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RESUMO

O élcool ¢é capaz de causar uma série de danos em tecidos e 6rgaos,
destacando os seus efeitos nocivos ao cérebro ao modular uma série de
mecanismos e vias, como alteragdes nos sistemas de neurotransmissao,
ativacdo de vias pro-oxidantes e indugdo do sistema pro-inflamatorio.
Dentre os padrdes de consumo de bebidas alcoolicas, um padriao se
destaca, o binge alcoolico. Esse comportamento de consumo ¢
caracterizado pela ingestdo de altas doses de alcool em um unico
episddio, seguido de um periodo sem a ingestdo de bebidas alcoolicas.
Por ser um comportamento de consumo pouco estudado, a compressao
dos efeitos do etanol sobre o cérebro nesse padrdo de consumo ¢ de
grande importancia. Neste contexto, o propésito do presente estudo foi
avaliar os efeitos de um modelo que mimetiza o comportamento de
consumo binge alcodlico (weekly-binge) sobre a sinalizagio colinérgica,
resposta oxidativa e inflamatoria em cérebro de peixe-zebra. Também
avaliamos alteracdes comportamentais locomotoras e exploratdrias nos
animais submetidos ao mesmo modelo de exposicdo. O modelo
consistiu em trés exposi¢des ao etanol (1,4%v/v) por 30 minutos. Os
grupos foram divididos conforme o tempo de anéalise apos a terceira e
ultima exposi¢do ao etanol, sendo eles: WB-I (analisado imediatamente
apos a ultima exposi¢do), WB-2 (apos 2 dias) e WB-9 (apds 9 dias).
Parte dos animais de cada grupo sofreu eutandsia e tiveram o cérebro
total dissecado para as analises bioquimicas, sendo que o restante foi
utilizado no teste comportamental. Para verificacdo de estresse
oxidativo, foram avaliados os niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS), a oxida¢do de diclorofluoresceina (DCFH) e a
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT).
Parametros relacionados a eventos inflamatdrios foram avaliados através
da analise da expressdao dos genes relacionados as citocinas IL-10, IL-10
e TNF-a. Do sistema colinérgico, foram avaliadas as atividades das
enzimas colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE).
Na analise comportamental, utilizou-se o teste Novel tank. Ao analisar
os parametros de estresse oxidativo foi verificado aumento nos niveis de
TBA-RS e aumento da oxidagdo de DCFH apenas no grupo WB-L
Sobre as enzimas antioxidantes, alteracdes foram observadas nos grupos
WB-2 ¢ WB-9, caracterizado pela diminuicdo de CAT nesses grupos. O
weekly-binge ndo foi capaz de promover alteracdes da expressdo génica
para IL-1B, IL-10 e TNF-a. Sobre o sistema colinérgico, o modelo de
exposicdo foi capaz de aumentar a atividade de ChAT no grupo WB-I






enquanto no grupo WB-9 uma diminui¢do de atividade foi percebida. A
atividade de AChE apresentou diminui¢do nos grupos WB-2 ¢ WB-9.
No teste comportamental Novel tank, o weekly-binge foi capaz de
promover um efeito ansiolitico no grupo WB-1 ¢ WB-2 ao alterar o
comportamento exploratorio dos animais. Diante os resultados obtidos
nos parametros do estresse oxidativo e sistema colinérgico, podemos
sugerir que vias pré-oxidantes podem alterar a transmissao colinérgica,
bem como a alteragdo comportamental pode ser uma resposta da
alteragdo nesse sistema de neurotransmissdo. Estes resultados
contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos patologicos
envolvidos no consumo intermitente do etanol.

Palavras-chave: Etanol; Beber em Binge; Estresse oxidativo; Colina
acetiltransferase; Acetilcolinesterase; Comportamento.






ABSTRACT

Alcohol is a substance capable of causing several tissue and organ's
damage, highlighting its harmful effects on the brain by modulating
many mechanisms and pathways, such as changes in neurotransmission
systems, activation of pro-oxidant pathways, and induction pro-
inflammatory system. Among the patterns of consumption of alcoholic
beverages, a standard stands out, the binge drinking. This behavior of
consumption is characterized by the ingestion of high doses of alcohol
in a single episode, followed by a period without the ingestion of
alcoholic beverages. Because it is a behavior of little consumption
studied, the compression of the effects of ethanol on the brain in this
pattern of consumption is of great importance. In this context, the
purpose of the present study was to evaluate the effects of a model that
mimics the binge drinking (weekly-binge) on cholinergic signaling,
oxidative and inflammatory responses in zebrafish brain. We also
evaluated locomotor and exploratory behavioral changes in the animals
submitted to the same model of exposure. The model consisted of three
exposures to ethanol (1.4% v / v) for 30 minutes. The groups were
divided according to the time of analysis after the third and last
exposure to ethanol: WB-I (analyzed immediately after the last
exposure), WB-2 (after 2 days) and WB-9 (after 9 days). Part of the
animals in each group underwent euthanasia and had the whole brain
dissected for biochemical analyzes, the remainder being used in the
behavioral test. To verify oxidative stress, the levels of thiobarbituric
acid reactive species (TBA-RS), dichlorofluorescein oxidation (DCFH)
and the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) were evaluated. Parameters related to inflammatory
events were evaluated by analyzing the expression of genes related to
cytokines IL-1PB, IL-10 and TNF-a. From the cholinergic system, the
activities of the enzymes choline acetyltransferase (ChAT) and
acetylcholinesterase (AChE) were evaluated. In the behavioral analysis,
the Novel tank test was used. When analyzing the parameters of
oxidative stress, there was an increase in TBA-RS levels and an increase
in the oxidation of DCFH in the WB-I group. Regarding the antioxidant
enzymes, changes were observed in the WB-2 and WB-9 groups,
characterized by the decrease of CAT in these groups. The weekly-binge
was not able to promote alterations of the gene expression for IL-1p, IL-
10 and TNF-a. On the cholinergic system, the exposure model could
increase the ChAT activity in the WB-I group while in the WB-9 group






a decrease in activity was apparent. AChE activity decreased in the WB-
2 and WB-9 groups. In the Novel tank behavioral test, the weekly-binge
could promote an anxiolytic effect in the WB-I and WB-2 groups by
altering the exploratory behavior of the animals. Considering the results
obtained in the parameters of oxidative stress and cholinergic system,
we can suggest that pro-oxidant pathways can alter cholinergic
transmission, as well as the behavioral alteration may be a response of
the alteration in this neurotransmission system. These results contribute
to a better understanding of the pathological mechanisms involved in the
intermittent consumption of ethanol.

Keywords: Ethanol; Binge drinking; Oxidative stress; Choline O-
Acetyltransferase; Acetylcholinesterase; Behavior.
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1 INTRODUCAO
1.1 EFEITOS DO ALCOOL NO ORGANISMO

O alcool ¢é uma substancia psicoativa amplamente utilizada e seu
consumo em excesso esta relacionado com uma série de efeitos nocivos
a saude, destacando sua capacidade em promover alteragdes
bioquimicas e fisioldgicas no sistema nervoso central (SNC) acarretando
em mudangas comportamentais e nas fungdes cognitivas (Esel, 2006). O
consumo excessivo de alcool ¢ considerado um problema de saude
publica de ordem mundial, classificado entre os cinco principais fatores
de risco para doengas, incapacidades e mortalidade. Segundo a
Organizagdo Mundial de Saude (2014), em 2012, 3,3 milhdes de mortes
tiveram como causa atribuida o consumo de alcool, correspondendo a
5,9 % de todas as mortes naquele ano. O consumo de alcool esta listado
como fator de patogenia para mais de 200 tipos de condi¢des e doengas
na Classificagdo Internacional de Doencas (CID-10), destacando as
doengas gastrointestinais e as doengas cardiovasculares (WHO, 2014).
Quando consumido em excesso, o alcool esta associado com muitas
condigdes neuropsiquiatricas, como depressdo, ansiedade, convulsdes e
dependéncia. O alcool ainda é apontado como um agente carcinogénico
para uma série de tipos de canceres (Shield et al, 2013). As
consequéncias do consumo em excesso nao se limitam apenas a quem
estd consumindo e a sua satde. Além das consequéncias individuais,
como danos fisiologicos, psicologicos e comportamentais, 0 consumo de
alcool também pode ocasionar prejuizo a outras pessoas que ndo bebem,
acarretando consequéncias para a sociedade, tais como acidentes de
transito, violéncia e custos aos servi¢os de saude (Rehm, 2011).

1.2 METABOLISMO DO ETANOL

A maior parte da absorcdo do 4alcool ocorre no trato
gastrointestinal, ocorrendo por difusdo passiva sem que haja um sistema
de transporte. Devido suas caracteristicas hidrofilica e lipofilica, o
alcool ¢ capaz de se difundir facilmente pelas membranas das células e
pela barreira hematoencefalica, distribuindo-se de forma rapida pelos
orgdos e tecidos através da corrente sanguinea. O cérebro e os pulmoes
por serem Orgdos altamente vascularizados recebem doses iniciais de
alcool mais rapidamente (Mullen, 1977).
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Logo apds o inicio da absor¢do do etanol no estdmago e no
intestino, vias de metabolizacdo sdo responsaveis pela degradagdo do
etanol produzindo seu principal metabolito, o acetaldeido. Cerca de 90
% do alcool consumido ¢ oxidado pelo figado, o que confere esta como
a principal via de metabolizag¢do. Por assumir grande parte da oxidagdo
do alcool, o figado é o 6rgdo que esta mais suscetivel aos efeitos toxicos
do consumo de bebidas alcoodlicas (Maher, 1997). Além disso, a
velocidade de oxidacgdo do alcool e da sua eliminacdo é dependente de
diversos fatores, dentre as quais a quantidade de alcool ingerido bem
como a ativacdo das vias responsaveis pela sua degradacdo (Zakhari,
2006).

As vias oxidativas sdo catalisadas pelas enzimas alcool
desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1), enzimas do citocromo P450
(CYP450; EC 1.14.14.1), e catalase (CAT) (EC 1.11.1.6),
correspondendo as principais vias de metaboliza¢do do alcool (Figura
1). A ADH, principal enzima no processo de metaboliza¢do oxidativa do
etanol e presente predominantemente nas células hepaticas, inicia o
processo de metabolizagdo no citosol das células formando o
acetaldeido. Assim como a ADH, o sistema microssomal de oxidagdo do
etanol (MEOS) composto por isoenzimas do CYP450 presentes nas
células hepaticas e de outros tecidos, como o cérebro, metabolizam o
etanol em acetaldeido (Zimatkin et al., 2006). A ADH metaboliza o
alcool reduzindo a coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD") em NADH e o CYP450 oxida a nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) em NADP* (Riveros-Rosas et al., 1997).
Outra via de oxidagdo do alcool é realizada pela catalase, enzima que
esta presente nos peroxissomas. Esta via é considerada como a menor
via de metabolizagdo do alcool e assim como nos outros processos de
oxidagdo, ocorre a formagdo de acetaldeido. Este aldeido em
determinadas concentra¢des apresenta importante papel na indugdo de
toxicidade, sendo responsavel por uma série de efeitos deletérios aos
sistemas biologicos, dentre os quais o aumento da formacao de espécies
reativas de oxigénio, capacidade de formagdo de aductos com estruturas
celulares, bem como ocasionar o desequilibrio do potencial redox das
células (Albano et al., 1988; Lovinger et al., 1989; Pushpakiran et al.,
2005).

