ratos UChB que receberam solucdo de etanol a 10% e dgua ad libitum);
2. UChB+cafeina (ratos UChB que receberam solucdo de etanol a 10% + cafeina 3g/L e dgua ad
libitum); 3. Controle (ratos Wistar que receberam agua ad libitum). O tecido cerebelar dos animais
foi coletado e processado paras as técnicas de RT-PCR, Western Blotting e imunohistoquimica
para os marcadores inflamatérios NFkB, TLR4, TLR2 e MyD88 e receptores adenosinérgicos Al
e A2a. O grupo UChB apresentou niveis proteicos aumentados para NFkB e TLR4, principalmente
para astrécitos de Bergmann e células de Purkinje. A cafeina reduziu a expressdo dessas moléculas
para niveis comparaveis ao do grupo Controle. O receptor A2a mostrou-se superexpresso para o
grupo UChB, sendo mais evidente nas células da glia. Para o receptor A1, houve maior expressao
génica no grupo UChB, mas seus niveis proteicos foram encontrados diminuidos para esse mesmo
grupo, contribuindo para a hipétese de tentativa de recuperacao dos niveis desse receptor através
do aumento da expressdao génica. Concluiu-se que tanto o consumo de etanol quanto de cafeina
modificaram marcadores inflamarérios e receptores adenosinérgicos em niveis proteicos e

moleculares, sendo expressos diferencialmente nos tipos celulares do cerebelo.
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ABSTRACT

Ethanol consumption tends to increase levels of inflammatory markers in the Central Nervous
System. Caffeine has an antagonistic role in non-selective adenosine receptors. It is also known
that the adenosinergic pathways play a protective role in the CNS. Thus, it is assumed that the
consumption of caffeine is able to interfere in the cellular processes inherent to the inflammatory
mechanisms, and may attenuate the installation of neuroinflammation. The objective of the present
work was to recognize the alterations in the expression of genes and proteins related to the
inflammatory processes and adenosinergic system in the cerebellum from the consumption of
ethanol and caffeine and to detect differentially the expression of the chosen markers in the
different layers of cerebellar tissue. UChB and Wistar rats, males at 5 months of age, were divided
into the following groups (n = 15/group): 1. UChB (UChB rats receiving 10% ethanol solution and
water ad libitum); 2. UChB + caffeine (UChB rats receiving 10% ethanol solution + 3g / L caffeine
and water ad libitum); 3. Control (Wistar rats receiving water ad libitum). The cerebellar tissue was
collected and processed for the RT-PCR, Western Blotting and immunohistochemistry techniques
for the inflammatory markers NFkB, TLR4, TLR2 and MyD88 and adenosinergic receptors Al
and A2a. The UChB group showed increased protein levels for NFkB and TLR4, mainly for
Bergmann astrocytes and Purkinje cells. Caffeine reduced the expression of these molecules to
levels comparable to that of the Control group. The A2a receptor was overexpressed for the UChB
group, being more evident in the glial cells. For the A1 receptor, there was more gene expression
in the UChB group, but their protein levels were found decreased for this same group, contributing
to the hypothesis of an attempt to recover the levels of this receptor through the increase of the
gene expression. In conclusion both ethanol and caffeine consumption modified inflammatory
markers and adenosinergic receptors at protein and molecular levels, being differentially expressed

in cerebellar cell types.
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5.1. INTRODUCAO

A ingestdo de bebidas alcodlicas pelos seres humanos € um habito antigo que correlaciona
razdes comportamentais e rituais em diversas sociedades (POLI et al., 2013). O consumo de etanol
aumentou nos udltimos anos a partir de fendmenos de socializacdo e através da divulgacdo
publicitaria (GONZALEZ-MENENDEZ, 2016). Consumir etanol de forma indiscriminada é um
dos principais fatores de riscos a satude, sendo tal substincia responsdvel por 5,9% do total de
mortes no mundo, 7,6% para homens e 4,0% para mulheres, a cada ano. As principais causas de
mortes associadas ao consumo de etanol incluem doengas cardiovasculares e diabetes (33.4%),
doencas gastrintestinais (16.2%) e canceres (12.5%). Somam-se ainda as desordens
neuropsiquidtricas, uma vez que o etanol € uma subtancia psicoativa capaz de gerar dependéncia
(OMS, 2018).

Os efeitos de recompensa, prazer e estimulacdo gerados pelo consumo de etanol sdo
mediados pela liberacdo de dopamina no sistema mesolimbico dopaminérgico, o qual projeta para
as dreas corticais orbitofrontal e pré-frontal, responsdveis por regular o controle motivacional e
cognitivo do individuo (NORONHA et al.; 2014). O etanol afeta também os sistemas de
neurotransmissores envolvendo o d4cido y-aminobutirico, opidides enddgenos, glutamato,
canabindides, noraepinefrina, serotonina (KRANZLER; SOYKA; 2018), bem como sistemas
neuroenddcrinos, incluindo o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HILLEMACHER; LEGGIO;
HEBERLEIN; 2015). Existe amplo respaldo na literatura no que se refere aos efeitos centrais dessa
substincia como estando primariamente relacionada a agdo dos receptores GABAa, receptores de
glutamato NMDA e envolvendo também o sistemas adenosinérgico (NORONHA et al.; 2014). Por
meio dessas interacdes moleculares, o etanol € capaz de alterar o equilibrio do microambiente
interno do SNC e levar a processos como a neurodegeneracdo e a neuroadaptacdo, afetando o
encéfalo como um todo (PEANA et al., 2016).

O cerebelo humano, além do seu cldssico papel como mantenedor da postura e centro do
controle e da funcdo motora, é tido como 6rgdo participante de processos homeostéticos,
enddcrinos, visceromotores, € ainda relacionados a cogni¢do, memoria, aprendizado, recompensa
e emocoes (VOZEH, 2016; WAGNER et al., 2017). Sendo as fun¢des dos neurdnios cerebelares
rigidamente controladas por inputs inibitorios GABAérgicos providos pelos interneurdnios

localizados nas camadas granular e molecular (LUO, 2015), a acdo central do etanol a partir dos
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receptores GABAa elucida o envolvimento do cerebelo nas diversas alteracdes resultantes da
exposicdo a essa droga, sendo afetadas as diversas camadas celulares que compdem a circuitaria
cerebelar (PEANA et al., 2016) e que sdo basicamente trés, quando observa-se o cortex cerebelar:
a camada molecular, mais superficial, seguida pela camada de células de Purkinje e pela camada
granular, mais profunda (VOZEH, 2016).

Isto posto, o cerebelo como orgdo-alvo do etanol se torna evidente quando considerado
aspectos clinicos de pacientes expostos a droga. E conhecido que, criangas quando expostas no
periodo pré-natal, ao etanol apresentam sintomas associados a déficit cerebelar, além da reducdo
do volume cerebelar, em especial, do tamanho do vérmis (AUTTI-RAMO et al., 2002). Em
alcodlicos cronicos, distirbios da marcha e ataxia dos membros sdo sintomas clinicos de disfuncdo
cerebelar evidente (JAATINEN; RINTALA, 2008; LUO, 2015).

Quanto ao efeito direto do etanol nas camadas que compdem o cortex cerebelar, tem sido
relatada a susceptibilidade dos neuronios de Purkinje, Golgi e Granulares a variagdes agudas e
cronicas nos niveis sanguineos de etanol, em diferentes idades (GHIMIRE et al., 2009; BAGHERI
et al., 2015). Modificacdes na estrutura celular foram observadas apds consumo cronico de etanol
em ratos, resultando na dilatacdo do reticulo endoplasmadtico liso nos neurdnios de Purkinje,
processo acompanhado por morte neuronal ou apoptose axonal (DLUGOS, 2015). O cerebelo de
ratos adultos UChA apresentou neurdnios granulares e de Purkinje com nicleos apoptéticos,
citoplasma com acimulo de gotas lipidicas e desorganizacao da substancia branca (OLIVEIRA et
al., 2014). Martinez et al. (2015) relataram o corpo medular do cerebelo de ratos UChA adultos
com numero significativo de células apoptdticas, aumento nos espacos interaxonais e deterioracao
da bainha de mielina com desestruturacdo de sua forma caracteristica. Martinez et al. (2018)
verificaram que o etanol foi capaz levar a neurodegeneracdo em células da glia e neurdnios
cerebelares em ratos UChB.

Além das modificacdes estruturais, a ingestdo de etanol aumenta os niveis cerebrais de
moléculas reconhecidamente envolvidas com a resposta imune, evidenciando a instalacdo de
processo neuroinflamatério. Evidéncias que indicam que o consumo cronico de etanol aumenta o
nivel de citocinas no SNC (CREWS et al., 2006). Em ratos submetidos ao cosumo crénico de etanol
foi verificado aumento da expressao de iNOS, COX-2 e IL-1b, além do aumento de trés das maiores
familias de quinases estressoras existentes (ERK 1/2, p38 and JNK) (VALLES et al., 2004). A

micréglia, célula responsavel pela resposta imune inata dentro do SNC, e os neur6nios, respondem
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sinalizando através da estimulacdo de receptores do tipo Toll (TLR’s), que ativam, direta ou
indiretamente, a via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NFkB), microRNAs e citocinas pré-
inflamatérias (CREWS et al., 2017; VETRENO et al., 2018). A ativacdo do NFkB estimula a
transcricdo do fator de necrose tumoral, TNF-a, cuja acdo pode levar a apoptose ou necroptose
(BORGHI; VERSTREPEN; BEYAERT, 2016).

A cafeina, uma xantina alcaloide, € uma das substancias psicoativas mais consumidas no
mundo (FREDHOLM; YANG; WANG, 2016). E encontrada em uma ampla variedade de
alimentos e bebidas, como refrigerantes, chocolates, cafés e chds, sendo consumida,
principalmente, por suas propriedades estimulantes (DOEPKER et al., 2016). Tal efeito deve-se ao
seu papel antagdnico ndo-seletivo dos receptores adenosinérgicos Al, A2a, A2b e A3, tendo maior
destaque a participacdo dos dois primeiros. Assim, tais receptores participam da composi¢cdao do
sistema adenosinérgico, presente em diversos tecidos e incluisve no encéfalo humano, onde ¢
reconhecido como um modulador da neurotransmissdo e da resposta inflamatoria (WARDAS,
2002).

