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be wrong, and what you have to learn is which ones to throw away.”
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RESUMO

No alcoolismo, os efeitos do etanol e seus metabdlitos sobre o sistema
nervoso central (SNC) séo resultantes do aumento da fluidez na membrana
neuronal e da alteracdo da neurotransmissdo através da modificacdo de
enzimas e receptores de diversos sistemas neuroquimicos (GABA, serotonina,
dopamina, etc). Entretanto, os efeitos do etanol e dos metabdlitos formados
sdo complexos e ainda nao apresentam mecanismos completamente
elucidados. O glutamato é o principal aminoacido excitatério do SNC e sua
captacao sinaptica, realizada pelos EAATS, é de fundamental importancia para
a manutencao do tonus fisiol6gico da neurotransmisséo glutamatérgica a fim de
evitar a excitotoxicidade. O zebrafish tem sido cada vez mais utilizado como
modelo animal em diversas éareas do conhecimento, tais como as
neurociéncias, principalmente pelos mecanismos bioquimicos conservados e a
similaridade de seu genoma ja completamente sequenciado. Dessa maneira, 0
objetivo deste estudo € investigar os efeitos in vitro do etanol e do acetaldeido
sobre a captacao de glutamato e seus possiveis efeitos toxicos sobre o SNC de
zebrafish. Para isto, foram investigadas as trés estruturas cerebrais
separadamente, o telencéfalo, tecto Optico e cerebelo, que foram pré-
incubados por 15 minutos em meio HBSS (37°C) e posteriormente incubados
com etanol ou acetaldeido em diferentes concentracdes. ApoOs as lavagens, as
estruturas foram incubadas na presenca de [*H]-Glu para verificar a captacéo
de glutamato e avaliar a atividade da enzima LDH extracelular. Os resultados
demonstraram que o etanol diminui significativamente a captacao de glutamato
nas trés estruturas nas concentracdes de 0,5% e 1%. Entretanto, a atividade da
LDH néo se correlaciona com esta diminuicdo, tendo em vista que observamos
um aumento significativo da enzima em todas as concentracfes testadas
somente em cerebelo. O acetaldeido diminui drasticamente a captacdo em
todas as concentracbes testadas. Além disso, todas as estruturas
apresentaram aumento significativo na liberacdo da LDH, porém a Unica
estrutura sensivel a todas as concentracdes foi o telencéfalo. Portanto, pode-se
concluir que tanto o etanol, quanto o acetaldeido alteram parametros do
sistema glutamatérgico em SNC de zebrafish quando testados in vitro através
da diminuicdo da captacdo de glutamato, o que ndo estd necessariamente
correlacionado com alteracdo na atividade da LDH.

Palavras-chave: etanol, acetaldeido, glutamato, LDH, zebrafish
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1. INTRODUCAO

O alcoolismo é uma desordem de recaidas crbnica, caracterizado por
repetitivo consumo de &lcool e uma perda de controle sobre este consumo. Os
diversos mecanismos moleculares envolvidos no alcoolismo e no abuso de
alcool sdao complexos e geralmente inter-relacionados. As mudancas
neuroadaptativas induzidas pelo alcool podem ser relacionadas a diversos
fatores, como por exemplo, transcricdo de genes, niveis de proteinas
expressas e a desregulacdo de sistemas de neurotransmissores (GABA,
glutamato, dopamina, noradrenalina) (Moonat et al., 2010). A propensao ao uso
abusivo de alcool pode variar entre os individuos de uma populacao, e isto se
deve, dentre diversos fatores, as diferencas no metabolismo do mesmo. O
etanol (EtOH) € metabolizado pela enzima alcool desidrogenase, e observa-se
a producdo de acetaldeido (ALD). Este metabdlito, por sua vez, é entédo
metabolizado pela enzima aldeido desidrogenase mitocondrial. (Goodman et
al., 2011). Tanto o EtOH quanto seu metabolito ALD alteram a
neurotransmissdo no SNC, através de modificacbes na liberacdo de
neurotransmissores, na funcionalidade de receptores e enzimas, além de
modificar a fluidez de membrana (Nevo and Hamon, 1995; Reimers et al.,

2004a; Samson and Harris, 1992).