Uma vez formado, o acetaldeido é rapidamente metabolizado em
acetato pela familia de isoenzima acetaldeido desidrogenase (ADHL,;
EC 1.2.1.3). Este processo ocorre dentro das mitocondrias, onde o
acetaldeido é oxidado em acetato com o auxilio do cofator NAD™,
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gerando também como outro produto final o NADH. Grande parte do
acetato formado segue para corrente sanguinea e ¢ oxidado em dioxido
de carbono ou metabolizado em Acetil-CoA (Israel et al., 1994).
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* ETANOL eraLoeDo ALLH, aceraro
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" NADPH+H' +0; — NADP'+2H,0

NADPH +H' + 0; - NADP* + 2 H,0

Figura 1: Representagcdo do metabolismo hepatico e cerebral do etanol. No
hepatocito, o etanol é oxidado a acetaldeido por trés vias metabdlicas: pela via
da enzima alcool desidrogenase (ADH) no citosol, utilizando o cofator
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") que ¢é reduzido a NADH; pela via
enzima catalase nos peroxissomos, onde o etanol doa elétrons reduzindo o
perdxido de hidrogénio (H202) em agua (H20); e pela via sistema microssomal
de oxidacdo do etanol (MEOS) no reticulo endoplasmatico liso, através do
citocromo P450 (isoforma CYP2E1) e seu cofator fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida adenina (NADPH). Posteriormente, o acetaldeido ¢ oxidado a
acetato pela enzima aldeido desidrogenase (ALDH) presente na mitocondria. A
metabolizacdo do etanol nos neurénios ¢ semelhante a que ocorre nos
hepatdcitos, porém, as principais vias sdo as da catalase ¢ CYP2E1. Fonte:
Berteli, 2017.

1.3 PADROES DE CONSUMO: BINGE ALCOOLICO

O élcool ¢é capaz de causar diferentes efeitos sobre o SNC,
podendo atuar como um agente excitatorio ou depressor conforme a via
de neurotransmissdo afetada. Sentimentos como felicidade, cuforia,
relaxamento, atenuagdo do estresse e ansiedade sdo algumas das
alteragcdes comportamentais resultantes do seu consumo (Gilman et al,
2008). Além disso, acredita-se que o alcool ative os centros de prazer e
recompensa no cérebro ao desencadear a liberagdo de
neurotransmissores como a dopamina e serotonina (Charlet et al., 2013).
Os efeitos e os danos do consumo de alcool estdo relacionados com os



32

padrdes de consumo, que variam conforme a quantidade ingerida, o
numero de episddios e o periodo de tempo de ingestio (Paton, 2005).

Os padrdoes de consumo de bebidas alcéolicas sdo definidos
conforme os diferentes comportamentos de consumo, sendo que na
ingesta abusiva de alcool um padro se destaca, o binge alcoolico (do
inglés, binge drinking) (Courtney e Polich, 2009). Este padrao foi
inicialmente definido por episédios de consumo excessivo de alcool
seguidos por periodo de abstinéncia (Tomsovic, 1974). Mais
recentemente foi definido como binge alcdolico o padrdao de consumo de
bebidas alcoolicas que leva a concentragdo de alcool no sangue em 0,8
g/dL ou mais, um nivel facilmente atingido quando ingerido cinco doses
ou mais de bebidas alcodlicas por homens e quatro doses ou mais por
mulheres, em um periodo de duas horas (NIAAA, 2004A; Courtney e
Polich, 2009). Neste padrdo de consumo uma série de danos a saude
com diminui¢do na qualidade de vida sdo desencadeados, tais como
hipertensao, danos ao figado e meningite (Wen et al., 2012). O binge
alcodlico também pode ocasionar alteragdes neurologicas, como
alteragdes comportamentais e comprometimento das fun¢des cognitivas
(Ward et al., 2009a). Além dos danos a satude, o binge alcoolico acarreta
em uma série de custos sociais negativos, incluindo violéncia
interpessoal, direcdo perigosa por embriaguez ¢ perda de produtividade
econdmica (NIAAA, 2000).

O binge alcodlico também tem sido associado a problemas
relacionados a dependéncia ao alcool, sendo os jovens e adolescentes
mais propensos a danos neste quadro (Presley e Karmos, 1994
Wechsler et al., 2000; Dawson et al., 2004). Isto se da pelo fato do
cérebro ainda estar em desenvolvimento e ser mais sensivel aos efeitos
do alcool, especialmente a regido do cortex pré-frontal (CPF) (Petersen
et al., 1996; Spear, 2002). A alta quantidade de alcool ingerida durante
os episddios de binge alcoolico pode exercer efeitos toxicos causando
danos no CPF e hipocampo, que sdo areas responsaveis por processos
neurocognitivos, como aprendizado, memoria, habilidades verbais e
espaciais. Os danos causados ao SNC podem ser imediatos ou a longo
prazo, podendo contribuir para o ciclo e propagagio de outros episodios
de binge alcoodlico (NIAAA, 2006; Wood, 2010). Embora o
comportamento de binge alcodlico seja um padrdo de consumo mais
encontrado em adolescentes e capaz de gerar danos importantes a estes,
este padrdo de consumo também ¢ encontrado na populacdo adulta
gerando danos que ndo sdo menos importantes daqueles vistos em
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populagdes jovens (Viner e Taylor, 2007; Centers for Disease Control
and Prevention, 2010).

Para o entendimento dos mecanismos relacionados aos danos
induzidos pelo binge alcodlico, estudos vém utilizando protocolos
experimentais capazes de mimetizar em modelos animais este padrdo de
consumo. Os estudos com roedores tém demonstrado que o binge
alcodlico prejudica a extingdo de respostas ao medo através de
mudangas morfologicas nos neurénios piramidais do cortex pré-frontal
medial (Holmes et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que o binge
alcodlico pode comprometer a plasticidade sinaptica nas areas pré-
frontais do encéfalo (Kroener et al., 2012) e promove altera¢des nos
niveis de proteinas sinapticas e mielina, além de disfungdes cognitivas a
longo prazo (Montesinos et al., 2015). Diferentes sistemas de
neurotransmissdo podem sofrer disfungdo no consumo intermitente de
doses elevadas de etanol, tais como os sistemas glutamatérgico,
GABAérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e também sobre sistema
opidide. As disfungdes nesses sistemas podem causar alteracdes
comportamentais e neurofisiologicas (Ward et al., 2009a).

1.4 ALCOOL E ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies reativas sdo produtos naturais gerados por muitas
reacdes e em multiplas regides da célula. Por possuirem uma alta
reatividade com outras moléculas, as espécies reativas podem interagir
com inimeras macromoléculas e causar danos nas estruturas celulares
(Birben et al., 2012). Dentre as espécies reativas produzidas, destacam-
se as espécies reativas de oxigénio (EROs). O desequilibrio entre a
producdo de EROs e o sistema antioxidante, sistema formado por
componentes que interagem com as espécies reativas e as convertem em
produtos menos danosos, podem estabelecer o estado de estresse
oxidativo (Palipoch e Koohmin, 2015).

Fontes exdgenas, como radiagdo, cigarro e alcool podem
estabelecer uma producdo em excesso de EROs e causar danos ao
organismo. O alcool pode induzir a producdo de EROs por uma série de
mecanismos, principalmente como produto proveniente do seu
metabolismo (Zakhari, 2006; Das e Vasudevan, 2007). A metabolizagdo
do etanol pelas enzimas ADH, CYP450 ¢ CAT sdo vias produtoras de
grandes quantidades de EROs, principalmente do radical superoxido
(02") e o peroxido de hidrogénio (H202) (Wu et al.,, 2006). No
consumo de alcool a alteragdo da razdo entre NADH/NAD* na célula
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hepética demonstra ser o principal mecanismo de produgao das EROs. O
NADH produzido em excesso no citosol ¢é transportado para
mitocondria, aumentando a oferta energética e consequentemente a
producdo de EROs pelo complexo respiratério mitocondrial. Além das
vias de metabolizagdo do etanol, o processo de metabolizacdo do
acetaldeido pela ADHL também produz relevantes quantidades EROs
(Haroah et al, 2008). A produgdo em excesso de EROs provenientes de
ambas as vias citadas podem ocasionar uma série de danos celulares,
como a peroxidacdo lipidica, danos as proteinas e DNA, alteragdo da
funcdo mitocondrial, ativacdo da expressdo e produgdo de citocinas e
consequentemente a ativacao de vias pro-apoptodticas (Hoek e Pastorino,
2002; Koch et al., 2004; Garcia-Suastegui et al., 2017).

Os danos causados pelo estresse oxidativo estabelecido no
consumo de alcool ndo se limitam apenas ao figado. Assim como as
células hepaticas, os neurénios possuem a ADH e enzimas do CYP450,
entretanto em niveis menores que o figado. Das enzimas do CPY450, a
CYP2E1 (EC 1.14.13.n7) é a enzima que esta diretamente envolvida no
metabolismo do etanol no SNC (Zimatkin et al., 2006). Como no
metabolismo hepatico do etanol, células do SNC tornam-se vulneraveis
aos danos do estresse oxidativo uma vez que os neurénios também sao
capazes de metabolizar o etanol e consequentemente formar EROs.
Haorah et al (2008), demonstraram que as enzimas ADH e CYP2EI sdo
expressas em neurdnios humanos e o etanol ¢ capaz de causar dano
oxidativo as mesmas células ao produzir EROs. A exacerbacdo da
produgdo de EROs ¢ capaz de estabelecer o estresse oxidativo no SNC,
deixando as células suscetiveis a danos, como a peroxidagao lipidica e
aos efeitos da ativacdo de vias inflamatorias. O processo
neuroinflamatoério pode ser iniciado e danos aos neurdnios podem levar
a neurodegeneracdo, o que pode estar associado aos mecanismos de
desordens neuroldgicas causadas pelo consumo do alcool.

1.5 ALCOOL E NEUROINFLAMACAO

Os efeitos nocivos do etanol sobre o SNC estdo relacionados com
uma série complexa de mecanismos, onde vias de neurotransmissdo
podem ser moduladas pelo aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatodrias e pelo aumento da produgdo de espécies reativas (Koob e
Volkow, 2010; Cui et al., 2014). Estes mecanismos podem contribuir
para morte neuronal e iniciar um processo de neurodegeneragdo, como
jé descrito na literatura (Oberbier et al., 2002; Kelso et al., 2011).
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O dano ao cérebro ocasionado no consumo de alcool se deve em
parte pela exposi¢cdo ao proprio etanol bem como aos bioprodutos
formados na sua metabolizagdo, como o acetaldeido, acetato e espécies
reativas. Outro mecanismo apontado como causa no dano cerebral pelo
alcool, é a ativacdo de vias inflamatorias periféricas e amplificacdo da
resposta inflamatoria nas células do SNC (Gonzalez-Reimers et al.,
2014). Devido ao aumento da permeabilidade intestinal que ocorre no
consumo de alcool, endotoxinas presentes no intestino seguem para o
figado pelo sistema porta e estimulam a produgdo de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) pelas células hepaticas. O TNF-a e outras
citocinas pro-inflamatérias sio liberadas na corrente sanguinea e podem
de gerar uma resposta inflamatoria em 6rgaos distantes, como o cérebro.
A presenca dessas citocinas no cérebro podem amplificar a resposta
inflamatéria ao induzir fatores transcricdo pro-inflamatorios e
consequentemente aumentar a produgdo local de citocinas (Vetreno et
al, 2014). As citocinas ao chegarem no cérebro sdo capazes de ativar a
microglia, a principal célula do sistema imune intato do SNC (Chastain
e Sarkar, 2014). Quando ativada, a microglia é capaz de liberar uma
variedade de mediadores neuroinflamatérios que poderdo desempenhar
efeitos de neuroprote¢do ou neurotoxico (Czirr e Wyss-Coray, 2012).