A quebra da adenosina trifosfato (ATP) pelas atividades do organismo durante o dia
aumenta a quantidade de adenosina livre no SNC, que, por sua vez, se liga aos receptores Al e
A2a. Essa ligacdo diminui a atividade neural e promove o estado de sonoléncia e sensacdo de
cansaco. A conformacdo da cafeina permite a sua ligacdo a esses receptores sem diminuir, no
entanto, a atividade neural, pois a sua estrutura apesar de semelhante a da adenosina, ndo ativa as
mesmas cascatas de sinalizacdo para a diminuicdo do desempenho cerebral. Dessa maneira, a
cafeina age como estimulante do SNC através da inibi¢cdo por competicao dos efeitos da adenosina
(FISONE; BORGKVIST; USIELLO, 2004; PELELI et al., 2017).

Sabe-se que a via adenosinérgica desempenha um papel protetor importante no SNC
(WARDAS, 2002), entdo, supde-se que o consumo de cafeina seja capaz de interferir justamente
nos processos celulares inerentes aos mecanismos inflamatérios, podendo prevenir, retardar ou até
mesmo atenuar a instalacdo da neuroinflamacdo e, indiretamente, da neurodegeneracio
(HEIMFARTH et al., 2013). Por atuar através do sistema adenosinérgico, a cafeina tem potenciais
efeitos sobre a modulagao dos processos inflamatérios a partir de sua influéncia sobre os receptores
A2a, presente em células imunes. Apesar da relacdo entre as vias da inflamacdo e as vias
adenosinérgicas ainda ndo serem completamente estabelecidas, Tsuitsui et al. (2004) notaram que

o aumento de receptores adenosinérgicos Al atenuou a desmielinizacdo e neuroinflamagdo em
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modelos de esclerose multipla. Madeira et al. (2016) mostraram que houve diminui¢do da
inflamacao da retina de modelos animais para glaucoma nos grupos que ingeriram cafeina. Estudos
sugerem que a ativacdo dos receptores A2a resulta em fendtipos reativos de micréglia, levando a
aumento de fatores neurotéxicos e de elementos nao celulares que culminam no estabelecimento
da neuroinflamac¢ao (BOIA; AMBROSIO; SANTIAGO, 2016). Refor¢ando a hip6tese da cafeina
como neuroprotetora, estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de cafeina estd
inversamente relacionado ao surgimento de disfun¢des neurolégicas como Alzheimer e Parkinson,
cujo eixo de patogénese € a neuroinflamacgdo cronica (BROTHERS; MARCHALANT; WENK,
2010).

Também o consumo de etanol parece ter notdveis efeitos sobre o sistema adenosinérgico e
as suas inter-relacdes comecam a ser exploradas a luz da literatura atual. A exposi¢do aguda ao
etanol aumentou os niveis extracelulares de adenosina, pressupondo a sua mediacdo nos efeitos
ataxicos, sedativos e hipnoéticos do etanol, enquanto a exposi¢cdo cronica ao alcool levou a uma
diminui¢do da expressao e sinaliza¢do adenosinérgica. Além do mais, a modulacao desregulada da
transmissdo glutamatérgica pela adenosina na regido estriatal tem implicado fortemente num
potencial abuso de etanol pelo individuo (RUBY et al., 2014). Butler & Prendergast (2012)
apontaram para alteracdes na sinaliza¢do adenosinérgica na interface de diversos efeitos trazidos
pela exposicao aguda ao etanol, particularmente no que se refere a sedagdo e funcdo motora. Ainda,
a exposicao cronica ao etanol mostrou adaptacdes na superficie celular quanto a expressao e fungio
tanto de receptores Al quanto de A2a. Kuo et al. (1979) descreveram diminui¢do do modulador
inibidor da adenosina no cerebelo de camundongos apds ingestdao de etanol, cafeina e fenobarbital.
Parkinson et al. (2009) analisaram as expressoes génicas dos receptores de adenosina e enzimas
metabolizadoras de purina em camundongos transgénicos consumidores de etanol e cafeina.

No estudo de Martinez et al. (2018) a andlise da acdo do consumo concomitante de etanol
e cafeina no cerebelo de ratos UChB mostrou relevante capacidade da cafeina em reverter os danos
apoptoticos causados pelo etanol nas células Granulares, de Golgi e ainda nas células da Glia do
cerebelo, suprimindo em grande parte a expressao de Caspase-3 e intensificando a expressao de
XIAP. No entanto, pouco ainda se sabe sobre como a cafeina é capaz de agir para a atenuacao da
perda neuronal. Acredita-se que dentre as formas de retardo dos processos neurodegenerativos,
uma das formas, além da diminuicdo da taxa de apoptose, seja, primeiramente, pelo combate a

neuroinflamagdo (ULLAH et al., 2015; MADEIRA et al., 2016).



58

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi identificar as altera¢des das expressdes de
genes e proteinas relacionados aos processos inflamatérios e sistema adenosinérigco no cerebelo a
partir do consumo de etanol e da interacdo entre etanol e cafeina. Objetivou-se detectar

diferencialmente a expressdo dos marcadores NFkB, TLR4, MyD88, TLR2, Al e A2a nas

diferentes camadas do tecido cerebelar.
5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Procedimentos experimentais

No presente trabalho, foi utilizado um total de 30 ratos adultos da variedade UChB, do sexo
masculino, com cinco meses de idade e 15 ratos Wistar, também do sexo masculino, com cinco
meses de idade. Durante o estudo, os animais receberam dieta s6lida (racdo Purina) e dgua "ad
libitum", sendo alojados em caixas individuais com fundo sélido e forradas com maravalha, sob
condig¢des controladas de luminosidade (12h de luz e 12h de escuro) e temperatura (20 a 25°C). Os
animais foram divididos em trés grupos experimentais (N=15): (1°: grupo UChB) - grupo de ratos
UChB de consumo voluntério de etanol a 10% (4dgua + etanol, sendo que cada animal consumiu 7g
de etanol/kg de peso corpdreo/dia), (2°: grupo UChB+cafeina) - grupo de ratos UChB de consumo
voluntério de etanol a 10% (4gua + etanol, sendo que cada animal consumiu 7g de etanol/kg de
peso corpéreo/dia + 3g de cafeina a cada litro de solu¢do consumida) e (3°: grupo Controle) - grupo
de ratos Wistar com o consumo de dgua “ad libitum”.

A Selecgado dos animais bebedores de etanol e padronizagdo da variedade UChB foi realizada
de acordo com o protocolo de Mardones e Segovia-Riquelme (1983). Do fim do periodo da selecao
até a eutanasia (80 aos 150 dias de idade), o consumo de etanol foi medido a cada 7 dias. Os ratos
do grupo UChB+cafeina permaneceram 55 dias consecutivos (95 aos 150 dias) ingerindo
voluntariamente a solu¢do de etanol a 10% adicionada de cafeina.

O protocolo experimental seguiu os principios €ticos em pesquisa animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Unicamp sob o protocolo de nimero 4651-1/2017 e pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFSCar sob o protocolo de niimero 9895280815. Apés o
periodo de experimentagdo, a eutandsia dos animais foi realizada por sobredosagem de anestesia

(Xilazina 300 mg/kg e Cetamina 40 mg/kg, via intraperitoneal). Amostras do cerebelo de 5 animais
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foram destinadas para as andlises moleculares, 5 amostras foram destinadas as técnicas de

imunohistoquimica e outras 5 amostras teciduais foram destinadas a tecnica de Western blotting.

5.2.2. Expressoes génicas de NFkB, MyD88, TLR4, TLR2, A1, A2a no tecido cerebelar

Amostra do cerebelo de cinco animais por grupo foi congelada e adicionada de 250ul de
PBS e 750ul de Trizol® (Invitrogen, EUA). O fragmento de tecido cerebelar foi homogeneizado
com a utilizacdo de um aparelho Politron®. Apds permanéncia em temperatura ambiente por 5
minutos, acrescentou-se 200ul de cloroférmio, agitando-se vigorosamente por 15 segundos. A
solucdo final foi centrifugada por 15 minutos a 4°C e 13.200 rpm e a fase aquosa (superior) de cada
frasco foi transferida para novos tubos. O RNA foi precipitado com 500ul de alcool isopropilico
100% e permaneceu a -20°C por 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada por 20 minutos a 4°C e 13.200 rpm, desprezou-
se o sobrenadante. A seguir, acrescentou-se 1000ul de etanol 75% seguido novamente de
centrifugacdo refrigerada por 5 minutos a 13.200 rpm. A fase superior foi desprezada e o pellet
seco dissolvido com dgua tratada com DEPC por 15 minutos. Esse material, em seguida, foi
aliquotado, identificado e armazenado a — 80°C. Cada amostra, ao final da etapa descrita acima,
foi submetida a eletroforese em gel de agarose a 1% para RNA para verifica¢do da integridade do
RNA obtido. Para a sintese do cDNA (DNA complementar) a transcri¢do reversa foi realizada
utilizando o kit comercial (Applied Biosystems) High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
de acordo com as instrucdes do fabricante para a sintese do cDNA (DNA complementar). Para
cada 1pg de RNA, foi adicionado 2,5ul de RT Buffer; seguido de 1,0ul de dNTP’s; 2,5ul de
Random Primers e 1,25ul da enzima MultiScribeTM, completando com agua DEPC o volume final
de 20ul.