O sistema glutamatérgico € o principal mecanismo de neurotransmissao
excitatério do SNC de mamiferos, estando envolvido em processos fisioldgicos
tais como memodria e aprendizado, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Uma

vez liberado na fenda sindptica, o glutamato se liga a seus receptores do tipo
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ionotropicos (NMDA, AMPA e kainato) e/ou metabotrépicos (acoplados a
proteina G) (Danbolt, 2001). Quantidades excessivas de glutamato extracelular
e a hiperativacdo dos receptores contribuem para a morte neuronal, cujo
fendbmeno é denominado excitotoxicidade (Sattler and Rothstein, 2006). A
hiperestimulacdo dos receptores de glutamato, principalmente do tipo NMDA,
leva a um aumento dos niveis de célcio intracelular, o qual esta relacionado a
necrose e apoptose celular. Para manter a concentracdo sinaptica de
glutamato abaixo daquelas consideradas téxicas, a remocdo deste
neurotransmissor da fenda sinaptica € realizada por transportadores de
aminoacidos excitatorios (EAATsS), 0s quais podem ser astrocitarios
(EAAT1/EAATZ2) ou neuronais (EAAT3) (Anderson and Swanson, 2000; Sattler

and Rothstein, 2006).

Mesmo em doses moderadas e em tratamentos agudos, o EtOH é capaz de
modular a sinalizacdo glutamatérgica (Dahchour et al., 1994). Alguns trabalhos
demonstram que a ingestdo aguda de EtOH diminui a liberacdo de glutamato, o
gue leva a alteracbes na memodria de curta duracdo. Contudo, dependendo da
dose de EtOH, a liberacdo de glutamato pode sofrer aumentos ou ndo ser
alterada, apesar de modificar variados sistemas neurotransmissores (Dahchour
et al., 1994; Gonzales et al., 1996; Moghaddam and Bolinao, 1994). Devido a
complexidade dos efeitos farmacologicos e toxicologicos do EtOH e do ALD,
tem crescido a busca por ferramentas e modelos de estudo para os

mecanismos neurotoxicoldgicos promovidos pela administracdo de alcool.

O zebrafish (Danio rerio) € um pequeno teleésteo que mede de 3 a4 cme

pertence a familia Cyprinidae. No final da década de 60, esta espécie foi
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utilizada para estudos de desenvolvimento embrionéario através de técnicas de
mutagénese sitio-dirigida (Grunwald and Eisen, 2002). Assim, os estudos sobre
embriogénese comecaram a avancar rapidamente devido a presenca de ovos
translicidos, prole elevada e rapido desenvolvimento (Dahm and Geisler,
2006). O pequeno espaco requerido para a manutencdo dos animais, o baixo
custo, a praticidade para tiragens em larga escala e o fato de seus genes
serem evolutivamente conservados, apresentando alto grau de similaridade
com os genes de mamiferos, sdo os motivos pelos quais este vertebrado
tornou-se atraente em distintas areas da pesquisa cientifica (Lieschke and
Currie, 2007). Diversos trabalhos demonstram que o zebrafish € um excelente
modelo para o estudo dos efeitos da exposicdo aguda e crbnica ao EtOH,
revelando alteracbes complexas em parametros comportamentais (Dlugos and
Rabin, 2003; Gerlai et al., 2000; Gerlai et al., 2006) e neuroquimicos (Rico et
al., 2011; Rosemberg et al., 2010). Além disso, ja esta bem elucidado que o
EtOH € um agente teratogénico, o qual também ¢é capaz de induzir
malformacBes em embrides desta espécie (Blader and Strahle, 1998). Sugere-
se que tais anomalias ndo sédo causadas diretamente pela presenca do EtOH,
mas sim, pelo aumento de ALD (Dasmahapatra et al., 2001), tendo em vista
gue a enzima alcool desidrogenase neste vertebrado apresenta alta homologia
com a de vertebrados superiores (Lassen et al., 2005; Reimers et al., 2004b).
Ao longo dos anos, alguns trabalhos demonstraram a resposta farmacoldgica
do zebrafish a diversos estimulos glutamatérgicos, evidenciando a
possibilidade da utilizacdo deste modelo para estudos bioquimicos e
comportamentais relacionados ao fenbmeno de excitotoxicidade (Kanungo et

al., 2011; Tiedeken et al., 2005).
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Tendo em vista o que foi apresentado, o objetivo deste estudo € investigar
os efeitos in vitro do EtOH e do ALD sobre a captacdo de glutamato e seus

possiveis efeitos toxicos sobre o0 SNC de zebrafish.