Dentre os mediadores inflamatorios liberados pela microglia
estdo as citocinas, quimiocinas, proteinas do complemento, EROs ¢
oxido nitrico (Hanisch e Kattenmann, 2007). No estagio inicial da
resposta imune inata, o TNF-o e da interleucina IL-1 beta (IL-1p) sdo as
duas principais citocinas pré-inflamatorias produzidas pela microglia.
Estas citocinas de inicio exercem um papel neuroprotetor aumentando a
secrecdo de neurotrofinas e promovendo a maturagdo dos
oligodendrocitos. No entanto, quando a microglia torna-se superativada,
ela é responsavel pela liberagdo de intimeros outros fatores pro-
inflamatérios, como as EROs, que também podem mediar a
neuroinflamagdo (Cui et al., 2014). Ao atingirem o cérebro as citocinas
podem causar danos as células dos SNC ao ativar o sistema neuroimune,
que por sua vez responde ampliando mecanismos inflamatdrios, tais
como: ativacdo de fatores de transcrigdo inflamatdrios, aumento da
produgdo de citocinas, inibicdo de fatores neurotro6ficos, bem como a
inducao na produgdo espécies reativas (Capuron e Miller, 2011).

Estudos de exposigdo ao alcool utilizando modelo animal e em
estudos em humanos post-morten com cérebro de alcoolistas apontam o
alcool como um importante agente modulador do sistema neuroimune
(Crews et al., 2015). Estudos com baixas e altas doses etanol
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demonstraram a importante relagdo entre o etanol e a ativacao de células
pro-inflamatérias (Ward et al., 2009b, Marshall et al., 2013; Marshall et
al., 2016). Crews e et al (2006) demonstraram que a determinacdo do
estado pré ou anti-inflamatorio dos mondcitos dependerd do tempo de
exposicdo ao etanol bem como na complexidade de sinais co-
estimuladores.

Componentes inflamatérios podem ainda comprometer a
integridade das sinapses no SNC ao modificar cascatas intracelulares,
alterando proteinas pré e pods-sinapticas, sendo que estas alteragdes
podem gerar uma série de danos aos sistemas de neurotransmissdo
podendo ocasionar em desordens neuropsiquiatricas (Rao et al., 2012).
Dentre as vias de neurotransmissdo que sofrem regulagdo pelos
componentes do sistema neuroinflamatdrio, destacamos o sistema
colinérgico, sendo que o disturbio entre os dois sistemas pode causar
mudangas na sinaliza¢do neural (Ofek e Soreq, 2013). Foi evidenciado
que alteragdes dos niveis de enzimas componentes do sistema
colinérgico podem atuar na regulacdo da produgdo da interleucina pro-
inflamatoéria IL-13, bem como o desequilibrio dessas enzimas podem
ativar a producao de IL-1P e gerar danos ao SNC (Li et al., 2000).

1.6 ALCOOL E NEUROTRANSMISSAO

O etanol pode afetar o SNC interferindo nos sistemas de
neurotransmissdo, causando um desequilibrio nos sistemas excitatorios e
inibitorios em diferentes padrdes de consumo. (De Witte, 2004; Costardi
et al., 2015). Dentre seus efeitos modulatorios no SNC, o etanol atua por
modificar vias de transdugdo de sinal, o qual influencia diversos
sistemas de neurotransmissdo, como o glutamatérgico, o GABAérgico e
o0 adenosinérgico, por exemplo (Deitrich, 2004; Quertemont et al., 2005;
Sharma et al., 2010). Além das vias citadas, destaca-se ainda o sistema
colinérgico como uma via sucetivel a alteragdes pelo alcool (Arendt et
al., 1988; Rico et al., 2007; Vetreno et al., 2014).

1.6.1 Sinalizagdo Colinérgica

A acetilcolina (ACh) ¢ um classico neurotransmissor do sistema
colinérgico que desempenha diversas fungdes no sistema nervoso central
e periférico, sendo sintetizada pela pela enzima Colina Acetiltransferase
(ChAT) (EC 2.3.1.6) e armazenada em vesiculas. A exocitose vesicular
acontece com auxilio do Transportador Vesicular de Acetilcolina
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(vAChT), onde a ACh ¢ liberada na fenda sinaptica e é rapidamente
degradada pela enzima Acetilcolinatransferase (AChE) (E.C 3.1.1.7) em
acetato e colina (Silva, 2008) (Figura 2). Grande parte da colina
resultante ¢ captada pelo terminal do axo6nio colinérgico pelo
transportador de colina (CHT) e reutilizada na sintese de nova ACh
(Mesulam et al., 2002).

A ChAT ¢ uma enzima restrita a estruturas pré-sinapticas, sendo
assim, o marcador mais adequado para identificagdo de neurénios
colinérgicos nos sistema nervoso central e periférico (Silva, 2008;
Siegel, 2012). No entanto, a AChE pode ser usada como um indicio da
fungdo colinérgica, ¢ mudangas na atividade da enzima podem indicar
alteragoes na disponibilidade de ACh e de seus receptores (Fernandes e
Hodges-Savola, 1992). A acetilcolina ¢ um neurotransmissor de
fundamental importancia nas fun¢des desempenhadas pelo cortex
cerebral. Esse neutransmissor tem sido associado com as funcdes
cognitivas, como aprendizado e memdria, no processamento das funcdes
sensoriais e no controle do fluxo sanguineo cerebral (Scremim et al.,
1997). Os efeitos intracelulares da acetilcolina sdo mediados pela
ativacdo de receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) e
muscarinicos (Burgen, 1995). Estas duas classes sdo divididas em
fungdo das afinidades por agentes que mimetizam a acdo da acetilcolina
(Tinsley et al., 2004).

Os receptores nicotinicos sdo ionotropicos, reconhecem a
acetilcolina e s3o sensiveis a nicotina (Albuquerque et al., 2009). Os
receptores nicotinicos estio ligados a canais catidnicos € possuem uma
estrutura pentamérica (McKay e Placzek, 2007). Estes receptores
pertencem a uma familia heterogénea que consiste em diferentes
subtipos, os quais formam combina¢des homoméricas ou heteroméricas
a partir de 12 diferentes subunidades (02-a10, f2-p4) (Gotti e Clementi,
2004). Os receptores muscarinicos sao metabotropicos e apresentam
cinco subtipos (M1-M5) que foram clonados ¢ identificados
farmacologicamente. Os receptores M1, M3 e M5 estdo acoplados a
uma proteina Gg/11 e alteram a atividade celular pela estimulagdo da
fosfolipase C e pela geragao do segundo mensageiro IP3, o qual induz a
liberagdo de calcio intracelular e diacilglicerol (DAG). Contudo, os
receptores M2 e M4 estdo acoplados a uma proteina Gi que induz sua
reposta via inibicdo da adenilato ciclase (Caulfield e Birdsall, 1998;
Uchiyama e Chess-Williams, 2004). Os nAChRs estdo distribuidos ao
longo de todo SNC e SNP, sendo expressos em neurdnios e células nao
neuronais, como microglia, astrocitos, oligodendroctios e céulas
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epiteliais. Estes receptores possuem importante papel em multiplos
processos biologicos, como memoria, aprendizado, locomogdo, atencio
e ansiedade. (Egea et al., 2015).

Um dos sistemas de neurotransmissdo afetados no consumo de
etanol ¢ o colinérgico. Estudos em roedores tratados cronicamente com
alcool demonstraram a perda de neurdnios colinérgicos em regides
especificas do cérebro, a reducdo do contetido de ACh e diminui¢do da
atividade da ChAT e AChE, enzimas responsaveis pela transmissao
colinérgica (Arendt et al., 1988). Resultados positivos para diminuig¢ao
da atividade da ChAT foram encontrados em estudos com roedores
jovens submetidos a um modelo de intermitente de exposi¢ao ao alcool,
entretanto quando o mesmo modelo foi aplicado em animais adultos,
ndo houve diminuicdo da atividade da ChAT. Em contraste, animais
adultos submetidos a um modelo de exposi¢do cronica apresentaram
uma redugdo na populagio de células colinérgicas no prosencéfalo basal
(Vetreno et al., 2014). A diminuicdo da contagem de células
colinérgicas no presencéfalo basal foi significativamente correlacionada
com um comportamento menos ansioso em roedores jovens expostos
cronicamente ao etanol na forma de vapor (Ehlers et al., 2011). A
diminuicdo da expressdo de genes responsaveis pela ChAT e dos
receptores colinérgicos muscarinicos ¢ nicotinicos também foi
encontrada em roedores jovens e adultos expostos a um modelo de binge
alcoolico (Coleman et al., 2011).
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Figura 4: Representacio da Sinalizacido Colinérgica. A Acetilcolina (ACh) ¢
sintetizada pela enzima Colina Acetiltransferase (ChAT) no neur6nio pré-
sinaptico e armazenada em vesiculas especificas. Com auxilio do Transportador
Vesicular de Acetilcolina (VAChT) a ACh ¢ liberada na fenda, onde podera se
ligar em Receptores de Acetilcolina Nicotinico (nAChR) ou Muscarinicos
(mAChR). Uma vez liberada na fenda sinaptica, a ACh excedente ¢
rapidamente degradada pela enzima Acetilcolinesterase (AChE) em colina e
acetato. Fonte: Adaptado de Ofek e Soreq, (2013).

1.7 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO EXPERIMENTAL NA AREA
BIOMEDICA

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um pequeno teledsteo (3 a 4 cm)
de agua doce pertencente a familia Cyprinidae. Tem sido amplamente
utilizado como modelo experimental em diversas d4reas do
conhecimento, tais como: genética, teratologia, biologia do
desenvolvimento, comportamento e toxicologia (Vascotto et al., 1997).
Este peixe apresenta caracteristicas favoraveis que complementam os
modelos experimentais existentes, tais como: pequeno espaco requerido
para manutencdo, baixo custo por animal, rapido desenvolvimento,
grande prole, embrides translucidos e suscetiveis @ manipulagdo e
microinjecdo (Lele e Krone, 1996). Além disso, grandes segmentos dos
cromossomos do peixe-zebra estdo em sintonia com 0s Cromossomos
humanos e dos camundongos e muitos genes apresentam um alto grau
de similaridade, quando comparados em sua sequéncia (Barbazuk et al.,
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2000). O Instituto Sanger iniciou em 2001 o sequenciamento do genoma
total do peixe-zebra, observando uma homologia de aproximadamente
70-80% com o genoma humano (Stern e Zon, 2003) e o seu genoma
mitocondrial ja esta sequenciado, servindo de base para estudos
filogenéticos (Broughton et al., 2001).