O método de PCR em tempo real foi utilizado para a confirmagdo da expressdo diferencial
de alguns genes relacionados as vias inflamatdrias e adenosinérgicas. Realizou-se a quantificagdo
relativa dos genes NFKB (Assay ID Rn00595794_m1), TLR4 (Assay ID Rn00569848_m1), Al
(Assay ID Rn00567668_ml), A2a (Assay ID Rn00583935_ml), MYDS88 (Assay ID
Rn01640049_m1) e TLR2 (Assay ID Rn02133647_s1) e utilizou-se como normatizador o gene [3-
actina. A partir do cDNA obtido das amostras, foi realizada a amplificacdo por Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) quantitativo em tempo real (RT-PCR), com a utilizacdo da TagMan Master

Mix (Applied Biosystems). Para a anédlise quantitativa da expressao dos genes supracitados, foram
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utilizados os sistemas disponiveis comercialmente TagMan Assay-on-demand, compostos por
oligonucleotideos e sondas (Applied Biosystems). Um aparelho de detec¢do de PCR em tempo real
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi utilizado juntamente com o software
Sequence Detection System para a obtencdo dos valores de CT. As reagdes de PCR em tempo real
foram realizadas em duplicata, utilizando o reagente TagMan Master Mix (Applied Biosystems,
EUA). A amplificacdao foi realizada em um volume final de 10ul, utilizando 5 pl do reagente
especifico TagMan Master Mix, 0,5ul de cada sonda especifica e 4,5ul de cDNA diluido 1:10. Os
dados foram entdo exportados para planilhas do software Excel para cdlculo dos valores de ACT.
As condi¢Oes padrao para amplificacdo foram 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos

por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensdo, simultaneos).

5.2.3. Extracio de Proteinas e Western Blotting

Cinco amostras cerebelares de cada grupo foram congeladas e posteriormente
homogeneizadas através do homogeneizador Polytron (Kinematica) por 1 min em 50 pl/mg de
tampao de extracdo RIPA contendo 10% (v/v) Triton X-100 and 10 pl/ml de cocktail inibidor de
proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA). Os extratos dos tecidos foram obtidos por
centrifugacdo durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C. Uma aliquota de cada amostra foi usada para
determinagdo da concentracdo de proteinas, usando o reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Calif.,USA). As amostras foram misturadas (1:1) com tampao de amostra 3X (100mM
Tris-HCI pH 6.8, 10%p-mercaptoetanol, 4% SDS and 20% glycerol), incubadas em banho seco a
95°C por 5 minutos. O correspondente a 50 microgramas de proteinas foi aplicado no gel de SDS-
poliacrilamida. Apds a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Sistema Hoefer) para
membranas de nitrocelulose (Amersham) a 120 V por 90 minutos. As membranas foram entdo
bloqueadas com BSA 3% diluido em TBS-T por uma hora e incubadas com os mesmos anticorpos
primarios utilizados nos procedimentos de imunomarcacao para os antigenos NFkB, TLR4, TLR2,
MyD88, Al e A2a (descri¢cdo dos anticorpos no item 2.3) com diluicdo variando entre 1:200-
1:1000. Ap6s lavagem com tampao TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com os
anticorpos secunddrios anti-rabbit e anti-mouse HRP conjugados na diluicdo de 1:2000 em BSA
1%. Ap6s nova série de lavagens com TBS-T, foi acrescentado 10ml de solucdo
quimioluminescente (Super Signal West Pico Chemiluminescent/Thermo Scientific/34080) e a

atividade da peroxidase foi revelada por um sinal luminescente das bandas de Western Blotting, as
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quais foram capturadas pelo equipamento G-BOX e chemicamera (Syngene, Cambridge, UK). As
intensidades da marcacao obtidas para as diferentes moléculas foram determinadas por
densitometria através do programa de andlise de imagens NIS-Elements: Advanced Research

(USA). Anticorpo para B-actina foi usado como controle endégeno.

5.2.4. Imunomarcacao dos antigenos NFkB, TLR4, TLR2, MyD88, A1 e A2a

O cerebelo de cinco animais por grupo foi perfundido e fixado em solugdo de
paraformoldeido (4%). Posteriormente, foram emblocados em parafina e foram obtidos cortes de
3 um de espessura através do micrétomo (Biocut — Modelo 1130), sendo coletados em laminas
silanizadas. A recuperacdo antigénica foi realizada por incubagio dos cortes em tampao citrato (pH
6.0) a 100°C em microondas ou tratamento com proteinase K, dependendo das caracteristicas de
cada anticorpo. O bloqueio das peroxidases enddgenas foi obtido com H>0O» (0,3% em metanol)
com posterior incubacdo em solu¢do bloqueadora com albumina soro bovino (BSA) 3%, em
tampao TBS-T por 1 hora em temperatura ambiente. Posteriormente, os antigenos NFkB, TLR4,
TLR2, MyD88, A1 e A2a foram localizados através dos anticorpos monoclonais mouse TLR4(25)
(sc-53462, Santa Cruz Biotechnology) para TLR4, mouse NFkB (F6) (sc-8008, Santa Cruz
Biotechnology) para NFkB, mouse 7F6-G5-A2 (sc-32261, Santa Cruz Biotechnology) para A2a, e
policlonais rabbit ADORA1 (bs-4235R, Bioss) para Al, TLR2 (bs-1019R, Bioss) para TLR2,
MyD88 (bs-1047R, Bioss) para MyD88. Estes foram localizados através dos anticorpos diluidos
(1:35-200) em BSA 1% e armazenados overnight a 4 °C. O kit Envision HRP (Dako Cytomation
Inc., EUA) fo1 usado para detec¢do dos antigenos, de acordo com as instrug¢oes do fabricante. Apds
lavagem com tampao TBS-T, os cortes foram incubados com anticorpo secundario HRP conjugado
proveniente do kit Envision (Dako) por 40 minutos e, posteriormente revelados com

diaminobenzidina (DAB), contra-corados com Hematoxilina de Harris.

5.2.5. Método de quantificacdo da imunohistoquimica

Para a quantificacdo da imunohistoquimica amostras do cerebelo de 5 animais de cada
grupo experimental foram avaliadas através do precipitado acastanhado de DAB, o qual indica a
imunorreatividade dos anticorpos.

Para a contagem, foram considerados os seguintes tipos celulares: Astrocitos de Bergmann,

células de Purkinje, neuronios Granulares, neurdnios de Golgi e células da Substancia Branca (no
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corpo medular do cerebelo foram contadas as células da glia, indiferenciadamente, e foram
excluidos da contagem os neurdnios dos nicleos cerebelares).

Para a contagem das células de Purkinje e dos Astrdcitos de Bergmann, dez campos
aleatdrios, sem sobreposi¢do, foram analisadas por animal, utilizando-se a objetiva de 40X. Estes
campos foram fotografados em Nikon Eclipse E-400 microscépio de luz (Nikon, Téquio, Japdo).
Nestas fotomicrografias, a camada de neurdnios de Purkinje e os Astrécitos de Bergmann em seus
arredores foi fotografada em diagonal de forma a capturar a maior extensdo possivel dessa camada,
que possui aspecto linear, como demonstrado na Figura 10 (D e E). A extensdo analisada por
fotomicrografia para esses tipos celulares foi de aproximadamente 390 um.

Para a contagem dos neurdnios Granulares, neur6nios de Golgi e células da Substancia
Branca, dez campos aleatérios, com drea de aproximadamente 72000 um2, equivalente a 0,072
mm?, contendo apenas a camada granular ou centro branco medular, como demonstrado na Figura
12 (P) e 10 (J), respectivamente, foram fotografada e o nimero de células reativas foi mensurado,.

A comparagio entre os grupos para cada tipo celular contado foi feita nos seguintes termos:
se o grupo apresentou maior nimero de células imunorreativas que outros, este apresentou
marcacdo SUPERIOR ou ELEVADA em relacdo aos outros. Se um grupo apresentou menor
numero de células imunorreativas que outros, este apresentou marcagdo INFERIOR ou MENOR
em relagdo aos outros. Se um grupo apresentou mesmo numero de células imunorreativas que
outros, estes apresentaram marcacdo EQUIVALENTE ou IGUAL aos outros.

Especificamente para o TLR2, a marcagdo citoplasmatica foi dispersa impossibilitando a
mesma padroniza¢gdo morfométrica. Dessa forma, a avaliagdo da imunomarcacao foi feita de forma
qualitativa, por observagdo dos dez campos aleatorios fotografados pela objetiva de 40X. Quanto

mais intensa e frequente a coloracio pelo DAB, maior foi considerada a marcacao.

5.2.6. Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram exportados para Excel e transferidos para o software
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism, Inc, San Diego, CA, EUA), utilizado para gerar os gréaficos
e calcular a significancia estatistica. Todos os valores obtidos para cada técnica foram considerados
paramétricos dentro do grupo analisado através do teste de distribui¢do normal Shapiro-Wilk. Para
as analises de significincia estatistica entre os grupos, foi utilizado o teste One-way ANOVA, com

pos-teste de Tukey. Foram considerados diferentes entre si os valores que tiveram p<0,05.
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Figura 1. Desenho experimental para os grupos UChB e UChB+cafeina a partir do nascimento dos animais e da
padronizagdo da linhagem. Modificado de Martinez et al. (2018).
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Expressao génica dos marcadores inflamatorios e receptores adenosinérgicos no
tecido cerebelar

Para a expressao génica dos marcadores NFkB e TLR4 nio foi verificada modificacido apds
o consumo de etanol ou cafeina nos grupos UChB e UChB+cafeina. Para o TLR2, ocorreu
dinimuicdo da expressdo génica apds o consumo de etanol isolado ou adicionado a cafeina. A
expressdo génica do MyD88 apresentou diferenca estatistica entre os grupos UChB (aumentada) e
UChB+cafeina (diminuida), porém, os mesmos grupos ndo diferiram significativamente do grupo

Controle (Fig. 2).
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Figura 2. Analises das expressdes génicas dos marcadores inflamatdérios NFkB, TLR4, TLR2 e MyD88 no tecido
cerebelar. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
entre os grupos.*p <0,05, **p<0,01, *** p <0,001.
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Para os receptores adenosinérgicos, aumento da expressiao génica tanto do Al quanto A2a
foi verificado para o grupo UChB. O consumo de cafeina foi capaz de reduzir esse aumento para o
grupo UChB+cafeina, equiparando as expressdes de ambos os receptores a expressdo encontrada

para o grupo Controle (Fig. 3).
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Figura 3. Andlises das expressdes gé€nicas dos receptores adenosinérgicos Al e A2a no tecido cerebelar. Os
dados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os
grupos.*p <0,05, **p<0,01, *** p <0,001.