14



2. METODOLOGIA

2.1 Animais:
Zebrafish adultos (3 a 6 meses de idade), de ambos os sexos, foram

obtidos comercialmente (Delphis, RS, Brasil) e passaram por um processo de
aclimatacdo as instalacbes por duas semanas anteriores ao inicio dos
experimentos. Os animais foram mantidos em aquarios de 50 L, aerados, com
temperatura controlada (26+2°C) em um ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes
acesas as 7:00 am) controlado por um sistema automatizado (Rosemberg et
al., 2010). Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com racao
comercial flocada e manipulados de acordo com o Guide for Care and Use of
Laboratory Animals. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul (nimero de protocolo — 2007950).

2.2 Materiais:
L-[*H] glutamato foi adquirido da PerkinElmer® e o kit da enzima lactato

desidrogenase da empresa Labtest®. O EtOH foi adquirido da Merck®

(Darmstadt, Alemanha) e o ALD foi comprado da Fluka®.

2.3 Preparacao das amostras:
Antes da remocao dos cérebros, os animais foram crioanestesiados e

eutanasiados por decapitacdo conforme previamente descrito (Rico et al.,

2010). As estruturas cerebrais (telencéfalo, tecto 6ptico e cerebelo) foram
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dissecadas em placas de Petri com solugdo balanceada de Hank's (HBSS-
HEPES) contendo (em mM): 137 NacCl; 0,63 Na,HPO,4; 3,0 NaHCOg3; 5,36 KCI;
0,44 KH,POy; 1,26 CaCl,; 0,90 MgSO4; 20 HEPES e 5,55 glicose, pH 7,2. Cada
estrutura foi separada com o auxilio de um bisturi e transferida para placas de
cultura de 24 pocos contendo 0,5 mL de HBSS. Todas as placas foram

mantidas a 37°C durante a execuc¢ao do protocolo experimental.

2.4 Tratamentos:

Apés um periodo de pré-incubacao de 15 minutos, as estruturas foram
tratadas com 0,3 mL de HBSS-HEPES contendo EtOH ou ALD nas
concentragbes de 0,25%, 0,5% ou 1% (v/v), durante 15 minutos, enquanto o
grupo controle foi mantido somente em meio HBSS. Posteriormente, as
estruturas foram lavadas duas vezes e 0s experimentos de captacdo de
glutamato realizados. E importante ressaltar que estas concentracées de EtOH
e ALD ja foram utilizadas em estudos prévios tanto in vitro quanto in vivo
utilizando o zebrafish como modelo experimental (Gerlai et al., 2000; Rico et

al., 2007; Rico et al., 2008).

2.5 Captacéo de Glutamato:
A fim de verificar a captacédo de glutamato total, os experimentos foram

realizados conforme previamente descrito por Rico e colaboradores (Rico et al.,
2010). Apd6s o tratamento com EtOH ou ALD, procedeu-se a incubacao das
estruturas com 20uL de L-[*H] glutamato em 0,28 mL de HBSS a 37°C, para

obtencéo de uma concentracéo final de 0,33 uCi/mL de L-[*H] glutamato. As
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incubacdes foram interrompidas ap6s 5 minutos (para telencéfalo) e 7 minutos
(para tecto oOptico e cerebelo) com HBSS gelado (0°C). A determinacdo do
contetido intracelular de L-[*H] glutamato foi realizada através de contagem de
cintilacao e as proteinas foram dosadas. A captacdo independente de sédio foi
determinada utilizando o mesmo protocolo experimental descrito anteriormente,
substituindo-se o HBSS por meio contendo N-metil-D-glucamina em detrimento
ao soédio presente. Os resultados obtidos pela captacdo na auséncia de sédio
foram subtraidos da captacao total, de modo que se obteve o resultado final em
captacdo dependente de sodio expressa em nmol/min.mg proteina (Rico et al.,

2010).