Pelo fato de ser um vertebrado que apresenta caracteristicas
relevantes, o peixe-zebra vem se tornando um modelo animal
complementar dos roedores, principalmente para estudos translacionais
em larga escala. Esta espécie tem sido amplamente utilizada como
modelo experimental para o estudo das bases moleculares da
neurobiologia, auxiliando na identificagdo de genes envolvidos na
formagdo de circuitos neuronais, no comportamento € nos mecanismos
envolvidos na neuropatogénese (Barbazuk et al., 2000; Goldsmith,
2004; Guo, 2004; Gerlai et al., 2006; Lieschke e Currie, 2007; Ebarasi et
al., 2011). Outro aspecto importante que contribui para a utilizagao deste
modelo € o fato de que esta espécie absorve os componentes diretamente
da agua pelas suas branquias, acumulando-os em diferentes tecidos,
dentre os quais o SNC (Groessel ¢ Wood, 2002; Blank et al., 2009;
Froehlicher et al., 2000; Yang et al., 2009). Diversos sistemas de
neurotransmissdo amplamente estudados em mamiferos ja foram
identificados e descritos em peixe-zebra, tais como: colinérgico (Behra
et al., 2002), dopaminérgico (Boehmler et al., 2004), GABAérgico (Kim
et al., 2004), glutamatérgico (Edwards e Michel, 2002), histaminérgico
(Kaslin e Panula, 2001), serotoninérgico (Rink e Guo, 2004) e
purinérgico (Kucenas et al., 2003; Rico et al., 2003; Senger et al., 2004;
Rosemberg et al., 2010a; Savio et al., 2012; Vuaden et al., 2016).
Especificamente ao sistema colinérgico do peixe-zebra, Arenzana et al.,
(2005) estudou pela primeira vez parametros através de andlise
histoquimica e imunohistoquimica em SNC e retina (Clemente et al.,
2004). O gene da AChE ja foi clonado e sequenciado, e sua atividade
enzimatica ja foi detectada em cérebro (Bertrand, 2001). Além disso,
subunidades de receptores muscarinicos e nicotinicos também sdo
expressos nesta espécie (Zirger, et al., 2003).

Com relagdo a exposi¢do de etanol em peixe-zebra, dentre as
alteragdes neuroquimicas observadas, podem ser citadas modificag¢des
nos niveis cerebrais de dopamina, serotonina, regulagdo dos niveis de
AMP ciclico e da via de sinalizagdo das cinases reguladas por sinal
extracelular (ERKs) (Chatterjee e Gerlai, 2009; Peng et al., 2009).
Estudos demonstram que a atividade e a expressdo de enzimas
responsaveis pela hidrolise de nucleotideos extracelulares, bem como



41

das enzimas adenosina deaminase e AChE sdo alteradas em peixe-zebra
apos a exposicao ao etanol (Rico et al. 2007; Rico et al., 2008; Rico et
al., 2011). Rosemberg et al (2012) observaram que a exposicao aguda
do peixe-zebra ao etanol durante diferentes tempos promove aumento
nos niveis cerebrais desse composto, o que pode estar relacionado com
as respostas comportamentais promovidas pelo dalcool no
comportamento tipo ansiedade, depressor/sedativo e da preferéncia
condicionada ao etanol previamente descritos (Mathur ¢ Guo, 2011;
Mathur et al., 2011). Apesar desses trabalhos que descrevem os efeitos
da exposicdo aguda e cronica ao etanol em peixe-zebra, pouco se sabe
sobre as alteragdes comportamentais induzidas pela exposi¢cdo
intermitente de grandes quantidades de alcool nesse modelo animal.
Atualmente, apenas um trabalho encontra-se disponivel na literatura
com um modelo que mimetiza o binge alcoolico em peixe-zebra adulto.
Neste estudo, alteragdes comportamentais pelo teste Scototaxis
(preferéncia claro/escuro), foram encontradas apenas em animais
tratados cronicamente, sendo que os animais submetidos ao modelo
intemitente de etanol ndo apresentaram diferenca comportamental
(Holcombe et al., 2013). Entretanto, ha uma variedade de paradigmas
comportamentais em peixe-zebra ainda ndo explorados no estudo dos
efeitos da exposicdo intermitente de etanol, sendo que diferentes
modelos e abordagens podem contribuir para a melhor compreensio dos
efeitos do alcool sobre o comportamento.

1.8 MODULACAO COMPORTAMENTAL EM PEIXE-ZEBRA

Um grande desafio da neurociéncia ¢ compreender como a
atividade cerebral dd origem ao comportamento e suas desordens. A
compreensdo completa das desordens neurocomportamentais podem ser
alcangadas por diferentes abordagens, como por exemplo, na utilizagdo
de modelos. Os modelos sdo utilizados para representar problemas
complexos em uma forma simplificada, sendo que na neurociéncia o
conceito de modelo pode se estender e incluir mais especificamente os
modelos biologicos (Orger e de Polavieja, 2017).

O valor de um modelo bioldgico ¢ dito por sua validade e por este
motivo, estudos das desordens comportamentais buscam modelos com
um comportamento natural combinado ao controle rigoroso dos
parametros experimentais a fim de compreender a fisiologia e o
comportamento (Orger e de Polavieja, 2017). Modelos bioldgicos em
roedores sdo os mais bem-sucedidos na neurociéncia, entretanto a busca
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por novas abordagens na pesquisa da neurociéncia comportamental tem
implementado modelos alternativos (Levin e Cerutti, 2009).

Estudos em peixes, mais especificamente em peixes-zebras,
emergiram recentemente como um novo modelo para o estudo dos
mecanismos comportamentais ¢ moleculares relacionados as desordens
no cérebro. Estdo entre as vantagens em utilizar o peixe-zebra como um
organismo modelo a alta homologia genética e fisioldgica comparada os
mamiferos, bem como o compartilhamento de mesmos sistemas de
neurotransmissdo no cérebro. Estas caracteristicas fazem com que o
peixe-zebra seja considerado uma forte evidéncia clinica, apoiando
ainda mais sua validade e carater translacional (Stewart et al., 2014).

A ansiedade, um transtorno comportamental complexo e
multidimensional, vem sendo estudada na neurociéncia a fim de
compreender como o0s circuitos neuronais € outros mecanismos
potencialmente modulam este comportamento. Por compartilhar das
mesmas vias e mecanismos relacionados a ansiedade em humanos, o
peixe-zebra tornou-se um popular organismo experimental no estudo da
ansiedade ao demonstrar fortes respostas a este comportamento (Sterling
etal., 2015; Kalueff et al., 2017).

O estudo da ansiedade em peixe-zebra se da principalmente
pela analise do comportamento exploratdrio do animal. Quando o peixe-
zebra € colocado em um novo ambiente, ele tende a nadar para o fundo
do ambiente, permanecendo nesta regido por algum periodo de tempo.
Alguns minutos apds, o animal gradualmente procura explorar o novo
ambiente emergindo aos niveis superiores (Singer et al., 2016). O teste
mais popular para avaliar a ansiedade em peixe-zebra ¢ Novel tank, um
modelo comparado ao teste de campo aberto (Open field) aplicado em
roedores. No Novel tank o comportamento ansioso ¢ refletido na
reducdo da exploracdo do peixe quando introduzido em um novo
ambiente, seja pela maior laténcia em chegar ao topo, diminui¢do no
numero de entradas ao topo ou por frequentemente apresentar um estado
de freezing no fundo do tanque (Stewart et al., 2012; Stewart et al.,
2014).

O etanol tem o efeito de modular o comportamento quando
consumido em diferentes padrdes e doses, o que pode estar associado
com o seu efeito sobre os sistemas de neurotransmissdo no cérebro. O
peixe-zebra tem sido cada vez mais utilizado como um modelo no
estudo neurocomportamental dos efeitos do etanol. A modulagdo de
uma série de comportamentos em peixes-zebra expostos ao etanol de
forma cronica e aguda, foi demonstrada em varios estudos (Gerlai et al.,
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2000; Dlugos e Rabin, 2003; Spence et al., 2008). Mais especificamente,
Gerlai et al (2000, 2006), buscaram compreender a modulagdo da
ansiedade, onde evidenciaram o efeito ansiolitico do etanol em peixes-
zebra expostos a altas doses. Os mesmos trabalhos demonstraram um
potencial adaptativo do peixe-zebra aos efeitos do alcool quando
tratados cronicamente. Diante a importancia dos efeitos do alcool sobre
o comportamento e da validade dos testes de ansiedade em peixe-zebra,
esta dissertacdo buscou avaliar os efeitos do etanol em peixes-zebra
submetidos a um modelo de binge alcoolico.

1.9 JUSTIFICATIVA

O élcool ¢ capaz de causar uma série de danos em tecidos e
orgaos, destacando os seus efeitos nocivos ao cérebro ao modular uma
sériec de mecanismos e vias, como alteragdes nos sistemas de
neurotransmissao, ativacdo de vias pro-oxidantes e indugdo do sistema
pré-inflamatorio. A compreensdo desses mecanismos ¢ de grande
importancia para determinar os processos fisiopatologicos envolvidos
nos efeitos deletérios do consumo do alcool no cérebro. A utilizacao de
modelos animais, como o peixe-zebra, ¢ de grande relevancia nos
estudos do impacto do alcool sobre os sistemas, bem como na busca por
alvos farmacéuticos com efeito neuroprotetor. Considerando o consumo
significativo de alcool por parte da populacdo e seu efeito deletério
sobre 0 organismo, neste trabalho buscamos compreender como o etanol
pode impactar parametros neuroquimicos, inflamatoérios e oxidativos em
peixes-zebra submetidos a um modelo de exposicdo ao etanol que
mimetiza o binge alcoolico, o weekly-binge. A avaliacdo desses
paramétros e compreensdo de seus mecanismos em um modelo
experimental em peixe-zebra ¢ um passo para o entendimento dos
efeitos neurotoxicos do weekly-binge, bem como fomenta o
desenvolvimento de estudos mais abrangentes visando estratégias para
atenuacdo dos efeitos danosos promovidos pelo consumo de alcool.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitas da exposi¢do weekly-binge ao etanol em
parametros bioquimicos e comportamentais em peixe-zebra.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar os efeitos da exposicdo weekly-binge ao etanol em
parametros de estresse oxidativo, tais como, niveis de substincias
reativas ao Aacido tiobarbitirico (TBA-RS), oxidagdo de 2,7-
dicloflioresceina reduzido (DCFH) e atividade das enzimas
antioxidantes SOD e catalase em tecido cerebral de peixe-zebra;

- Avaliar os efeitos da exposicdo weekly-binge ao etanol na
expressdo génica de IL-1B, TNFa e IL-10 em tecido cerebral de peixes-
zebra;

- Determinar os efeitos da exposicdo weekly-binge ao etanol
sobre a atividade das enzimas ChAT e AChE em tecido cerebral de
peixes-zebra;

- Avaliar os efeitos da exposi¢do weekly-binge ao etanol sobre o
comportamento exploratorio de peixe-zebra.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

No presente trabalho foram utilizados peixes-zebra (Danio rerio)
adultos (com aproximadamente quatro meses de idade) de ambos os
sexos da linhagem heterogénea do fenotipo short-fin. Os animais foram
obtidos através do biotério do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e mantidos no Laboratério
de Sinalizagdo Neural e Psicofarmacologia, da Universidade do Extremo
Sul Catarinense. Os animais foram mantidos em aquarios de 20 litros
com agua declorada, salinizada e continuamente aerada, com o numero
de 30 animais por aquario. A temperatura da agua foi regulada em 28,5
+ 1 °C e os peixes foram mantidos em ciclo de claro-escuro de 14h/10h
controlado por fotoperiodo (luzes acesas as 7h; luzes apagadas as 21h),
sendo que as condigdes fisico-quimicas da dgua eram frequentemente
analisadas. Os peixes eram alimentados duas vezes por dia com
artémias. Todos os procedimentos com a utilizagdo de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
do Extremo Sul Catarinense sob o protocolo 034/2017-1 (anexo A).