5.3.2. Niveis proteicos dos receptores adenosinérgicos e marcadores inflamatérios no
tecido cerebelar

O nivel proteico dos receptores adenosinérgicos variou significativamente apds a ingestao
de etanol ou de cafeina adicionada ao etanol. Diferentemente do que houve para a expressao génica,
reducdo do receptor Al foi encontrada para o grupo UChB. Os niveis de A1 aumentaram para os
grupos Controle e UChB+cafeina.

Para o A2a, aumento desse receptor para o grupo UChB foi identificado. Os niveis de A2a

diminuiram para os grupos Controle e UChB+cafeina (Fig.4).
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A expressao dos marcadores inflamatérios NFkB, TLR4 e TLR2 aumentou para o grupo
UChB quando comparada aos grupos UChB+cafeina e Controle. Entre o grupo Controle e
UChB-+cafeina diferencas significativas para esses marcadores ndo foram observadas.

Para o TLR2, aumento significativo para o grupo UChB foi verificado em relagdo aos
grupos Controle e ao UChB+cafeina. Para o MyD88, diminui¢do da expressao foi identificada apds

o consumo concomitante de etanol e cafeina (Fig. 5).
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5.3.3. Etanol e cafeina alteraram diferencialmente a expressao dos marcadores
inflamatérios para os tipos celulares analisados.

Os resultados mostraram evidentemente que para o marcador TLR4 houve imunomarcacao
baixa para o grupo UChB+cafeina em todos os grupos celulares analisados (Fig.6).

Para os Astrécitos de Bergmann, a imunomarcacio entre o grupo UChB e Controle foi
semelhante, porém no grupo UChB+cafeina esta molécula foi significativamente reduzida em
relacdo aos grupos UChB e Controle. Os neurdnios de Golgi apresentaram resposta tecidual
semelhante aos Astrdcitos de Bergmann.

Para as células de Purkinje, variagdo na imunolocalizacio foi identificada entre os trés
grupos analisados. No grupo UChB, positividade superior foi identificada para o antigeno quando
comparado aos grupos Controle e ao UChB+cafeina. Os neurdnios Granulares tiveram resposta
tecidual semelhante as células de Purkinje.

Para as células da Substancia Branca, imunomarcagdo elevada do TLR4 foi caracterizada
para o grupo Controle em relagdo aos grupos UChB e UChB+cafeina. O grupo UChB+cafeina

apresentou imunomarcacgao inferior quando comparada ao obtido no grupo UChB.
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O marcador NFkB apresentou mais variacdo de expressdo entre os tipos celulares
analisados do que o antigeno TLR4 (Fig.7).

Para os astrécitos de Bergmann, elevada frequéncia de células marcadas foi identificado
para grupo UChB em relagdo aos grupos Controle e UChB+cafeina.

Para as células de Purkinje, o consumo de etanol levou a imunomarcagao superior para os
grupos UChB e UChB+cafeina em comparagdo ao grupo Controle. Ressalta-se que a comparacao
entre os grupos UChB e UChB+cafeina mostrou que a cafeina apresentou tendéncia numérica de
diminui¢do da positividade para o NFkB.

Os neurdnios granulares apresentaram elevada imunomarcacao no grupo Controle, ja para
o grupo UChB, a imunomarca¢do diminuiu, sendo essa ainda menor no grupo UChB+cafeina.

Para os neur6nios de Golgi, observou-se que o consumo de etanol elevou a imunomarcacao
nos grupos UChB e UChB+cafeina, ndo tendo a cafeina, para o NFkB, nenhum efeito aparente
sobre esse tipo celular.

Para as células da Substincia Branca, significativa diminui¢do de marcagao foi verificada

para o grupo UChB+cafeina e equivaléncia entre os grupos UChB e Controle.
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O marcador MyD88 apresentou tendéncia de elevada expressdo nos grupos UChB e
Controle (Fig.8).

Para os Astrécitos de Bergmann, os niveis de imunomarcacdo entre os grupos UChB e
Controle foram iguais estatisticamente e o grupo UChB+cafeina apresentou marcagdo inferior para
esse tipo celular.

Para as células de Purkinje, elevada imunopositividade desse tipo neuronal foi verificada
para o grupo Controle, tendo o consumo de etanol diminuido a imunorreatividade para os grupos
UChB e UChB+cafeina.

Para os neurdnios Granulares e de Golgi ocorreu resposta tecidual semelhante entre esses
tipos celulares, com elevada imunomarcaciao de MyD88 para o grupo UChB em relacio aos grupos
Controle e ao grupo UChB+cafeina. Na comparacdo entre estes dois ultimos grupos, a cafeina
diminuiu os niveis de imunorreatividade para o antigeno.

Para as células da Substincia Branca, marcacdo com elevada frequencia foi identificada

para o grupo UChB em relacdo aos grupos UChB+cafeina e Controle.
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Figura 8. Analises do nimero de células imunopositivas do marcador inflamatério MyD88 para diferentes tipos
celulares no tecido cerebelar. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrio. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos.*p <0,05, **p<0,01, *** p <0,001.
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O TLR2 apresentou elevada imunoreatividade qualitativamente para os grupos UChB e

Controle. O grupo UChB+cafeina apresentou diminuida imunorreatividade para esse antigeno (Fig.

9).

Figura 9. Imunohistoquimica para o antigeno TLR2. A. Imunomarcagio para a camada molecular, granular e de Purkinje do
cerebelo do grupo UChB. Notou-se expressdao moderada e dispersa ao redor dos Astrécitos de Bergmann e na camada molecular
(100x). B. Imunomarcagdo para a célula de Purkinje no grupo UChB+cafeina (seta). Notou-se marcagdo menos presente do que
para o grupo UChB (100x). C. Imunomarcagao para o grupo Controle, semelhante ao grupo UChB, dispersa ao redor dos Astrécitos
de Bergmann (seta). A escala mostrada no canto inferior direito da figura C € comum para A e B.



Figura 10. Imunohistoquimica dos marcadores inflamatérios TLR4, NFkB e MyD88 no cerebelo dos grupos UChB, UChB+cafeina e
Controle. D. Imunomarcagao para TLR4 no grupo UChB. Notou-se marcagdo muito frequente para Astrdcitos de Bergmann e neurdnios de
Purkinje (40x). E. Imunomarcacgio para TLR4 no grupo UChB+cafeina. Notou-se marcagio menos frequente para as células de Purkinje e
Astrécitos de Bermann (40x). F. Imunomarcacdo para NFkB nos neurdnios da camada granular para o grupo Controle (40x). G.
Imunomarcacio para TLR4 na camada granular do grupo UChB. Destaque para os neur6nios de Golgi positivos para o antigeno (100x). H.
Imunomarcagdo para MyD88 no cerebelo do grupo Controle. Notou-se frequente positividade para as células de Purkinje (40x). L
Imunomarcagio para MyD88 no cerebelo do grupo UChB+cafeina (40x). J. Imunomarcagdo para NFkB nas células do corpo medular do
cerebelo do grupo UChB. Notou-se frequente reatividade para esse antigeno (40x). K. . Imunomarcagdo para NFkB nas células do corpo
medular do cerebelo do grupo UChB+cafeina. Notou-se baixa reatividade para esse antigeno (40x). Escala mostrada no canto inferior direito
de cada fotomicrografia.
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5.3.4. Etanol e cafeina alteraram diferencialmente a expressao dos receptores
adenosinérgicos para os tipos celulares analisados

Para o receptor de adenosina A2a, pode ser notada baixa imunorreatividade para esse
antigeno em todas as camadas do cortex cerebelar, com exce¢do das células da substancia branca
do cerebelo (Fig.11 e 12). Dessa forma, elevado nimero de células positivas para o centro branco
medular foi observada nos animais do grupo UChB e imunomarcac¢io inferior foi observada para
os animais do grupo UChB+cafeina, comparaveis aos niveis obtidos para o grupo Controle.

Eventualmente, células positivas para o A2a na camada granular do cerebelo foram

observadas (Fig.12-P).

A2a
*% r
g I i
<T 200- —*
g
o a
un 1504
©
2
Tol | LR
]
E 50- oD, e,
n
i
2 o -
(&} uchB UChB+cafeina Controle

Figura 11. Anélises do nimero de células imunopositivas para o receptor de adenosina A2a para as células da
glia do corpo medular do cerebelar. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos.*p <0,05, **p<0,01, *** p <0,001.



Figura 12. Imunomarcagdo do receptor adenosinérgico A2a no tecido cerebelar dos grupos analisados. L. Imunomarcagio
expressiva para o grupo UChB em células imunes do corpo medular do cerebelo do grupo UChB (40x). Em detalhe, notou-se a
marcagdo citoplasmdtica do receptor e a forma tomada pela célula, sugerindo uma provavel microglia em estado de ativacdo
(100x). M. Marcagdo citoplasmdtica ao redor de célula do corpo medular de cerebelo do grupo UChB+cafeina. Nota-se
positividade menos evidente (40x). N. Marcacdo citoplasmatica ao redor de célula do corpo medular de cerebelo do grupo
Controle. Nota-se positividade menos evidente (40x). O. Fotomicrografia das camadas cerebelares molecular, de Purkinje e
granular do grupo UChB, mostrando imunopositividade restrita a células da glia do corpo medular (40x). P. Raramente, foram
observadas células marcadas também para provaveis células imunes (seta) mergulhadas na camada granular (40x). Em detalhe,
célula imune com positividade para A2a na camada granular do cerebelo do grupo UChB (100x).
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Para o receptor de adenosina A1, a marcagdo nas camadas cerebelares se mostrou evidente
do que para o A2a (Fig.13 e 14).

Para os Astrécitos de Bergmann, células de Purkinje e neurdnios de Golgi, a resposta
tecidual foi semelhante verificando-se diminuicdo da imunomarcacdo de Al para o grupo UChB
em relacdo aos grupos UChB+cafeina e Controle. Para estes dltimos grupos, a imunomarcacao
manteve-se elevada.