2.6 Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH):
A mensuracao da atividade da enzima LDH liberada pelas células para

o fluido extracelular € utilizada como um indicativo de dano celular e alteracdes
na permeabilidade de membrana (Koh and Choi, 1987). Alguns autores
descrevem que este efluxo € proporcional ao nimero de células que estédo
sofrendo algum tipo de dano pela alteracdo na permeabilidade de membrana
(Koh and Choi, 1987; Koh and Cotman, 1992; Li and Zhang, 1997).

A execucdo da técnica no presente estudo foi baseada em trabalhos
prévios de Fontella e colaboradores (Fontella et al., 2005), seguindo, portanto,
as orientacdes do protocolo fornecido pelo kit. Apds a reacdo catalizada pela
LDH (conversao exdgena de lactato a piruvato), o composto 1,10-fenantrolina €
convertido em um complexo corado, através da formacédo enzimatica de NADH
por uma sequéncia de reagbes, que foi mensurado por método

espectrofotométrico (490 nm). Ap6s a captacdo de L-[*H] glutamato, o meio
17



HBSS no qual as estruturas estavam imersas foi coletado e armazenado em
eppendorfs a 0°C. A atividade da LDH foi determinada nas aliquotas de meio
obtidas, portanto apds o experimento de captacdo. Para verificar a atividade da
LDH total de cada estrutura analisada, que corresponde a 100% de atividade
enzimatica, as estruturas foram homogeneizadas com auxilio de uma seringa
de insulina a fim de possibilitar a realizacao dos calculos de percentual da LDH

liberada em relagédo a quantidade de LDH total.

2.7 Dosagem de proteinas:

Para determinacdo do conteludo proteico total, as estruturas foram
adicionadas a 0,5 N de NaOH e foram incubadas overnight. A mensuracéo
transcorreu com aliquotas de 10 pL de amostra, de acordo com o protocolo

descrito por Peterson (Peterson, 1977).

2.8 Analise estatistica:

Os dados estdo expressos com médiaterro padrdo e foram analisados
por ANOVA de uma via seguida por poOs-teste de Bonferroni, p<0,05 foi

considerado como diferenca significativa.
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3. RESULTADOS:

3.1 Captacéo de Glutamato:
O tratamento com EtOH em telencéfalo reduziu significativamente o

contetido do [°H] intracelular nas concentracdes de 0,5 e 1%. (Figura 1A). No
tecto 6ptico, houve uma diminuicdo significativa do [*H] intracelular nas trés
concentracbes de EtOH utilizadas (Figura 1B). Em cerebelo, o contetudo de
[®H] intracelular diminuiu significativamente nas concentracdes de 0,5% e 1%

de EtOH (Figura 1C).
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Figura 1. Captacdo de glutamato em estruturas cerebrais de zebrafish: telencéfalo (A), tecto
oéptico (B) e cerebelo (C). Os resultados estdo expressos em nmol [°H]/min.mg proteina, com
média e erro padrdo da média, n=6 por grupo; *p<0,05 — ANOVA de uma via seguida pelo pés-

teste de Bonferroni.

O tratamento com ALD reduziu significativamente o contetido de [*H]
intracelular em telencéfalo, tecto Optico e cerebelo, nas concentracdes trés

concentracfes testadas (Figura 2 A, B e C).
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Figura 2. Captacdo de glutamato em estruturas cerebrais de zebrafish: telencéfalo (A), tecto
optico (B) e cerebelo (C). Os resultados estdo expressos em nmol [3H]/min.mg proteina, com
média e erro padrdo da média, n=6 por grupo; *p<0,05 — ANOVA de uma via seguida pelo p6s-

teste de Bonferroni.