3.2 GRUPOS

Os grupos foram formados a partir de uma selego aleatoria dos
animais. Neste trabalho utilizamos trés grupos expostos ao etanol, sendo
que a diferenca entre eles foi o tempo de intervalo entra a ultima
exposi¢do ao etanol e os ensaios realizados. Os grupos expostos etanol
serdo chamados de grupo weekly-binge, sendo eles: grupo weekly-binge
imediato (WB-I), grupo weekly-binge dois dias (WB-2), grupo weekly-
binge nove dias (WB-9). Determina-se como grupo controle, para todos
0s ensaios, os animais que ndo foram expostos ao etanol em momento
algum. Caracteriza-se o grupo WB-I os animais testados imediatamente
apos a ultima exposi¢do ao alcool, grupo WB-2 os animais testados dois
dias (48h) apos a ultima exposic¢do ao alcool e por fim o grupo WB-9 os
animais testados 9 dias apods a ultima exposi¢ao ao etanol. O numero de
animais utilizados variou para as analises bioquimicas e o teste
comportamental. Para as analises bioquimicas utilizou-se o niimero de
30 animais por cada grupo, formando um N de seis amostras composta
por um pool de cinco cérebros totais. Ja para o teste comportamental,
foram utilizados 12 animais por cada grupo testado.
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3.3 MODELO DE BINGE ALCOOLICO: WEEKLY-BINGE

Seguiu-se um protocolo adaptado de exposicdo excessiva e
intermitente de etanol, chamado de weekly-binge (Figura 3). Este
protocolo mimetiza o padrio de consumo binge alcoolico, conforme
proposto por Holcombe et al (2013). Nesse modelo, os animais foram
expostos ao etanol (1,4 % v/v) por 30 min, uma vez por semana por trés
semanas consecutivas. No periodo entre as exposi¢des ao etanol os
animais permaneceram no aquario habitat (sem etanol), sendo
transferidos para o aquario experimento nos dias 1, 7 e 14, conforme a
Figura 3.

Para obter as amostras para as analises bioquimicas os animais
foram anestesiados pela técnica de crioanestesia e posteriormente o
cérebro total foi extraido. Os animais do grupo WB-I foram
eutanasiados imediatamente apds o término da ultima exposi¢do ao
alcool, o grupo WB-2 apods 48 horas e WB-9 nove dias apds a ultima
exposicdo. Para as analises bioquimicas utilizou-se um grupo controle
sem exposi¢do ao alcool. Os mesmos grupos, conforme caracterizado
anteriormente foram analisados no teste comportamental. Para cada
grupo teste analisado, utilizou-se um grupo controle diario.

) *_ ), ‘ Q N . ¢

2= )
Aquirio habitat Aquario teste

(1,4% EtOH — 30min)
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dias (1)

WB- WB-2 WB-9'

Figura 3: Protocolo experimental weekly-binge (adaptado) em peixe-zebra
adulto (Holcombe et al., 2013). Os animais foram mantidos em seu respectivo
aquario habitat (sem etanol) antes do experimento. Nos dias 1, 7 € 14 os animais
foram transferidos para o aquario teste com etanol (1,4% v/v) durante 30
minutos. Apds a exposi¢do, os animais foram transferidos para um aquario
intermediario com 4agua, a fim de eliminar o etanol no animal e evitar
contaminagdo do aquéario habitat. Os grupos weekly-binge foram determinados
conforme o tempo entre de exposi¢do a ultima exposi¢do ao etanol € os ensaios,
sendo eles: grupo WB-I, testado imediatamente apds a terceira exposi¢ao; grupo
WB-2, testado 48h apds a tltima exposigdo e grupo WB-9 testado apds 9 dias
da ultima exposi¢o ao etanol. Fonte: elaborado pelo autor.
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3.4 ANALISES BIOQUIMICAS
3.4.1 Parametros de estresse oxidativo

3.4.1.1 Niveis de Substincias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBA-
RS)

Para determinagdo dos niveis de TBA-RS, os cérebros totais
foram homogeneizados em tampao PBS gelado (pH 7,4). Logo apds o
homogeneizado foi precipitado por meio de uma reagdo acida com acido
tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com sulfato de sédio adicionado
ao sobrenadante na propor¢do 1:1 (v/v). Apobs centrifugagdo, o
sobrenadante foi tratado com acido tiobarbiturico (TBA, Sigma-
Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporgdo de 1:1(v/v). A
mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, apés, resfriada
em agua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida através da
coloragdo rosea resultante foi medida em espectrofotometro a 532 nm.
Concomitantemente, foi feita uma curva de calibragdo com 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma
forma que as amostras. Os resultados foram expressos como nmol de
TBA-RS.mg de proteina™!' (Esterbauer e Cheeseman, 1990).

3.4.1.2 Oxidagao de DCFH

A producdo de espécies reativas em cérebro total de peixe-zebra
submetidos a exposi¢ao cronica ao etanol, foi determinada de acordo
com o método de LeBel et al. (1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-
diclorofluoresceina (DCF-DA). As aliquotas de amostras (80 pg de
proteina) previamente homogeneizadas, adicionou-se a forma diacetato
do DCF, a qual é permeavel a membrana celular, e essas aliquotas foram
incubadas durante 30 min a 37 °C. No meio intracelular, esterases
clivam o grupamento acetato do DCF-DA, gerando a forma reduzida
DCFH. As espécies reativas presentes no meio oxidam o DCFH,
produzindo o produto fluorescente 2’°,7’-diclofluoresceina (DCF). A
fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de 480
(excitacdo) e 535 nm (emissdo). A curva de calibragdo foi realizada
utilizando-se DCF padrdo (0-10 uM) e os resultados estdo expressos
como pmol de DCF.mg de proteina!.
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3.4.1.3 Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD em cérebro total foi determinada de acordo
com Bannister ¢ Calabrese (1987). Primeiramente, foram realizadas
leituras da auto-oxidagdo da adrenalina. Apoés, foram adicionados a
amostra catalase 10 mM, tampao glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e
ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade enzimatica foi
determinada pela inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente em 480 nm & temperatura ambiente. A
atividade da enzima foi expressa em U.mg de proteina! (unidade de
atividade da SOD por mg de proteina).

3.4.1.4 Atividade da Catalase (CAT)

Esta atividade enzimatica da catalase em cérebro total foi
determinada através do método de Aebi (1984). A amostra previamente
homogeneizada, foi adicionado Triton 0,1 % seguido de agitacdo. Esta
mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. Ao tampao fosfato
de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado H>O, 30% (v/v). Este meio
foi colocado em cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra um
branco corrido separadamente de tampdo fosfato. Apds adigdo da
amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia do H>O; a 240
nm, a temperatura ambiente, durante 180 segundos. Para o calculo,
utilizou-se o coeficiente de extingdo do H,O, de 43,6 mM'ecm!. Os
resultados da atividade enzimatica estio expressos em U.mg de proteina
! (unidade de atividade da catalase por mg de proteina).

3.4.2 Parametros neuroinflamatorios

3.4.2.1 Expressdo Génica (PCR Quantitativa em Tempo Real) para as
citocinas inflamatorias TNF-a, IL-1f ¢ IL-10

Para este protocolo, os cérebros coletados foram armazenados em
freezer -80 °C com a solucdo estabilizadora RNAlater® Solution
(Thermofisher Scientific®, EUA). O &cido ribonucleico (RNA) total foi
extraido utilizando-se o reagente RNeasy Mini Kit (Qiagen, EUA) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Dois microgramas de RNA
foram convertidos a cDNA utilizando High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life Technologies, EUA). A expressdo génica de
genes envolvidos na inflamagao foi avaliada utilizando sondas TagMan
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(Life Technologies, EUA) (Tabela 1). As diferencas na expressao génica
foram calculadas utilizando ef-1a como controle interno (Baldo et al.,
2011). Como grupo calibrador foi utilizado cérebro de animais do grupo
control (n = 6).

Tabela 1: ID das sondas TagMan (Life Technologies, USA) para os
genes analizados neste estudo.

Gene Symbol Assay ID
tnf-a dr03126848
il-1b dr03114368
i-10 dr03103209
ef-la dr03432748

3.4.3 Parametros de avaliacdo do sistema colinérgico
3.4.3.1 Atividade da ChAT

A atividade da enzima ChAT foi determinada conforme Chao e
Wolfgram (1973) em cérebro total. As amostras foram incubadas no
meio de reagdo contendo tampado fosfato de sodio 0,5 M (pH 7,2), 6,2
mM de acetil-CoA, 1 M de cloreto de colina, 0,76 mM de sulfato de
neostigmina 0,76 mM, 3 M de cloreto de sodio e 1,1 mM de acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA). Apo6s, foi adicionado 1 mM de
4,4’-ditiodipiridina (4-PDS) e a absorvancia foi lida a 324 nm por 20
minutos em um leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular
Devices® California, USA). A atividade foi medida pela formagdo do
conjugado 4-tiopiridona (4-TP), produto resultante da ligacdo do CoA
com o 4-PDS. Os resultados foram calculados utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar do 4-TP, 1,98 x 104 M-'cm’!, e estdo
expressos em nmol.min"!.mg de proteina’'. A proteina total foi avaliada
pelo método de Bradford (1976).
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3.4.3.2 Atividade da AChE

A analise da atividade da enzima AChE foi realizada em cérebro
total de acordo com o método descrito por Ellman et al (1961). A
mistura de rea¢do (volume final 2 mL) continha tampao fosfato de
potassio 150 mM (pH 7,5) e acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzo6ico)
(DTNB) 10 mM. Posteriormente a enzima (10 ug de proteina) foi pré-
incubada durante 3 minutos. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 8 mM
de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). Todas as amostras foram testadas
em duplicata e a atividade enzimatica foi expressa em pmol de
AcSCh.min-1.mg de proteina™’.

3.4.4 Dosagem de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais nas amostras foi realizada através do
método de Lowry et al. (1951), para realizagdo das andlises dos
parametros de estresse oxidativo, e o método de Bradford (1976) para as
demais analises. Como padrao foi utilizado albumina sérica bovina.

3.5 TESTE COMPORTAMENTAL
3.5.1 Animais

Os animais analisados no teste comportamental foram expostos
ao etanol pelo mesmo modelo de exposicao weekly-binge. Os grupos
foram compostos por 12 animais adultos, de ambos os sexos e
selecionados de forma aleatdria. A andlise comportamental ocorreu em
diferentes dias para cada grupo, sendo que para cada grupo weekly-binge
(exposto ao alcool) utilizou-se um controle didrio, sendo que no final do
experimento obtivemos quatro grupos controle.

