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RESUMO 
 

 O álcool é capaz de causar uma série de danos em tecidos e órgãos, 
destacando os seus efeitos nocivos ao cérebro ao modular uma série de 
mecanismos e vias, como alterações nos sistemas de neurotransmissão, 
ativação de vias pró-oxidantes e indução do sistema pró-inflamatório. 
Dentre os padrões de consumo de bebidas alcóolicas, um padrão se 
destaca, o binge alcóolico. Esse comportamento de consumo é 
caracterizado pela ingestão de altas doses de álcool em um único 
episódio, seguido de um período sem a ingestão de bebidas alcóolicas. 
Por ser um comportamento de consumo pouco estudado, a compressão 
dos efeitos do etanol sobre o cérebro nesse padrão de consumo é de 
grande importância. Neste contexto, o propósito do presente estudo foi 
avaliar os efeitos de um modelo que mimetiza o comportamento de 
consumo binge alcoólico (weekly-binge) sobre a sinalização colinérgica, 
resposta oxidativa e inflamatória em cérebro de peixe-zebra. Também 
avaliamos alterações comportamentais locomotoras e exploratórias nos 
animais submetidos ao mesmo modelo de exposição. O modelo 
consistiu em três exposições ao etanol (1,4%v/v) por 30 minutos. Os 
grupos foram divididos conforme o tempo de análise após a terceira e 
última exposição ao etanol, sendo eles: WB-I (analisado imediatamente 
após a última exposição), WB-2 (após 2 dias) e WB-9 (após 9 dias). 
Parte dos animais de cada grupo sofreu eutanásia e tiveram o cérebro 
total dissecado para as análises bioquímicas, sendo que o restante foi 
utilizado no teste comportamental. Para verificação de estresse 
oxidativo, foram avaliados os níveis de espécies reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS), a oxidação de diclorofluoresceína (DCFH) e a 
atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). 
Parâmetros relacionados a eventos inflamatórios foram avaliados através 
da análise da expressão dos genes relacionados às citocinas IL-1β, IL-10 
e TNF-α. Do sistema colinérgico, foram avaliadas as atividades das 
enzimas colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE). 
Na análise comportamental, utilizou-se o teste Novel tank. Ao analisar 
os parâmetros de estresse oxidativo foi verificado aumento nos níveis de 
TBA-RS e aumento da oxidação de DCFH apenas no grupo WB-I. 
Sobre as enzimas antioxidantes, alterações foram observadas nos grupos 
WB-2 e WB-9, caracterizado pela diminuição de CAT nesses grupos. O 
weekly-binge não foi capaz de promover alterações da expressão gênica 
para IL-1β, IL-10 e TNF-α. Sobre o sistema colinérgico, o modelo de 
exposição foi capaz de aumentar a atividade de ChAT no grupo WB-I  
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enquanto no grupo WB-9 uma diminuição de atividade foi percebida. A 
atividade de AChE apresentou diminuição nos grupos WB-2 e WB-9. 
No teste comportamental Novel tank, o weekly-binge foi capaz de 
promover um efeito ansiolítico no grupo WB-I e WB-2 ao alterar o 
comportamento exploratório dos animais. Diante os resultados obtidos 
nos parâmetros do estresse oxidativo e sistema colinérgico, podemos 
sugerir que vias pró-oxidantes podem alterar a transmissão colinérgica, 
bem como a alteração comportamental pode ser uma resposta da 
alteração nesse sistema de neurotransmissão. Estes resultados 
contribuem para uma melhor compreensão dos mecanismos patológicos 
envolvidos no consumo intermitente do etanol. 
 
Palavras-chave: Etanol; Beber em Binge; Estresse oxidativo; Colina 
acetiltransferase; Acetilcolinesterase; Comportamento. 
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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-1β, IL-10 and TNF-α. 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-1β, IL-
10 and TNF-α. On the cholinergic system, the exposure model could 
increase the ChAT activity in the WB-I group while in the WB-9 group  
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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 INTRODUÇÃO 
 