Para os neurdnios Granulares, a resposta tecidual foi oposta ao observado para os Astrécitos
de Bergmann e células de Purkinje, mostrando elevada frequéncia de marcagado para o grupo UChB
e menor reatividade para os grupos UChB+cafeina e Controle.

Para as células da Substincia Branca diminuicao do A1 foi identificada apds o consumo de
cafeina para o grupo UChB+cafeina. A imunopositividade para esse antigeno foi equivalente entre

os grupos UChB e Controle.
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Figura 13. Andlises do nimero de células imunopositivas para o receptor de adenosina A1 para diferentes tipos
celulares no tecido cerebelar. Os dados sdo expressos como a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos.*p <0,05, **p<0,01, *** p <0,001.
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Figura 14. Imunomarcacido do receptor adenosinérgico Al no tecido cerebelar dos grupos analisados. Q. Imunomarcagdo
evidente para o antigeno nas células de Purkinje e Astrécitos de Bergmann (seta) do grupo UChB+cafeina. Nota-se baixa
imunorreatividade para neurénios da camada granular (100x). R. Imunomarcag@o pouco evidente para o receptor nas células de
Purkinje e Astrécitos de Bergmann do grupo UChB (100x). S. Imunomarcacdo baixa para Al nos neurdnios granulares do grupo
Controle (100x). T. Imunomarcagio amplamente positiva para o antigeno nos neurénios granulares do grupo UChB (100X). A
escala mostrada no canto inferior direito da figura T € comum para Q, R e S.
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5.4. DISCUSSAO

A citoarquitetura cerebelar é essencialmente constante ao longo de todo o 6rgao,
caracteristica que € fundamental para a manutencdo da sua funcionalidade (SCHMAHMANN,
2019). No presente estudo, a estrutura cerebelar refletiu a capacidade do etanol e da cafeina em
alterar os niveis proteicos e a imunolocalizagdo de marcadores inflamatdrios e adenosinérgicos
para cada um dos tipos celulares analisados. Assim, sugere-se que hd uma sensibilidade diferencial
dos componentes celulares do cerebelo que, de certa forma, remete ao nivel de comprometimento
do 6rgio frente ao consumo crénico das substincias disponibilizadas aos animais.

A cafeina, uma xantina alcal6ide amplamente consumida, demonstrou efeito importante na
modulacdo dos marcadores investigados, sugerindo papel protetor tecidual se considerando a
tendéncia de retorno ao estdgio de normalidade do tecido, equiparando o grupo UChB+cafeina ao
grupo Controle.

O aumento dos niveis proteicos dos marcadores inflamatoérios, principalmente NFkB e
TLR4, para o grupo UChB estd em consonancia com estudos prévios em que o consumo cronico
de etanol levou ao estabelecimento da neuroinflamagdao (CREWS et al.; 2017). Flores-Bastias &
Kharahanian (2018) apresentaram em recente revisao que o consumo excessivo de etanol induz a
resposta inflamatoria no SNC através da sinalizacdo via TNFa, TLR4 e NFkB. De acordo com a
literatura, essa resposta parece iniciar-se a nivel molecular, com aumento da expressao génica dos
marcadores inflamatérios. ZOU e CREWS (2010) identificaram aumento da expressdao gé€nica de
NFkB, TNF-a, iNOS e MCP-1 em cultura de cértex hipocampal-entorrinal incubada com etanol.
De maneira semelhante, Lippai e colaboradores (2013) encontraram aumento da expressao génica
de TNF-a, MCP-1 e TLR4 em ratos que consumiram etanol cronicamente.

No presente estudo, alteracdes nas expressdes génicas para o NFkB e para o TLR4 ndo
foram verificadas dentre os trés grupos estudados. Assim, pode-se hipotetizar que a inexisténcia de
diferenca em nivel molecular para estes marcadores estaria relacionada ao modelo experimental
utilizado, destacando uma importante caracteristica dos ratos UChB: o desenvolvimento da
tolerancia em alguns aspectos moleculares da resposta ao consumo de etanol (QUINTANILLA et
al., 2006).

A expressdo do NFkB é comumente evidente nas células da glia, por ser um fator de
transcricdo fundamental para a ativagcdo da resposta imune inata a estimulos como estresse gerado

por espécies reativas de oxigénio (EROs) e substancias quimicas (ZOU & CREWS, 2010;
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YOKOVLEVA et al.; 2011). Os resultados de imunohistoquimica ressaltaram frequente
imunolocalizacdo do NFkB para os Astrécitos de Bergmann, aumentados para o grupo UChB. O
mesmo repetiu-se para a imunomarcacdo do TLR4, evidente para esse mesmo tipo celular. Tal
resultado é compativel com o fato de que outro mecanismo que induz a ativagao do NFkB envolve
a via de sinalizacdo do TLR4, receptor que também € altamente expressivo em células da glia. A
acdo do TLR4 estd relacionada a ativacdo da resposta inflamatéria na presenca de etanol
(ALFONSO-LOECHES etal.; 2010, FERNANDEZ-LIZARBE etal.; 2013). Assim, a alta
expressividade desses marcadores para os Astrécitos de Bergmann € condizente com o aumento
do nivel proteico cerebelar tanto para o TLR4 quanto para o NFkB.

Yang et al. (2014) demonstraram que apds o consumo cronico de etanol houve reducdo do
nimero de ramifica¢des dos Astrécitos de Bergmann. O aumento da expressdo do NFkB e do TLR4
vistos nesse tipo celular podem ser indicadores dessa degeneracdo, uma vez que a neuroinflamacao
€ tida como um dos eixos da neurodegeneracdo (HEIMFARTH et al.; 2013). Estudos indicaram
que a manutencdo da morfologia desses astrocitos contribui para a sobrevivéncia das células de
Purkinje em cerebelos adultos (CUI et al., 2001; YAMADA & WATANABE, 2002). Assim,
considerando a maior frequéncia de imunomarcacao para as células de Purkinje no grupo UChB
para estes mesmos marcadores inflamatérios NFkB e TLR4, podemos sugerir no presente estudo
uma possivel relacio entre o processo de inflamacao estabelecido entre os Astrdcitos de Bergmann
e os neurdnios de Purkinje.

Segundo Martinez e colaboradores (2018) € fato que tal resposta inflamatéria conduz ao
dano e morte neuronal como visto pelo aumento da expressdo de Caspase-3 apOs o consumo de
etanol em ratos UChB (MARTINEZ et al. 2018). Nesse mesmo estudo, avaliou-se o efeito do
consumo concomitante de etanol e cafeina, de maneira semelhante ao presente estudo, e obteve-se
diminui¢do da expressao de Caspase-3 com consequente atenuagao da morte neuronal para o grupo
que ingeriu cafeina. No presente estudo, os niveis proteicos de TLR4 e NFkB mostraram-se
diminuidos e equiparaveis entre o grupo UChB+cafeina e Controle, apontando a capacidade da
cafeina em influenciar na sinalizacdo da neuroinflamacgdo, principalmente através dos niveis
proteicos de moléculas envolvidas nesse complexo processo.

Para os neur6nios granulares, a administracdo da cafeina teve a¢do de atenuar a expressao
de NFkB e, principalmente, de TLR4 a niveis menores do que os grupos UChB e Controle. Oliveira

et al. (2014) relataram aumento da expressdo de Caspase-3 e XIAP para os neurdnios granulares


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0028390817305129?via%3Dihub#bib1
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de ratos UChA. A a¢do do etanol sobre os neurdnios granulares é reconhecidamente prejudicial,
levando a apoptose dos mesmos pela ativacao de vias como a do NFkB (LUO et al.; 2012).

De acordo com Baonig et al. (2018), o consumo de etanol € capaz também de elevar os
niveis de NFkB através da via TLR2/MyD88. Nesse estudo, relataram aumento da expressdo dos
niveis proteicos de TLR2, IL-1B, MyD88 e NFkB em células BV2 incubadas com etanol. No
presente estudo, observou-se aumento significativo do TLR2 para o grupo UChB e diminuicao
desse marcador para o grupo UChB+cafeina. Em relagdo ao grupo Controle, o grupo
UChB+cafeina manteve ainda niveis proteicos elevados em relagdo ao grupo Controle. Na
literatura, reconhece-se 0 MyD88 como molécula adaptadora esssencial para a ativacdo dos TLR4
e TLR2 (FITZGERALD et al.; 2001; O’NEIL et al.; 2003).

Os resultados apresentados demonstram que a expressao de MyD88 manteve-se condizente
entre as técnicas realizadas: a cafeina diminuiu a expressdo gé€nica e os niveis proteicos desse
marcador para o tecido cerebelar do grupo UChB+cafeina. Além disso, a imunolocalizagdo desse
antigeno foi menor para o grupo UChB+cafeina em quase todos os tipos celulares analisados. Em
particular, para as células de Purkinje, houve notdvel diminuicdo do nimero de células
imunopositivas para o MyD88 nos grupos em que houve consumo de etanol. Aumento na
imunopositividade de neurdnios de Purkinje para o grupo Controle foi caracterizado, indicando
que um dos fatores responsdveis pelo aumento do nivel proteico cerebelar desse adaptador para o
grupo Controle.