3.5.2 Teste Novel tank

O teste comportamental Novel tank foi realizado durante o
mesmo periodo do dia para todos os grupos (entre as 9:00 e 16:00). A
cada dia um grupo tratado com etanol, conforme o modelo weekly-
binge, foi transferido para o aparato teste e teve sua atividade
comportamental gravada. Cada animal foi transferido de forma
cuidadosa para o aparato e testado individualmente. Da mesma forma
que no estudo de Rosemberg et al (2012), o aparato teste consistiu em
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um aquario de vidro trapezoidal (23,9 cm fundo, 28,9 cm topo e 15,1 cm
altura) preenchido com 1,5 mL de agua proveniente do respectivo
aquario habitat (Figura 4A). A fim de evitar movimentos que pudessem
perturbar o animal e também para melhorar a qualidade das gravagoes,
folhas de papel na cor amarela foram colocados ao redor do aquario em
uma distancia de 10 cm.

Virtualmente, trés arcas foram delimitadas de forma horizontal,
formando as zonas: fundo, meio e topo (Figura 4B), conforme
previamente determinado (Rosemberg et al.,, 2011). Uma camera foi
colocada na frente do aquario a uma distancia de 30 cm e uma lampada
foi ajustada acima do aquario a fim de melhorar o contraste entre animal
e o fundo do aquario. A camera foi conectada em um computador para
gravagdo dos videos e a atividade comportamental foi analisada
utilizando um software de videotracking apropriado (ANY-maze®,
Stoelting CO, USA). O tempo de gravagdo foi de 6 minutos para todos
os 12 animais que formaram cada um dos grupos weekly-binge ¢ os
controles. A cada trés animais testados, a 4gua presente no aquario teste
foi substituida, sendo que todos os peixes foram manipulados pela
mesma pessoa durante o teste comportamental.
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Figura 4: Figura representativa das dimensdes e zonas determinadas no
aparato utilizado no teste Novel tank. Dimensdes do aquario utilizado para o
teste comportamental. O aquario foi preenchico com 1.5L de agua proveniente
do respectivo aquario habitat de cada grupo (A). No sofiware utilizado para o
teste comportamental foi delimitado virtualmente trés zonas: topo, meio e fundo
(B). Fonte: Rosemberg et al (2011).
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3.5.3 Parametros analisados

O Novel tank tornou-se um modelo popular no estudo da
ansiedade em peixes-zebra (Stewart et al., 2012). Neste modelo, a
ansiedade ¢ caracterizada pela alteracdo do comportamento natural do
animal em explorar 0 novo ambiente e pardmetros locomotores sao
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empregados para analisar este comportamento. Para analisar alteracdo
comportamental utilizamos os seguintes parametros: distancia
percorrida, velocidade média e tempo de permanéncia na zona topo,
meio e fundo. Os pardmetros de locomocdo foram mensurados ao
término da gravacdo pelo software ANY-maze® (Stoelting CO, USA).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média. A andlise estatistica utilizada foi selecionada de acordo com o
desenho experimental utilizado e com o tipo de distribuig@o apresentado
pelo conjunto dos dados. Os dados foram distribuidos normalmente
(Shapiro-Wilk, p > 0,05) com varidncias iguais entre as amostras (teste
de igualdade de variancias, p > 0,05). Para comparagdo de trés ou mais
médias foi utilizada analise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguido
do teste Post Hoc de Tukey. Para a verificagdo da expressdo génica
através de PCR quantitativo em tempo real, as variaveis foram
analisadas através do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-
hoc de Dunn. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Todas as analises foram realizadas
utilizando-se o programa estatistico IBM SPSS Statistics (Armonk, New
York, EUA).
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4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

Ao avaliar a peroxidagdo lipidica em tecido cerebral de peixe-
zebra, foi observado que somente o grupo WB-I apresentou aumento
significativo nos niveis de TBA-RS em relagdo ao grupo controle
(»=0,0039). Os demais grupos WB-2 e WB-9 ndo apresentaram
diferengas significativas quando comparado com o grupo controle
(Figura 5).
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Figura 5: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e WB-9 sobre os
niveis de acido tiobarbitirico (TBA-RS) em cérebro total de peixe-zebra.
Os resultados representam média + desvio padrao de 6 diferentes experimentos,
cada um em duplicata. Os valores estio expressos em nmol.mg de proteina™'.
*p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de
post-hoc de Tukey).

Para a verificagdo da formagdo de espécies reativas no tecido
cerebral, foram quantificados os niveis de DCF (Figura 6). Os resultados
mostram que somente o grupo WB-I apresentou um aumento
significativo quando comparado ao controle (p=0,0289). Entretanto, os
grupos WB-2 e WB-9 ndo foram alterados significativamente.
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Figura 6: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-1, WB-2 e WB-9 sobre a
oxidacio DCFH em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam
média + desvio padrao de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os
valores estdo expressos em nmol.mg de proteina. *p<0,05 em comparagio ao
grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).

A avaliagdo das defesas antioxidantes foi caracterizada pela
analise das enzimas SOD e CAT (Figura 7). Primeiramente, ao analisar
atividade de SOD nenhum dos grupos apresentou diferenca estatistica
em relagdo ao controle (Figura 7A). Ao investigar alteragdes na
atividade da CAT, foi observada uma diminui¢do significativa da sua
atividade nos grupos WB-2 ¢ WB-9 em relagdo ao grupo controle
(»<0,0001) (Figura 7B).
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Figura 7: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e WB-9 sobre as
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) (A) e catalase (CAT)
(B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média =+
desvio padrdo de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores
das atividades enzimaticas estdo expressos em nmol.mg de proteina'. *p<0,05
em comparagdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de
Tukey).

4.2 PARAMETROS NEUROINFLAMATORIOS

Uma vez que parametros de estresse oxidativo foram alterados e
estes estdo diretamente relacionados com a ativagdo de eventos
inflamatorios, portanto avaliamos o efeito do weekly-binge no padrao de
expressdo para os genes relacionados as citocinas pro-inflamatdrias
TNF-a e IL-1p e anti-inflamatoria, IL-10 (Figura 8 A-C). Os resultados
mostraram que ndo houve alteragdo significativa entre os grupos
avaliados.
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Figura 8 A-C: Efeito do weekly-binge sobre a expressiao génica das citocinas
IL-18 (A), TNF-a (B) e IL-10 (C) em cérebro total de peixe-zebra. Os
resultados representam média + desvio padrdo de 6 diferentes experimentos,
cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em % de ef-lo. Nao houve
diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle (p<0,05; Teste de
Kruskal-Wallis seguido de teste post-hoc de Dunn).

4.3 SISTEMA COLINERGICO

Para compreender se fungdo dos neurdnios colinérgicos sdo
vulneraveis a exposi¢do de quantidade abusiva e intermitente de etanol
no peixe-zebra, duas importantes enzimas responsaveis tanto pela
sintese como pela degradacdo de ACh foram avaliadas (Figura 9). A
atividade da enzima ChAT foi verificada em cérebros de peixe-zebra
submetidos ao weekly-binge (Figura 9A). O grupo WB-I apresentou um
aumento significativo para a atividade da ChAT (p<0,0001). Entretanto,
ndo foi observada alteracdo significativa na atividade desta enzima
quando avaliados o grupo WB-2. Ja o grupo WB-9 apresentou uma
reducdo significativa da atividade da ChAT (p=0,0351) quando
comparados ao grupo controle. Uma vez observado que o weekly-binge
foi capaz de modular a atividade da enzima responsavel pela sintese de
ACh, o préoximo objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade de
outra enzima componente do sistema colinérgico, a AChE. Os grupos
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WB-2 ¢ WB-9 apresentaram reducdo da atividade (p=0,0081 para
ambos grupos) de AChE quando comparado ao controle (Figura 9B).
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Figura 9: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-1, WB-2 e WB-9 sobre a
atividade das enzimas colinacetiltransferase @ (ChAT) (A) e
acetilcolinesterase (AChE) (B) em cérebro total de peixe-zebra. Os
resultados representam média + desvio padrio de 6 diferentes experimentos,
cada um em duplicata. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos
em nmol 4-TP.min.mg de proteina! e pmol ACSCh/h/mg de proteina,
respectivamente. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle (ANOVA de uma
via seguida de post-hoc de Tukey).

4.4 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Considerando que respostas comportamentais estdo ligadas aos
sistemas neuroquimicos, o proximo passo foi avaliar se as alteragdes
encontradas no sistema colinérgico poderiam ter desencadeado
mudangas comportamentais. Para avaliar o perfil exploratério/locomotor
em peixe-zebra submetidos ao modelo weekly-binge foi utilizado teste
do Novel tank. Os parametros comportamentais avaliados neste teste
foram: a distdncia percorrida, a velocidade média e o tempo de
permanéncia em cada uma das zonas do aparato. Quando avaliado o
perfil locomotor dos animas através da distancia percorrida e velocidade
média, ndo foi possivel verificar alteragdes significativas entre os
diferentes grupos com o seu respectivo controle (Figura 10).
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Figura 10: Avaliacido do efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e
WB-9 sobre a distincia total percorrida (A) e velocidade média (B) no
aparato Novel tank. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle (ANOVA de
uma via seguida de post-hoc de Tukey).

O tempo de permanéncia dos animais em cada zona foi
mensurado durante 6 minutos, sendo que o resultado de cada grupo foi
comparado ao seu respectivo controle (Figura 11). Na zona topo,
somente o grupo WB-I apresentou aumento significativo (p<0,0001) no
tempo de permanéncia, sendo que o mesmo grupo apresentou
diminuigdo significativa (p<0,0001) no tempo de permanéncia na zona
fundo. O grupo WB-2 apresentou aumento significativo no tempo de
permanéncia na zona meio (p=0,0483) e diminui¢cdo significativa na
zona fundo (p=0,0321). O grupo WB-9 nd3o apresentou diferenca
significativa no tempo de permanéncia em nenhuma das zonas. A
alteragdo do perfil comportamental exploratério do peixe-zebra apds
diferentes tempos entre a ultima exposicdo ao etanol e a gravagao
podem ser visualizadas nas imagens que ilustram o tempo relativo de
permanéncia (Figura 12A) e o traco de nado (Figura 12B) em cada zona.
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Figura 11: Avaliacio do efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e
WB-9 sobre o tempo de permanéncia na zona topo (A), meio (B) e fundo
(C) no aparato Novel tank. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle
(ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey).
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Figura 12: Avaliacio do efeito do weekly-binge no tempo relativo de
permanéncia (A) e traco de nado (B) nos grupos controle WB-I, WB-2 e
WB-9. Conforme escala de coloragdo, a intensidade indica o tempo de
permanéncia (A) e os tragos indicam o perfil exploratério (B) em cada um dos
compartimentos avaliados. Os dados foram obtidos pelo software ANY-maze®,
Stoelting CO, USA.
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5 DISCUSSAO

O élcool ¢é capaz de causar danos ao organismo por uma série de
mecanismos, desde sua acdo toxica sobre as células dos sistemas bem
como respostas geradas a partir dos produtos de sua metabolizagdo. No
consumo excessivo o quadro se agrava e os danos podem assumir
grandes propor¢des, acarretando uma série de doengas e condigdes ao
individuo. O interesse em avaliar os efeitos do consumo de alcool no
padrdo binge alcoolico sobre o organismo vem aumentando, uma vez
que ¢ um comportamento de consumo expressivo na sociedade.
Considerando os mecanismos nocivos do etanol ao organismo o
presente estudo buscou avaliar os efeitos de um modelo experimental
que mimetiza o comportamento binge alcoolico em peixe-zebra e assim
obter respostas que podem direcionar o esclarecimento sobre o impacto
do etanol neste padrdo de consumo.