3.2 Atividade da LDH:
O tratamento com EtOH ndo apresentou diferencas significativas em

nenhuma das concentracdes testadas no telencéfalo (Figura 3A). No tecto
Optico, a concentracao de 1% de EtOH aumentou significativamente a atividade
extracelular da LDH, sendo que esta diferenca é observada em relacdo ao
controle e em relacdo as demais concentracdes testadas (Figura 3B). As trés
concentragcfes de EtOH promoveram um aumento significativo na atividade da

enzima LDH em cerebelo (Figura 3C).
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Figura 3. Atividade da enzima LDH extracelular em estruturas cerebrais de zebrafish:
telencéfalo (A), tecto optico (B) e cerebelo (C). Os resultados estdo expressos em percentual
(%) em relagdo a atividade de LDH total das estruturas, com média e erro padrdo da média,
n=6 por grupo; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo aos grupos tratados

com ALD — ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

O tratamento com ALD no telencéfalo nas concentraces de 0,5% e 1%
aumentou significativamente a atividade da LDH extracelular quando
comparados aos grupos controle e 0,25% (Figura 4A). No tecto 6ptico o
tratamento com 1% de ALD aumentou significativamente a atividade da LDH,
sendo que esta diferenca é observada em relacdo ao controle e em relacdo as
demais concentracdes testadas (Figura 4B). O tratamento com ALD em
cerebelo aumentou significativamente a atividade da enzima LDH nas
concentragfes de 0,25%, 0,5% e 1%, sendo que a concentracdo de 1% ainda

difere das demais concentraces de ALD testadas (Figura 4C).
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Figura 4. Atividade da enzima LDH extracelular em estruturas cerebrais de zebrafish:
telencéfalo (A), tecto optico (B) e cerebelo (C). Os resultados estdo expressos em percentual
(%) em relagdo ao contetdo de LDH total das estruturas, com média e erro padrdo da média,
n=6 por grupo; *p<0,05 em relacdo ao grupo controle; #p<0,05 em relacdo aos grupos tratados

com ALD — ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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4. DISCUSSAO:

Estudos tém demonstrado que durante a abstinéncia e a adaptacdo do SNC
ao consumo de bebidas alcodlicas, ha um decréscimo da inibicdo central
mediada pelo neurotransmissor GABA e aumento da excitagdo mediada por
glutamato, dopamina e norepinefrina, além de outras modula¢des no equilibrio
GABA-glutamato (Diana et al., 2003; Esel, 2006; Nutt, 1999). Os resultados do
presente trabalho demonstram que tanto o EtOH quanto o ALD séo capazes de
modular o transporte de glutamato dependente de sédio mediado pelos EAATS,
evidenciando um potencial mecanismo de efeito do alcool e de seu metabdlito
sobre o sistema glutamatérgico. Sabe-se que a administracdo aguda de alcool
inibe receptores NMDA, AMPA e kainato, enquanto a exposi¢do prolongada
reduz os niveis de glutamato no cérebro de humanos (Thoma et al., 2011).
Além disso, a liberacédo de glutamato € capaz de modular a funcionalidade dos
seus transportadores (Sattler and Rothstein, 2006). Pode-se, portanto, inferir
gue as concentracoes de 0,5% e 1% de EtOH ou as trés concentracdes de
ALD testadas in vitro seriam capazes de mimetizar a exposicao prolongada ao
etanol, reduzindo os niveis de glutamato liberado na fenda sinaptica e por
conseguinte, a sua captacdo. Interessantemente, o telencéfalo e o cerebelo
parecem ser menos suscetiveis aos efeitos do EtOH gquando comparados ao

tecto 6ptico, como demonstra a Figura 1 .

Através de andlise filogenética, ja foi caracterizado que os genes EAATs

expressos em zebrafish apresentam um elevado grau de homologia aos de
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mamiferos, e que estes transportadores sdo funcionais, portanto capazes de
realizar a captacdo de glutamato dependente de sédio. Além disso, tanto a
expressao quanto a funcionalidade, variam de acordo com a regido do cérebro
gue € estudada (sendo que este se divide em telencéfalo, tecto éptico e
cerebelo) (Rico et al., 2010). Nossos resultados corroboram com estudo de
Rico e colaboradores, tendo em vista os diferentes perfis apresentados por
cada estrutura com relacdo aos tratamentos e aos niveis diferentes de
glutamato captado por cada uma delas. McKewon e colaboradores
demonstraram que a funcionalidade normal de transportadores de glutamato
(principalmente EAAT2) em zebrafish é fundamental para a prevencao de
eventos excitotoxicos de maneira similar ao que ocorre em roedores
(McKeown et al., 2012), sendo que o EAAT2 é responsavel por cerca de 90%
da captacdo de glutamato e sua plena funcionalidade é fundamental para a
manutencdo do ténus fisiolégico (Lehre et al., 1995). Deste modo, os
resultados do tratamento com ALD podem revelar uma maior modulacdo sobre
EAAT2 do que o tratamento com EtOH, tendo em vista a diminuicdo drastica da
captacdo em todas as estruturas. Além disso, ndo é possivel correlacionar a
diminuicdo da captacdo de glutamato com o parametro de toxicidade avaliado
neste estudo, pois os resultados de diminuicdo da captacdo ndo implicam