A cafeina possui efeito psicotrépico conhecido e estudado, mas a sua acgdo
imunomoduladora € pouco conhecida (REEF&GANEN, 2018). A dosagem de 100 mg/dia de
cafeina € reportada como capaz de afetar positivamente ampla gama de funcdes cognitivas,
diminuir a letargia e a fadiga, e aumentar o vigor. No entanto, altas concentra¢des de cafeina,
superiores a 400 mg/dia podem se tornar toxicas e induzir ao vomito, dor abdominal e rabdomidlise
(JUDELSON et al., 2013). Por pertencer a familia das metilxantinas, € derivada da purina, em
especifico, da guanina. Uma das formas de agir em diferentes tipos celulares € através da ligacao
a andlogos de purina, os chamados receptores adenosinérgicos, sendo o Al o mais abundande no
encéfalo (IGLESIAS et al., 2014; HACK & CHRISTIE, 2003). Ao se ligar ao receptor Al, a
principal acdo da adenosina € a diminui¢do da adenililciclase, levando a diminui¢do do AMPc,
hiperpolarizagdo celular por efluxo de K* e inibi¢do do calcio circulante. Sendo assim, as ag¢des

decorrentes da ativagdo do Al sdo sumariamente inibitorias (KANYSHKOVA et al., 2009). A
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cafeina antagoniza os efeitos da adenosina no cérebro, aumentando o fluxo sanguineo, reduzindo
o sono e melhorando o alerta e o desempenho fisico (VOLKOW et al., 2015)

De acordo com Fang et al. (2017), o consumo de etanol apresentou efeitos sobre os
receptores adenosinérgicos, inferindo-se, inclusive, que os efeitos hipnéticos decorrentes do
consumo de dlcool tenha se dado pela modulagdo de tais receptores e que o pré-tratamento com
cafeina foi capaz de conter parte desses efeitos através da sua ac¢do no sistema adenosinérgico. A
ingestdo de etanol aumenta os niveis endégenos de adenosina, uma vez que € capaz de bloquear o
transportador de nucleosideo ENT1 (HACK & CHRISTIE, 2003). Apdés o consumo agudo de
etanol, ocorre diminui¢do na producdo de AMPc pela ativacdo dos receptores Al, uma vez que
ocorre aumento da sinalizacdo desse receptor (ELMENHORST et al.; 2018). No consumo cronico,
no entanto, a diminuicdo de adenililciclase e AMPc ocorre por dessensitizacdo dos receptores Al
(KOVACS & TOLDY, 2003).

No presente estudo, a expressdo génica do Al aumentou para o grupo UChB. Em
contrapartida, os niveis proteicos de Al encontraram-se diminuidos para esse grupo, indicando
dinimui¢do do tonus adenosinérgico para o Al a partir do consumo de etanol. De acordo com Hack
e Christie (2003), a diminuicdo do A1 € esperada apds o consumo cronico de etanol. Em estudo de
Zhang et al. (2016), o consumo de etanol conduziu a diminuicio da sinalizagdo adenosinérgica
através do receptor Al no hipocampo de camundongos. Assim, sugere-se que o aumento da
expressdo génica do Al, encontrado no grupo UChB, poderia refletir a tentativa de recuperacgao, a
partir da maior expressdo génica, dos niveis proteicos desse receptor.

Os resultados apresentados demonstram que os niveis do receptor Al foram restaurados no
cerebelo dos animais UChB apds o consumo de cafeina, apesar do consumo de etanol, a niveis
equivalentes ao grupo Controle. Tal resultado € condizente com a literatura, uma vez que reportou-
se que o consumo cronico de cafeina é capaz de aumentar niveis de A1 no SNC (JACOBSEN,
VON LUBITZ & FREDHOLM, 1996). Quanto a imunopositividade desse antigeno, aumento da
frequéncia de células marcadas foi verificado para os Astrécitos de Bergmann, neurOnios de
Purkinje e Golgi para os grupos UChB+cafeina, em relacdo ao grupo UChB. Tal fato, indicou
similaridade de resposta bioldgica nessas camadas corticais entre os grupos UChB+cafeina e
Controle, caracterizando tendéncia de retornar a normalidade tecidual. Os neur6nios granulares

foram os tunicos tipos celulares em que houve aumento do receptor Al no grupo UChB. Tal
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aumento pode ser explicado pelo fato de que um dos locais de preferencial de ocorréncia desse
receptor no cerebelo sdo justamente os neurdnios granulares (DAR, 1998).

Além do Al, a cafeina apresenta alta afinidade de ligacdo aos receptores A2a, receptores
de adenosina que, ao contrdrio do Al, tem expressdo mais circunscrita, sendo encontrados
principalmente no striatum, tubérculo olfatério e nicleo accumbens (MOREAU, 1999). Porém,
podem ser vistos também na superficie de células imunes, em especial em macréfagos,
evidenciando seu papel relacionado a resposta imune (OHTA AND SITKOVSKY, 2001). Além
disso, as acOes a partir da ativacdo desse receptor sdo consideradas excitatdrias, uma vez que levam
ao aumento da adenililciclase e da concentracdo de AMPc, diferentemente da ativagdo do Al. Uma
vez que a cafeina se liga ao receptor A2a, a adenililciclase € ativada, convertendo ATP em AMPc.
Essa condi¢do induz a cascata intracelular mediada pelo aumento do AMPc via inibicdo da
fosfodiesterase (PDE). Assim, a ligacdo extracelular da cafeina amplifica a acdo do AMPc no
compartimento intracelular, agindo tal substincia como inibidora da PDE. As altas concentragdes
de AMPc ativam a PKA (protein kinase A), que em troca, bloqueia a liberacao de citocinas pro-
inflamatérias. Em consequéncia, agindo sobre células imunes, tal processo € capaz de modular a
expressao de receptores tipo Toll (TLR’s) e MHC-I (REEF & GHANEN, 2018). A redugdo dos
niveis de TLR1 and TLR2 em humanos (CHAVEZ-VALDEZ et al., 2016) ¢ TLR4 em ratos
(MOLINA et al., 2015) como visto neste estudo, favorecem o microambiente anti-inflamatoério
produzido pela cafeina.

Ainda em relacdo ao A2a, existe aparente paradoxo sobre o seu papel na inflamacgdo. Na
periferia, a sinalizacdo através desse receptor suprime tal processo (SITKOVSKY, 2003). No SNC,
a ativacao do A2a agrava a resposta inflamatoria, principalmente sob condi¢des cronicas (CUNHA,
CHEN & SITKOVSKY, 2007). Os mecanismos através dos quais o bloqueio dos receptors A2a
conferem neuroprotecdo ainda permanecem pouco esclarecidos, mas uma das hipéteses centrais
trata-se do controle da neuroinflamag¢do mediada pela micréglia (SANTIAGO, BAPTISTA &
SANTOS, 2014). Estudos sugeriram que a ativagdo dos receptores A2a resulta em fenotipos
reativos de micrdglia, levando ao aumento de fatores neurotdxicos e de elementos ndo celulares
que culminam no estabelecimento da neuroinflamacao (BOIA; AMBROSIO; SANTIAGO, 2016).

No presente estudo, aumento significativo na expressao génica e nos niveis proteicos do
receptor A2a foi observado no cerebelo para grupo UChB. Assim, infere-se que houve induc¢do de

maior reatividade microglial para esse grupo em decorréncia do consumo de etanol, condizente
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com o aumento da neuroinflama¢do. A imunomarcagio especifica desse antigeno para células da
glia do corpo medular do cerebelo sugerem sua localizacdo em células imunes, como a micréglia.
O grupo UChB+cafeina demonstrou niveis reduzidos desse receptor, compardveis ao grupo
Controle. Assim, confirma-se que a cafeina parece atenuar a reatividade microglial, controlando a
exacerbac¢ao da inflamacdo e promovendo a neuroprotecio (MADEIRA et al.; 2017). Além disso,
morfologia microglial presente no cerebelo dos animais do grupo UChB se assemelha aos fenétipos
mais reativos da micrdglia, podendo ser ela ramificada ou ativada. Nos grupos controle ou
UChB+cafeina, seu aspecto é aparentemente ameboide (CAI, HUSSAIN & YUAN, 2013).

Em geral, assume-se que o Al desempenha papel de neuroprotecdo, uma vez que sua
ativacao leva a menor liberacio de glutamato e hiperpolariza os neurdnios (CUNHA et al.; 2005).
De fato, em condi¢des de ingestdo etandlica agudas, a ativacdo do Al atenua o dano cerebral e o
seu bloqueio parece exacerbar o dano em animais adultos, como reportado por Mendonga,
Sebastido e Ribeiro (2000). Em condic¢des toxicas cronicas, que levam ao aumento na liberacao
adenosina, ocorre uma dessensitizacdo, com diminui¢do da expressdo central dos receptores Al,
através do processo de long-term potentiation (WETHERINGTON; LAMBERT, 2002). O
consumo de etanol eleva os niveis de adenosina livre no SNC (MENG; DAR; 1995; SHARMA et
al., 2010). No estudo aqui apresentado, observou-se diminui¢do do receptor Al para o grupo
UChB, frente a situacdo cronica de alcoolismo a qual esses animais foram submetidos.
Concomitantemente, aumento considerdvel da expressao proteica dos marcadores inflamatorios foi
evidenciado como o TLR4, NFkB e MyD88. A administracdo de cafeina foi capaz de restaurar a
expressao do Al no cerebelo do grupo UChB+cafeina.

Em contraste, os receptores A2a sdo aumentados no encéfalo sob situacdoes cronicas
toxicas e o seu bloqueio confere robusta neuroprotecdao em animais adultos (CUNHA et al., 2005).
No presente estudo, o aumento do A2a também correlaciona-se com o aumento dos marcadores
inflamatorios, tendo em vista o papel imune desse receptor. A cafeina foi capaz de diminuir a
expressdo do A2a, contribuindo com a neuroprote¢do. Assim, infere-se que os receptores
adenosinérgicos tem associacdo com a ativa¢do do processo inflamatério no cerebelo de animais
UChB e que a administracdo de cafeina foi capaz de, através da modulacdo do Al e do A2a,

articular a atenuag@o do processo de inflamacao do cerebelo do grupo UChB+cafeina.
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5.5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, concluiu-se que o etanol levou ao
aumento dos marcadores inflamatérios NFkB, TLR4, MyD88 e TLR2 no cerebelo de ratos UChB.
Além disso, interferiu também na expressao dos receptores adenosinérgicos Al e A2a, propiciando
a criacdo de um microambiente inflamatério. A cafeina atenuou a expressdo dos marcadores

inflamatoérios, além de reestabelecer os receptores adenosinérgicos, indicando papel neuroprotetor.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A realiza¢do do presente estudo permitiu concluir que o consumo de etanol interfere no
processo inflamatério e na sinalizacdo adenosinérgica do tecido cerebelar. De agdo evidente, a
cafeina consumida em adi¢do a solucdo de etanol contribuiu para o restabelecimento
morfofisiolégico do cerebelo, considerando-se como parametro a resposta dos marcadores
teciduais apresentados pelo grupo Controle. Tal fato pdde ser verificado em nivel molecular,
através da expressdo génica, em niveis proteicos, através da andlise de Western Blotting e
imunohistoquimica. Ainda, através da imunomarcacdo dos antigenos, foi possivel verificar que
houve variacdo da localiza¢do dos marcadores escolhidos de acordo com o grupo e o tipo celular
analisado, apontando para a interferéncia diferencial do etanol e da cafeina nas funcdes cerebelares,
bem com variando a gravidade das injurias estabelecidas.