A avaliacdo e compressdo dos mecanismos do estresse oxidativo
induzido pelo alcool tem sido evidenciada no consumo agudo e cronico,
tanto em humanos como em modelos animais (Gerlai et al., 2000;
Dluglos e Rabin, 2003; Spence et al., 2008; Nogales et al., 2014).
Entretanto, ainda sd3o poucos os estudos que avaliaram os efeitos do
consumo intermitente de alcool sobre pardmetros oxidativos. Nesta
dissertagdo, foi avaliado parametros oxidativos a fim de identificar se
existe uma resposta oxidativa nas células do tecido cerebral de animais
expostos ao etanol pelo modelo weekly-binge. Para avaliar se houve
peroxidacdo lipidica, um mecanismo bem estabelecido no dano celular e
usado como um indicador de estresse oxidativo, utilizamos a técnica
dosagem de TAB-RS. Neste parametro, somente o grupo WB-I, que foi
analisado imediatamente ap6s a ultima exposigdo ao etanol, apresentou
um aumento significativo, enquanto os outros grupos ndo apresentaram
alteragdo. Estes achados permitem sugerir que o tempo apods a retirada
do weekly-binge foi capaz de gerar uma recuperagdo dos niveis deste
parametro. Na peroxidacdo lipidica, substancias oxidantes tais como as
EROs, reagem com as duplas ligagdes carbono-carbono dos acidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) presentes abundantemente na
membrana celular. No metabolismo do alcool, as EROs sdo produzidas
por diversas vias, deixando a membrana e os componentes celulares
suscetiveis ao dano oxidativo. No cérebro, o etanol pode ser
metabolizado pela a ADH, catalase ¢ enzimas do CYP450, mais
especificamente pela CYP2EI, que é amplamente distribuida no tecido e
sua ativag@o estd acompanhada pela geragdo de EROs. A expressao da
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CYP2E1 ¢ induzida pela presenga do etanol e conforme aumenta a
quantidade desse substrato, maior serd a atividade da enzima e do
metabolismo do etanol, consequentemente havendo o aumento na
geracdo de EROs. A CYP2E1 no metabolismo do etanol oxida NADPH
e utiliza oxigénio molecular, resultado na producdo de grandes
quantidades de H>O, e O2™. No grupo WB-I, a peroxidagdo lipidica
observada poderia estar atribuida pela exacerbada producdo de EROs
por parte do metabolismo do etanol no cérebro pela CYP2E1, ativada na
presenga de etanol cerebral. Em contraste, conforme aumentou o tempo
entre a ultima exposicdo e os periodos avaliados (WB-2 ¢ WB-9), os
niveis de TBA-RS retornaram similarmente aos do grupo controle. Este
resultado pode ser explicado pelo fato de que na auséncia do etanol, a
CYP2E1 poderia estar com sua atividade reduzida, sessando a producdo
de EROs e possivelmente interrompendo o processo de peroxidagdo
lipidica, que pode ser analisada pelos niveis de malondialdeido, um
subproduto natural da oxidagdo dos PUFAS, que é quantificado na
técnica de TBA-RS. De forma geral, podemos sugerir que o processo de
peroxidacdo lipidica que estava ocorrendo no momento de exposicio
imediata ao weekly-binge teve seu processo cessado apoés dois € nove
dias, o que pode estar relacionado a uma menor produgdo de EROs
proveniente do metabolismo do etanol nestes grupos.

Para confirmar se espécies reativas estavam sendo produzidas nos
grupos expostos ao weekly-binge realizamos a técnica de dosagem de
DCFH no sentido de complementar os achados frente a verificagdo dos
niveis de TBA-RS. Similarmente, somente o grupo WB-I apresentou
resultado significativo em relagdo ao controle, indicando um aumento da
produgdo de espécies reativas neste grupo. Este aumento pode ser
justificado pelo fato da enzima CPY2E!1 ser uma grande formadora de
espécies reativas, principalmente O~ e Hx0,. Com o aumento
significativo de TBA-RS e DCFH no grupo WB-I podemos sugerir os
efeitos pro-oxidantes do etanol sdo evidentes imediatamente apds a
inducdo do modelo de weekly-binge. Além disso, uma vez que o
processo de peroxidacdo lipidica e os niveis de espécies reativas foram
reduzidos apods dois e nove dias, isto nos permite sugerir que neste
periodo poderia estar ocorrendo uma atenuagdo dos efeitos do etanol no
tecido cerebral.

A vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo esta
diretamente relacionada com o potencial antioxidante das enzimas em
eliminar as EROs. As enzimas SOD e CAT sdo responsaveis pela
neutralizagdo dos produtos O e H»0,, respectivamente, quando
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formados em grande quantidade. Considerando a importincia deste
sistema, foram verificadas as atividades enzimaticas de SOD e CAT
apos o weekly-binge. No grupo WB-I a atividade de SOD e CAT nao
apresentou alteracdo. A atividade da SOD apresentou uma tendéncia
para a redugdo de sua atividade nos grupos WB-2 ¢ WB-9, enquanto que
a CAT apresentou diminuicdo significativa nestes grupos quando
comparado ao controle.

O possivel mecanismo para a diminui¢do da atividade da CAT
pode estar relacionado com a perda do sinergismo entre SOD e CAT,
contribuindo no processo oxidativo. Durante a metabolizagdo do etanol
uma das EROs produzidas é o O, que por sua vez devera ser
dismutado pela SOD formando H,O» (Palipoch ¢ Koohmin, 2015). No
presente trabalho ndo encontramos aumento na atividade da SOD, o que
pode estabelecer um aumento nocivo dos niveis celulares de O™, que
por sua vez pode suprimir a atividade catalitica da CAT. Kono e
Fridovich (1982) evidenciaram a inibigdo da catalase pelo O»", bem
como a reversao de sua inatividade na presenga de SOD, comprovando a
importancia da sinergia entre as duas enzimas ¢ do impacto que o Oy~
tem sobre a homeostasia celular. A ndo diminuicdo de CAT no grupo
WB-I pode ser explicado pelo fato dessa enzima também participar
diretamente no metabolismo do etanol no cérebro (Zakhari, 2006). A
diminui¢do tardia da CAT nos grupos WB-2 ¢ WB-9 pode estar
relacionada com um possivel aumento de acetaldeido nesses grupos, no
qual é formado na metaboliza¢do do etanol e que leva tempo até ser
metabolizado pela ADHL. O acetaldeido além de contribuir na formagao
de EROs na sua metabolizagdo, este produto & altamente reativo,
podendo reagir com as estruturas celulares e formar aductos, inativando
enzimas como a CAT (Tuma e Casey, 2003).

Resultados encontrados na literatura t€m demonstrado
diminuicdo na atividade das duas enzimas no cérebro em estudos com
peixe-zebra expostos ao etanol em modelo cronico (Miiller et al., 2017),
porém quando a mesma dose foi testada de forma aguda, a SOD
apresentou diminuicdo de atividade, enquanto CAT apresentou um
aumento (Rosemberg et al., 2010b). Um estudo com modelo cronico de
consumo de etanol em ratos demonstrou diminui¢do das atividades de
SOD e CAT no tecido cerebral em doses elevadas (Das et al., 2007). J&
um modelo de exposigdo cronica e intermitente em ratos demonstrou
diminui¢@o significativa da atividade de ambas enzimas em células
hepaticas (Chen et al., 2009). Os diferentes e conflitantes resultados
encontrados nas atividades de SOD e CAT frente a exposi¢ao ao etanol
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em diferentes estudos podem estar relacionados ao modelo utilizado,
quantidade e tempo de administracdo de etanol. Ainda sdo poucos os
estudos que buscaram avaliar a resposta oxidativa no consumo
intermitente de alcool, mais especificamente em peixe-zebra.

Além do efeito danoso direto sobre as células, a produgdo em
excesso de EROs por diversas vias no consumo do alcool podem causar
a neuroinflamac¢ao (Haroah et al, 2008), um processo caracterizado pela
ativacdo e expressdo de niveis ndo fisiologicos das células de defesa do
SNC, como microglia e astrocitos (Harry and Kraft, 2008). O efeito do
etanol sobre o sistema imune ja ¢ bem relatado, sendo que ¢ capaz de
induzir a inflamagdo por diversas mecanismos e em diversos 6rgaos,
como o cérebro. Um dos mecanismos de induc¢do da neuroinflamagéo no
consumo do etanol € pelo processo de endotoxemia periférica, onde a
liberag@o de citocinas na corrente sanguinea consequentemente atingem
0 SNC ao atravessar facilmente a barreira hematoencefalica. No cérebro,
as citocinas periféricas podem estimular células da glia a liberarem mais
citocinas, colaborando na instala¢do da neuroinflamagdo e suas
consequéncias (Crews et al., 2006). Considerando a importancia dos
efeitos inflamatoérios sobre o SNC no consumo do alcool, avaliamos
expressdo génica de citocinas no tecido cerebral em animais tratados no
modelo weekly-binge, sendo elas: citocinas pro-inflamatorias TNF-a e
IL-1pB e a interleucina anti-inflamatéria IL-10.

O modelo weekly-binge aplicado neste experimento ndo foi
capaz de alterar a expressdo génica das citocinas em nenhum dos grupos
quando comparados ao controle. Entretanto, este resultado ndo exclui
que um processo inflamatério pudesse estar acontecendo em outros
orgaos, uma vez que avaliamos a expressdo génica das citocinas apenas
no tecido cerebral. O alcool é capaz de alterar permeabilidade intestinal,
permitindo que produtos bacterianos pro-inflamatérios, como o
lipopolissacarideo (LPS), possam alcancar o figado e a corrente
sanguinea. As células de Kuppfer presentes no figado, reconhecem e se
ligam a LPS via receptores especificos, iniciando uma cascata pro-
inflamatodria ao ativar fatores de transcri¢do, que por sua vez ativam a
expressdo de varias citocinas pro-inflamatdrias que podem ser liberadas
na circulag@o. Citocinas periféricas ao atingir o cérebro podem induzir
as células residentes a produzir mais citocinas, podendo iniciar um
processo de neuroinflamagdo (Gonzalez-Reimers et al, 2014).
Considerando este mecanismo, podemos supor, ainda que citocinas
estivessem sendo produzidas em outros tecidos nos animais testados, o
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padrido de expressdo destas ndo foi modulado no tecido cerebral de
peixe-zebra.

Diferentes modelos de tratamento crénico em roedores
identificaram o aumento da expressdo de uma série de citocinas pro-
inflamatdrias no tecido cerebral, dentre elas o TNF-alfa e a IL-1B
(Afonso-Loeches et al, 2010; Ehrlich et al., 2012; Qin e Crew, 2012;
Zhao et al., 2013). Vallés et al (2004) evidenciaram, em um modelo de
tratamento cronico de etanol in vivo e in vitro, que o processo de morte
celular pode estar ligado com a neuroinflamacdo via aumento de
expressdo da citocina IL-1p encontrado em ambos ensaios. Entretanto,
em outro estudo cronico, o modelo utilizado ndo encontrou alteragéo
significativa de TNF-o em cérebro de camundongos (Kane et al, 2013).
Qin et al (2008), demonstraram em seu estudo que camundongos
tratados com etanol em um modelo exposi¢do intermitente apresentaram
aumento da expressdo génica de TNF-a no cérebro, sem alteragdes para
IL-1B e IL-10. J4 ao avaliar as mesmas citocinas em animais exposto a
uma Unica dose de alcool, nenhum dos pardmetros sofreram alteragdes
significativas. O estudo de processos inflamatorios em peixe-zebra ¢
possivel uma vez que este organismo apresenta 0s mesmos mecanismos
basicos envolvidos em de doengas inflamatorias em humanos, tornando-
se um modelo emergente para os estudos da inflamagdo (Forn-Cuni et
al., 2017).