necessariamente em aumento da atividade da LDH.

A literatura propde que o metabolismo de EtOH para ALD é capaz de
induzir estresse oxidativo através de excessiva producdo de radicais livres e
aldeidos de elevada reatividade (Henderson et al., 1999; Reynolds and Brien,

1995). Além disso, o alcool altera a fluidez de membranas bioldgicas, o aporte
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de glicose e oxigénio para as células (Nevo and Hamon, 1995; Samson and
Harris, 1992). Ja foi demonstrado que a exposicdo aguda ao etanol tem a
capacidade de aumentar a peroxidacéao lipidica medida através de TBARS em
zebrafish (Rosemberg et al., 2010). Nossos resultados demonstraram um
aumento da atividade da LDH no tratamento com EtOH e ALD. Somente o
cerebelo foi sensivel a todas as concentracdes de EtOH testadas, enquanto o
telencéfalo pareceu demonstrar maior estabilidade das membranas celulares
diante do efeito do EtOH. O efeito do ALD sobre este parametro parece de
maior importancia, e talvez se correlacione com aumento de peroxidacao
lipidica e da producéo de radicais livres, o que ja foi demonstrado como um
efeito da metabolizacdo do alcool (Mayas et al., 2012; Reimers et al., 2004a;

Wu and Cederbaum, 2003).

Miralles e colaboradores demonstraram que o transporte de glutamato
dependente de sodio e a atividade da enzima LDH s&o afetados pelo estresse
oxidativo causado pelos radicais livres em cultura de astrocitos (Miralles et al.,
2001). Corroborando com estes achados, este trabalho demonstrou que em
telencéfalo e cerebelo de zebrafish tratados com ALD, estes dois parametros
podem se inter-relacionar. E sabido que os transportadores de glutamato s&o
vulneraveis aos efeitos dos radicais livres. Em roedores, por exemplo, hd uma
inibicdo da captacdo de glutamato por peroxinitrito (Trotti et al., 1998; Trotti et
al., 1996). Supondo que o tratamento do EtOH e do ALD neste estudo cause
aumento dos radicais livres seguindo o raciocinio supracitado, a diminuicdo da

captacdo observada poderia ser um efeito decorrente deste aumento,
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demonstrando que o zebrafish € uma ferramenta apropriada para o estudo dos

mecanismos de toxicidade do EtOH e de seu metabdlito ALD.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, podemos concluir que tanto o EtOH, quanto o ALD exercem
efeitos significativos no sistema glutamatérgico em SNC de zebrafish in vitro.
Contudo, ndo é possivel correlacionar este efeito com a alteracdo da
permeabilidade de membrana, visto que foram observados resultados distintos
nos parametros de captacdo de glutamato e atividade da LDH nas estruturas
cerebrais analisadas. Desta forma, futuros estudos que visem avaliar os efeitos
do EtOH e do ALD sobre outros parametros do sistema glutamatérgico bem
como ao estresse oxidativo poderiam fornecer importantes informacbes a
respeito dos mecanismos de neurotoxicidade promovidos por essas moléculas.
Além disso, a padronizacdo de diferentes protocolos experimentais de
exposi¢cado ao EtOH ou ALD in vivo poderiam ser relevantes para uma melhor
compreensao dos efeitos mediados pelo alcool na sinalizacdo glutamatérgica,
bem como sua implicacdo na funcionalidade das diferentes estruturas cerebrais

do zebrafish.
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ANEXO 1

Em anexo, as normas da revista a qual sera submetido o trabalho desenvolvido

neste manuscrito.
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