Assim, a partir dos resultados obtidos no presente estudo concluiu-se que o etanol leva ao
aumento dos marcadores inflamatérios NFkB, TLR4, MyD88 e TLR2 e interfere na modulacdo
dos receptores adenosinérgicos Al e A2a, corroborando para a criacio de um microambiente
inflamatorio. A cafeina atenua a expressao dos marcadores inflamatdrios além de reestabelecer os
receptores adenosinérgicos, indicando papel neuroprotetor.

Também, a capacidade de acdo das substancias consumidas foi avaliada em niveis de
miRNAs expressos no tecido cerebelar e no plasma sanguineo dos animais. Tais resultados
apontaram que os niveis plasmdticos dos miRNAs analisados nem sempre refletiram os niveis
cerebelares dos mesmo, sugerindo que as andlises desses marcadores devem sempre ser feitas em
conjunto e nunca tomadas como parametros individuais.

Finalizando, conclui-se que o etanol € uma droga prejudicial ao cerebelo, levando a efetivo
estado inflamatorio e a cafeina tem papel neuroprotetor dentro deste 6rgdo do Sistema Nervoso

Central.



96

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ALFONSO-LOECHES, S. et al. Pivotal role of TLR4 receptors in alcohol-induced

neuroinflammation and brain damage. The Journal of Neuroscience, v. 24, p. 8285-8295, 2010.

AUTTI-RAMO, 1. et al. MRI findings in children with school problems who had been
exposed prenatally to alcohol. Developmental medicine and child neurology, v. 44, n. 2, p. 98—
106, fev. 2002.

BAGHERLI, F. et al. Melatonin prevents oxidative damage induced by maternal ethanol
administration and reduces homocysteine in the cerebellum of rat pups. Behavioral Brain
Research, v. 287, p. 215-225, 2015.

BARTEL, D.P. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell, v.116,
n.2, p.281-297, 2004.

BARTEL, D.P. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell, v.116,
n.2, p.281-297, 2004.

BERESFORD, T. P.; WONGNGAMNIT, N.; TEMPLE, B. A. Alcoholism: diagnosis,
prognosis, epidemiology, and burden of the disease. Handbooks of neurology, v.125, p. 313,
2014.

BOIA, R.; AMBROSIO, A. F.; SANTIAGO, A. R. Therapeutic Opportunities for Caffeine
and A2A Receptor Antagonists in Retinal Diseases. Ophthalmic Research, v. 55, n. 4, p. 212—
218, 2016.

BORGHI, A.; VERSTREPEN, L.; BEYAERT, R. TRAF2 multitasking in TNF receptor-
induced signaling to NF-kB, MAP kinases and cell death. Biochemical Pharmacology, v. 116, p.
1-10, 2016.

BROTHERS, H. M.; MARCHALANT, Y.; WENK, G. L. Caffeine attenuates
lipopolysaccharide-induced neuroinflammation. Neuroscience Letters, v. 480, n. 2, p. 97-100,
2010.

BUTLER, T. R.; PRENDERGAST, M. A. Neuroadaptations in adenosine receptor
signaling following long-term ethanol exposure and withdrawal. Alcoholism: Clinical and
Experimental Research, v. 1, 2012.

CREWS, F. T. et al. The role of neuroimmune signaling in alcoholism.

Neuropharmacology, p. 1-18, 2017.



97

CREWS, F.T. et al, Cytokines and alcohol. Alcoholism, Clinical and Experimental
Research, v.30, p.720-730, 2006.

DE MARIA, C. A. B.; MOREIRA, R. F. A. Cafeina: revisdao sobre métodos de analise.
Quimica Nova, v. 30, n. 1, p. 99-105, 2007.

DE MEIJIA, E. G.; RAMIREZ-MARES, M. V. Impact of caffeine and coffee on our health.
Trends in Endocrinology and Metabolism, v. 25, n. 10, p. 489492, 2014.

DENNY, L.; COLES, S.; BLITZ, R. Fetal Alcohol Syndrome and Fetal Alcohol Spectrum
Disorders. American family physician, v. 96, n. 8, p. 515-522, 2017.

DLUGOS, C. A. Ethanol-induced alterations in Purkinje neuron dendrites in adult and
aging rats: a review. Cerebellum, v. 14, n. 4, p. 466-473, 2015.

DOEPKER, C. et al. Caffeine: Friend or Foe? Annual Review of Food Science and
Technology, v. 7, p.117-137, 2016.

EDWARDS, G.; GROSS, M. M. Alcohol dependence: provisional description of a clinical
syndrome. British medical journal, v. 1, n. 6017, p. 1058-61, 1976.

FARRIS, S. P. et al. Applying the new genomics to alcohol dependence. Alcohol, v.49, n.8,
p.825-836, 2015.

FERNANDEZ-LIZARBE, S. et al. Lipid rafts regulate ethanol-induced activation of TLR4
signaling in murine macrophages. Molecular Immunology, v.45, p.2007-2016, 2008.

FERNANDEZ-LIZARBE, S.; MONTESINOS, J.; GUERRI, C. Ethanol induces

TLR4/TLR2 association, triggering an inflammatory response in microglial cells. Journal of

Neurochemistry, v. 126, n. 2, p. 261-273, 2013.

FERRE, S. An update on the mechanisms of the psychostimulant effects of caffeine.
Journal of Neurochemistry, v. 105, n. 4, p. 10671079, 2008.

FERRE, S. Role of the central ascending neurotransmitter systems in the psychostimulant

effects of caffeine. Journal of Alzheimer’s Disease, v. 20, n. SUPPL.1, 2010.

FISONE, G.; BORGKVIST, A.; USIELLO, A. Caffeine as a psychomotor stimulant:
mechanism of action. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 61, p. 857-872, 2004

FREDHOLM, B. B.; YANG, J.; WANG, Y. Low, but not high, dose caffeine is a readily
available probe for adenosine actions. Molecular Aspects of Medicine, v.55, p. 20-25, 2017.



98

GATELY, L. Drink: A cultural history of alcohol. Gotham Books. Nova lorque. 1* Edicao,
2008.

GAUDET, A. D. et al. MicroRNAs: Roles in regulating neuroinflammation. The
Neuroscientist, v.24, n.2, p. 221-245, 2018.

GHIMIRE, S. R. et al. Effect of maternal alcohol consumption on cerebellum of rat pups:
a histological study. Nepal Medical College journal, v. 11, n. 4, p. 268-71, 2009.

GILPIN, N. W.; KOOB, G. F. Neurobiology of alcohol dependence: focus on motivational
mechanisms. Alcohol Research & Health, v.31, p.185-195, 2008.

GONZALEZ-MENENDEZ, R. A. Alcohol Control in Cuba: Preventing Countervailing
Cultural and Mass Media Influences. MEDICC review, v. 18, n. 3, p. 29-31, 2016.

HASKO, G. et al. Adenosine receptors: therapeutic aspects for inflammatory and immune
diseases. Nature reviews. Drug discovery, v. 7, n. 9, p. 759-70, 2008

HEIMFARTH, L. et al. Disrupted cytoskeletal homeostasis, astrogliosis and apoptotic cell
death in the cerebellum of preweaning rats injected with diphenyl ditelluride. NeuroToxicology,
v.34,n. 1, p. 175-188, 2013.

HEYN, J. et al. Adenosine A2A Receptor Upregulation in Human PMNs Is Controlled by
miRNA-214, miRNA-15, and miRNA-16. Shock, v. 37, n. 2, p. 156-163, 2012.

HILLEMACHER, T.; LEGGIO, L.; HEBERLEIN, A. Investigational therapies for the
pharmacological treatment of alcoholism. Expert Opinions Investigational Drugs, v. 24, n. 1,
p.17-30, 2015.

JAATINEN, P.; RINTALA, J. Mechanisms of ethanol-induced degeneration in the
developing, mature, and aging cerebellum. Cerebellum, v. 7, n. 3, p. 332-347, 12 set. 2008.

KHADERI, SA. Introduction: Alcohol and Alcoholism. Clinics in liver disease, v.23, n.1,
p-1-10, 2019.

KRANZLER, H. R.; SOYKA, M. Diagnosis and pharmacotherapy of alcohol use disorder:
areview. JAMA, v. 320, n. 8, p. 815-824, 2018.

KUO, W. N. et al. Changes in the activities of protein kinase modulators in the cerebellum

of mice due to ethanol, caffeine, or phenobarbital administration. Experientia, v. 35, n. 8, p. 997—

8, 1979.



99

LIMOSIN, F. Mésusages d’alcool: les signaux d’alarme de I’épidémiologie. L’Encéphale,
v. 40, n. 2, p. 129-135, 2014.

LIU, G.; ABRAHAM, E. MicroRNAs in immune response and macrophage polarization.
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, v. 33, n. 2, p. 170-177, 2013.

LUO, J. Effects of ethanol on the cerebellum: Advances and prospects. Cerebellum, v. 14,
n. 4, p. 383-385, 2015.

MADEIRA, M. H. et al. Caffeine administration prevents retinal neuroinflammation and
loss of retinal ganglion cells in an animal model of glaucoma. Scientific Reports, v. 6, n. 27532,
2016.

MARTINEZ, M. et al. Ethanol intake-induced apoptosis in glial cells and axonal disorders
in the cerebellar white matter of UChA rats (voluntary ethanol consumers). Tissue and Cell, v. 47,
n. 4, p. 389-394, 2015.