Diferentes resultados de marcadores inflamatorios avaliados em
modelos de exposicdo ao etanol sugerem que uma complexa rede de
mecanismo pode estar envolvida na ativagcdo do sistema neuroimune,
dentre elas o sinergismo entre sistema de neurotransmissao e sistema
neuroimune (Crews et al.,, 2006). Estudos tem evidenciado a
importancia do sinergismo entre o sistema inflamatorio e o sistema
colinérgico, principalmente sobre as células inflamatérias no SNC. A
desregulacdo de componentes colinérgicos pode contribuir para
propagacdo de mecanismos inflamatorios, enquanto a desregulagdo do
sistema inflamatério pode levar a perda de neurénios colinérgicos pelo
processo de neuroinflamagao (Shytle et al., 2004; Egea et al., 2015).

Considerando mecanismo de danos ao organismo no consumo
excessivo de alcool e as respostas que estes podem levar aos sistemas de
neurotransmissao no cérebro, buscamos avaliar mais especificamente os
efeitos do etanol sobre o sistema colinérgico em cérebros de peixes-
zebra submetidos ao weekly-binge. Ao avaliar a atividade de ChAT, o
grupo WB-I apresentou um aumento significativo da atividade
enzimatica, podendo sugerir um aumento da produgdo de ACh. Ja no
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grupo WB-9, avaliado nove dias ap6s o weekly-binge, percebeu-se uma
diminui¢@o significativa desta mesma enzima, sugerindo uma menor
producdo de ACh pelos neurdnios colinérgicos. A alteracao da atividade
de ChAT pode consequentemente alterar a oferta de ACh na fenda
sinaptica e interferir na atividade AChE, enzima responsavel por
degradar este neurotransmissor. Conforme os resultados encontrados na
atividade da ChAT, buscamos avaliar se atividade da AChE foi alterada
no weekly-binge, onde encontramos uma diminuigdo significativa da
atividade desta enzima nos grupos WB-2 e WB-9. Esta diminuigdo
tardia da atividade de ChAT no grupo WB-9 ¢ da AChE nos grupos
WB-2 ¢ WB-9 podem estar relacionadas com mecanismos pos
metabolizagdo do etanol, uma vez que nesses intervalos de tempo as vias
de metabolizacdo ja o teriam oxidado. Dentre os mecanismos que
podem estar relacionados com as alteragdes no sistema colinérgico seria
o dano oxidativo. Os resultados encontrados na técnica de TBA-RS e
DCFH nos permite sugerir que a peroxidacgdo lipidica estava ocorrendo
no grupo WB-I, sendo que os mesmos resultados podem explicar a
diminuigdo da atividade enzimatica encontrada nos grupos WB-2 ¢ WB-
9. Uma vez que evidéncias demonstram que a peroxidagdo lipidica
esteja ocorrendo no momento imediato apds a exposicdo ao etanol,
sugere-se que as células do cérebro podem estar suscetiveis ao dano
frente a ativagdo de vias apoptéticas, inclusive os neurénios
colinérgicos. A diminuicdo tardia de ChAT e AChE apds ultima
exposi¢do ao etanol encontrada nos grupos WB-2 ¢ WB-9 podem ser
uma resposta da morte de neurdénios do sistema colinérgico. Porém,
futuras analises tais como imunomarcagdo dos neuronios colinérgicos
poderiam melhor elucidar esta hipotese.

A reducdo da atividade de ChAT e AChE, bem como os niveis de
ACh foi correlacionada pela perda neurdnios colinérgicos em estudos
com roedores tratados cronicamente com etanol (Arendt et al, 1988;
Miller e Rieck, 1993). Entretanto, Fernandes et al (2002) ao reproduzir
um modelo similar de exposi¢do ao etanol, ndo encontraram diminui¢do
de neuronios colinérgicos. Um modelo de exposicao binge alcéolico em
roedores encontrou diminui¢ao da expressdo de genes responsaveis pela
enzima ChAT bem como os genes responsaveis pelos receptores
muscarinicos e nicotinicos (Coleman et al., 2011). O aumento da
atividade de AChE foi encontrado em peixes-zebra tratados de forma
aguda, entretanto ao avaliar os niveis de AChE mRNA, uma diminuigao
da expressdo génica foi encontrada. Estes resultados sugerem que o
aumento da atividade de AChE nio estd diretamente relacionada com a
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expressdo génica, onde outros mecanismos podem estar envolvidos
modulagdo do sistema colinérgico na exposi¢do ao etanol (Rico et al.,
2007). A inibicdo das enzimas ChAT e AChE observadas nos grupos
WB-2 e WB-9, também pode estar relacionada com a possivel
toxicidade induzida pelo acetaldeido e o acetato formado a partir do
metabolismo do etanol. Os diferentes resultados encontrados para os
marcadores do sistema colinérgico apods diferentes modelos de
exposicdo ao etanol demonstram que existe uma complexidade nos
mecanismos envolvidos entre os efeitos do etanol sobre os sistemas de
neurotransmissdo. Os danos do etanol sobre o sistema colinérgico sdo
importantes, uma vez que esta via ¢ responsavel por modular fungdes
cognitivas e comportamentais ao organismo.

Considerando a importincia desse sistema, foi avaliado o
comportamento de peixes-zebras submetidos ao weekly-binge. A analise
do comportamento locomotor ¢ exploratorio do peixe-zebra frente o
efeito do etanol ja é estabelecido como um método para avaliagdo do
comportamento ansioso, sendo que o Novel tank ¢ o teste mais
comumente utilizado. Nesta dissertagdo, foi avaliado se o weekly-binge
seria capaz de alterar o comportamento dos animais em diferentes
periodos de tempo apdés a ultima exposi¢do ao etanol. Diferentes
parametros permitem avaliar o comportamento ansioso neste tipo de
ensaio, como distancia média de nado, velocidade média e tempo de
preferéncia em determinadas regides do aquario. Ao analisar a distancia
média de nado e da velocidade média, ndo encontramos alteragoes
significativas em relacdo aos controles. Estes resultados eliminam o
possivel prejuizo do etanol sobre o sistema locomotor, o que poderia
comprometer os resultados do pardmetro tempo de permanéncia nas
zonas. Na analise do tempo de permanéncia, o grupo WB-I apresentou
preferéncia significativa em permanecer no topo do aquario, sendo que
este comportamento esta associado a um comportamento menos ansioso.
Quando os animais foram testados 48h apos a terceira exposi¢do ao
etanol, a predisposicdo dos animais em permanecer no topo diminuiu,
apresentando preferéncia significativa em manter-se na zona do meio. Ja
o grupo WB-9, testado apds 9 dias da terceira exposi¢do ao etanol, nao
apresentou diferenca significativa ao seu controle correspondente. Estes
resultados sugerem que o etanol promove uma resposta ansiolitica por
um certo periodo (WB-I ¢ WB-2), mas conforme o tempo aumenta apos
a ultima exposicdo (WB-9), os animais tentem a apresentar 0 mesmo
comportamento do seu controle. No presente trabalho o grupo WB-I
demonstrou maior preferéncia em permanecer no topo do aquario,



68

caracterizando um comportamento menos ansioso. O efeito ansiolitico
do etanol se deve a suas propriedades em atuar em diferentes sistemas
de neurotransmissdo, como a via colinérgica (De Witte, 2004).
Conforme os resultados obtidos nos parametros do sistema colinérgico,
0 mesmo grupo apresentou um aumento da atividade de ChAT, o que
nos permite sugerir que os niveis de ACh estivessem aumentados na
fenda sindptica neste momento. J& € descrito na literatura que receptores
colinérgicos, mais especificamente os nAChR, podem modular a
ansiedade ao serem estimulados por seus agonistas, como acetilcolina e
nicotina (Picciott et al., 2002). Este mecanismo poderia explicar o efeito
ansiolitico do etanol no grupo WB-I, uma vez que com a atividade
aumentada de ChAT os niveis extracelulares de ACh poderiam estar
elevados, causando uma estimulagdo em excesso dos nAChR. Portanto,
estes achados permitem sugerir que no peixe-zebra a participagdo do
sistema  colinérgico poderia estar envolvida nos eventos
comportamentais observados apds o weekly-binge.



69

6 CONCLUSAO

Diante os resultados obtidos, conclui-se que o modelo de
exposicao intermitente de etanol weekly-binge foi capaz de promover
estresse oxidativo ao aumentar a produgdo de espécies reativas bem
como diminuir a atividade das enzimas antioxidantes, contribuindo para
o aumento da peroxidagdo lipidica. O sistema colinérgico demonstrou
ser sensivel ao weekly-binge ao ter alteragdes nas atividades das enzimas
ChAT e AChE, sendo que essas alteragdes podem ser consequéncia de
um dano oxidativo. Através dos resultados do teste Novel tank podemos
concluir que o weekly-binge foi capaz de alterar o comportamento
exploratorio dos animais, podendo estar relacionado com a disfung@o da
via colinérgica. Os achados neste estudo evidenciam a importancia dos
efeitos nocivos do etanol sobre o cérebro no modelo que mimetiza o
comportamento de consumo binge alcodlico em peixe-zebra,
fomentando a importancia da compressdo dos mecanismos envolvidos
nos danos que o alcool pode causar no organismo quando consumido no
padrao binge.
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ANEXO A - Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais.

u Universidade do Extremo Sul Catarinense ALEUA ]
unesc Comisséo de Etica no Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo da neurotransmissao colinérgica e parametros
inflamatérios em cérebro de peixe-zebra submetidos ao modelo de binge alcoédlico”, registrada
com o protocolo n° 034/2017-1, sob a responsabilidade de Eduardo Pacheco Rico, junto a equipe:
Karine Medeiros Vieira, Helena Cristina Zuehl Dal Toé, Samira Leila Baldin, Marcel Marcos
Machedo, Naithan Ludian Fernandes Costa - que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagéo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), 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, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagcéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissé&o de Etica
no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunigo de
18/04/2017.

Finalidade ( )Ensino (X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | 19/04/2017 a 02/03/2018
Espécie/linhagem/raga Peixe wild-type

N° de animais 760

|dade/Peso 0-4 meses / 0,350g
Género Masculino e Feminino
Origem Biotério UFRGS

The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned by the resolution number
02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.794/08, has analyzed the
following Project:

Project title: “Evaluation of cholinergic neurotransmission and brain inflammation of zebrafish
submitted to the model of alcoholic binge”

Protocol number: 034/2017-1

Principal Investigator: Eduardo Pacheco Rico

Researchers: Karine Medeiros Vieira, Helena Cristina Zuehl Dal Toé, Samira Leila Baldin,
Marcel Marcos Machedo, Naithan Ludian Fernandes Costa.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
version of this project must be previously submitted to the Committee for further analyzes. May you
have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua or by e-mail:
ceua@unesc.net.

Criciuma, 18 de abril de 2017.
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