MARTINEZ, M. et al. Interactions of ethanol and caffeine on apoptosis in the rat
cerebellum (voluntary ethanol consumers). Cell Biology International, v. 42, n.11, p. 1575-83,
2018.

MIRANDA, R. C. et al. MicroRNAs: Master regulators of ethanol abuse and toxicity?
Alcoholism: Clinical and Experimental Research, v. 34, n. 4, p. 575-587, 2010.

MONTESINOS, J. et al. TLR4 elimination prevents synaptic and myelin alterations and
long-term cognitive dysfunctions in adolescent mice with intermittent ethanol treatment. Brain,
Behavior, and Immunity, v. 45, p. 233-244, 2015.

NORONHA, A. B. C. et al. Neurobiology of alcohol dependence. London, England:
Academic Press; 2014. In: KRANZLER, H. R.; SOYKA, M. Diagnosis and pharmacotherapy of
alcohol use disorder: a review. JAMA, v. 320, n. 8, p. 815-824, 2018.

ODLAUG, B. L. et al. Alcohol dependence, co-occurring conditions and attributable
burden. Alcohol and Alcoholism, v.51, n. 2, p. 201-209, 2016.

OLIVEIRA, S. A. et al. Apoptosis of Purkinje and Granular cells of the cerebellum
following chronic ethanol intake. Cerebellum, v. 13, n. 6, p. 728-738, 2014.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS). Global status report on alcohol and
health. Geneva, Switzerland: World Health Organization, 2018.



100

PARKINSON, F. E. et al. Transgenic expression of human equilibrative nucleoside
transporter 1 in mouse neurons. Journal of Neurochemistry, v. 109, n. 2, p. 562-572, 2009.

PASCUAL, M. et al. TLR4 response mediates ethanol-induced neurodevelopment
alterations in a model of fetal alcohol spectrum disorders. Journal of Neuroinflammation, v. 14,
n. 1, p. 145, 2017.

PEANA, A. et al. From ethanol to salsolinol: role of ethanol metabolites in the effects of
ethanol. Journal of Experimental Neuroscience, v. 10, p. 137, 2016.

PELELI, M. et al. Pharmacological targeting of adenosine receptor signaling. Molecular
Aspects of Medicine, p. 1-5, 2017.

POLI, A. et al. Moderate alcohol use and health: A consensus document. Nutrition,
Metabolism and Cardiovascular Diseases, v. 23, n. 6, p. 487-504, 2013.

RUBY, C. L. et al. Adenosine and Glutamate in Neuroglial Interaction: Implications for
Circadian Disorders and Alcoholism. In: Glutamate and ATP at the Interface of Metabolism
and Signaling in the Brain. [s.I: s.n.]. p. 103-119.

TSUTSUI, S. et al. Neurobiology of disease Al adenosine receptor upregulation and
activation attenuates neuroinflammation and demyelination in a model of multiple sclerosis.
Neurobiology of Disease, p. 1521-1529, 2004.

ULLAH, F. et al. Caffeine prevents d-galactose-induced cognitive deficits, oxidative stress,
neuroinflammation and neurodegeneration in the adult rat brain. Neurochemistry International,
v. 90, p. 114-124, 2015.

VERHULST, B.; NEALE, M. C.; KENDLER, K. S. The heritability of alcohol use
disorders: a meta-analysis of twin and adoption studies. Psychological Medicine, v.45, n.5,
p.1061-1072, 2015.

VETRENO, R. P. et al. Persistent adult neuroimmune activation and loss of hippocampal
neurogenesis following adolescent ethanol exposure: blockade by exercise and the anti-
inflammatory drug indomethacin. Frontiers in Neuroscience, v. 12, p. 1-18, 2018.

VOZEH, F. Cerebellum -from J. E. Purkyné up to Contemporary Research. Cerebellum,
v. 16, n.3, p. 691-4, 2017.

WAGNER, M. J. et al. Cerebellar granule cells encode the expectation of reward. Nature
Letters, p. 1-18, 2017.



101

WANG, J.Z.; WANG, Z.H. Senescence may mediate conversion of tau phosphorylation-
induced apoptotic escape to neurodegeneration. Experimental Gerontology, v. 68, p. 82-86,
2015.

WARDAS, J. Neuroprotective role of adenosine in the CNS. Polish Journal of
Pharmacology, v. 54, p. 313-326, 2002.

WU, W. et al. MicroRNA-206 is involved in the pathogenesis of ulcerative colitis via
regulation of adenosine A3 receptor. Oncotarget, v. 8, n. 1, p. 705-721, 2016.

ZHANG, G.; GHOSH, S. NF- « B in defense and disease Toll-like receptor - mediated NF-
kB activation: a phylogenetically conserved paradigm in innate immunity. Journal of Clinical
Investigation, v. 107, n. 1, p. 13-19, 2001.

ZHAQ, L. et al. The mutual regulation between miR-214 and A2AR signaling plays an
important role in inflammatory response. Cellular Signalling, v. 27, n. 10, p. 2026-2034, 2015.



102

ANEXO I - Certificado de Aprovacio CEUA UNICAMP

]
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CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Etanol e Cafeina: Interacdes das Expressdes génicas de NFKB,

TLR4, A1, A2a e MicroRNAs na inflamagdo do cerebelo de ratos UChB (consumidores voluntérios de

etanol), registrada com o n° 4651-1/2017, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Valéria Helena Alves
Cagnon Quitete e Isabela Maria Urra Rossetto, que envolve a produgé&o, manutengéo ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdao Animal
(CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual
de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 21 de agosto de 2017.

Finalidade: ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/09/2017-01/09/2019
Vigéncia da  autorizagao  para | 01/09/2017-01/09/2019
manipulagao animal:
Espécie / Iinhaéeml raca: Rato heterogénico / UChB
' No. de animais: 40
idade/Peso: 05 meses / 250g
[ Sexo: machos
;‘Bfigem: 3 UNESP/Campus Botucatu
| Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH Wistar
L No. de animais: 20
Idade/Peso: 05 meses / 250g
Sexo: machos
Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagéo prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CiBio e &
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 21 de agosto de 2017.
\“
( ’\}M/
/\/\417‘”}\/\(’/\ k»m/\u AN N ﬁf\\%ﬂ, :
Alorgo

Prof. Dr. \gagner Jogé|Favaro Fatima
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengdo ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O
formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do i Anio de relatério no prazo estabelecido
impedira que novos protocolos sejam submetidos.
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ANEXO II - Certificado de Aprovacao CEUA

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais o2
# Universidade Federal de S&o Carlos
S Pesquisa l.l-I:E:-I AL

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado "EFEITOS DO CONSUMO SIMULTANEO DE ETANOL E CAFEINA NA APOPTOSE NO
CEREBELO DE RATOS UChB (consumidores voluntarios de etanol): MicroRNAs e EXPRESSOES GENICAS", protocolado sob o
CEUA n° 9895280815, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcelo Martinez - que envolve a producé@o, manutengdo e/ou utilizacao
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) em reuniao de 17/11/2015.

We certify that the proposal "SIMULTANEOUS INTAKE OF ETHANOL AND CAFFEINE ON APOPTOSIS IN THE
CEREBELLUM OF UChB RATS (VOLUNTARY ETHANOL CONSUMERS): MicroRNAs AND GENE EXPRESSIONS", utilizing
30 Heterogenics rats (30 males), protocol number CEUA 9895280815, under the responsibility of Prof. Dr. Marcelo Martinez -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in accordance with Law 11.794, of October 8 2008,
Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA),
and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sdo Carlos (CEUA/UFSCAR) in the

meeting of 11/17/2015.
Vigéncia da Proposta: de 08/2015 a 08/2016 Laboratério: Morfologia E Patologia
Procedéncia: Biotério Externo

Espécie: Ratos heterogénicos Género: Machos
Linhagem:  Wistar e UChB Peso: 200a300g

idade: 5a5meses N: 30

Nota: A ingestao de bebidas energéticas (com cafeina) simultaneamente ao consumo de bebidas alcodlicas aumenta o risco de abuso e
dependéncia alcodlica, pois estd associada a um maior consumo de alcool tanto em quantidade como em frequéncia. Os riscos maléficos desta
ingestéo e ainda a falsa percepgéo de que a cafeina diminuiria os efeitos nocivos do alcool expéem o jovem e a sociedade a maiores riscos. Embora
o cerebelo constitua apenas 10% do volume total do encéfalo, contém mais da metade de todos os neurénios do SNC. Atua como coordenador da
motricidade participa da cognigdo, desenvolvimento e alteragées psiquicas, possuindo conexdes via talamo para muitas areas encefalicas relevantes
a esses processos. Existe uma vasta literatura que mostra as lesées cerebelares decorrentes do consumo pés-natal de alcool, porém estudos do
impacto do alcool sobre o adulto sdo menos frequentes. Por outro lado, analises dos efeitos simultdneos de etanol e cafeina sobre os neurdnios
cerebelares sdo escassos. Os objetivos do trabalho serdo determinar o padrao de expressdao de MiRNAs apoptéticos e anti-apoptéticos e analisar as
expressdes génicas da Caspase-3 (apoptético), XIAP (anti-apoptético) e IGFR-1, visando contribuir para a compreenséo das consequéncias do

abuso do alcool e cafeina sobre o cerebelo.

Sao Carlos, 17 de novembro de 2015

onnd oSl

Prof. Dr. Luiz Fernando Takase
Coordenador da Comisséao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sao Carlos

9895280815
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ANEXO III - Declaracao de direitos autorais

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou submetidos para
publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que constam da
minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada Etanol e cafeina: interacdes das
expressoes génicas de NFkB, TLR4, TLR2, MyD88, A1, A2a e miRNAs na inflamacao do cerebelo
de ratos UChB (consumidores voluntdrios de etanol) ndo infringem os dispositivos da Lei n.°
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 06 de maio de 2019.

() 52

Isabela Maria Urra Rossetto
RG n.° 40575297-0

Nome do(a) orientador(a): Marcelo Martinez
RG n.° 19423765