1.1 EFEITOS DO ÁLCOOL NO ORGANISMO 
 

O álcool é uma substância psicoativa amplamente utilizada e seu 
consumo em excesso está relacionado com uma série de efeitos nocivos 
à saúde, destacando sua capacidade em promover alterações 
bioquímicas e fisiológicas no sistema nervoso central (SNC) acarretando 
em mudanças comportamentais e nas funções cognitivas (Esel, 2006). O 
consumo excessivo de álcool é considerado um problema de saúde 
pública de ordem mundial, classificado entre os cinco principais fatores 
de risco para doenças, incapacidades e mortalidade. Segundo a 
Organização Mundial de Saúde (2014), em 2012, 3,3 milhões de mortes 
tiveram como causa atribuída o consumo de álcool, correspondendo a 
5,9 % de todas as mortes naquele ano. O consumo de álcool está listado 
como fator de patogenia para mais de 200 tipos de condições e doenças 
na Classificação Internacional de Doenças (CID-10), destacando as 
doenças gastrointestinais e as doenças cardiovasculares (WHO, 2014). 
Quando consumido em excesso, o álcool está associado com muitas 
condições neuropsiquiátricas, como depressão, ansiedade, convulsões e 
dependência. O álcool ainda é apontado como um agente carcinogênico 
para uma série de tipos de cânceres (Shield et al., 2013). As 
consequências do consumo em excesso não se limitam apenas a quem 
está consumindo e a sua saúde. Além das consequências individuais, 
como danos fisiológicos, psicológicos e comportamentais, o consumo de 
álcool também pode ocasionar prejuízo a outras pessoas que não bebem, 
acarretando consequências para a sociedade, tais como acidentes de 
trânsito, violência e custos aos serviços de saúde (Rehm, 2011). 
 
1.2 METABOLISMO DO ETANOL 
 

A maior parte da absorção do álcool ocorre no trato 
gastrointestinal, ocorrendo por difusão passiva sem que haja um sistema 
de transporte. Devido suas características hidrofílica e lipofílica, o 
álcool é capaz de se difundir facilmente pelas membranas das células e 
pela barreira hematoencefálica, distribuindo-se de forma rápida pelos 
órgãos e tecidos através da corrente sanguínea. O cérebro e os pulmões 
por serem órgãos altamente vascularizados recebem doses iniciais de 
álcool mais rapidamente (Mullen, 1977). 
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 Logo após o início da absorção do etanol no estômago e no 
intestino, vias de metabolização são responsáveis pela degradação do 
etanol produzindo seu principal metabólito, o acetaldeído. Cerca de 90 
% do álcool consumido é oxidado pelo fígado, o que confere esta como 
a principal via de metabolização. Por assumir grande parte da oxidação 
do álcool, o fígado é o órgão que está mais suscetível aos efeitos tóxicos 
do consumo de bebidas alcoólicas (Maher, 1997). Além disso, a 
velocidade de oxidação do álcool e da sua eliminação é dependente de 
diversos fatores, dentre as quais a quantidade de álcool ingerido bem 
como a ativação das vias responsáveis pela sua degradação (Zakhari, 
2006). 

As vias oxidativas são catalisadas pelas enzimas álcool 
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 metabolização do álcool (Figura 
1). A ADH, principal enzima no processo de metabolização oxidativa do 
etanol e presente predominantemente nas células hepáticas, inicia o 
processo de metabolização no citosol das células formando o 
acetaldeído. Assim como a ADH, o sistema microssomal de oxidação do 
etanol (MEOS) composto por isoenzimas do CYP450 presentes nas 
células hepáticas e de outros tecidos, como o cérebro, metabolizam o 
etanol em acetaldeído (Zimatkin et al., 2006). A ADH metaboliza o 
álcool reduzindo a coenzima nicotinamida adenina dinucleotídeo 
(NAD+) em NADH e o CYP450 oxida a nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato (NADPH) em NADP+ (Riveros-Rosas et al., 1997). 
Outra via de oxidação do álcool é realizada pela catalase, enzima que 
está presente nos peroxissomas. Esta via é considerada como a menor 
via de metabolização do álcool e assim como nos outros processos de 
oxidação, ocorre a formação de acetaldeído. Este aldeído em 
determinadas concentrações apresenta importante papel na indução de 
toxicidade, sendo responsável por uma série de efeitos deletérios aos 
sistemas biológicos, dentre os quais o aumento da formação de espécies 
reativas de oxigênio, capacidade de formação de aductos com estruturas 
celulares, bem como ocasionar o desequilíbrio do potencial redox das 
células (Albano et al., 1988; Lovinger et al., 1989; Pushpakiran et al., 
2005). 

Uma vez formado, o acetaldeído é rapidamente metabolizado em 
acetato pela família de isoenzima acetaldeído desidrogenase (ADHL; 
EC 1.2.1.3). Este processo ocorre dentro das mitocôndrias, onde o 
acetaldeído é oxidado em acetato com o auxílio do cofator NAD+, 
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gerando também como outro produto final o NADH. Grande parte do 
acetato formado segue para corrente sanguínea e é oxidado em dióxido 
de carbono ou metabolizado em Acetil-CoA (Israel et al., 1994). 

 

 
Figura 1: Representação do metabolismo hepático e cerebral do etanol. No 
hepatócito, o etanol é oxidado a acetaldeído por três vias metabólicas: pela via 
da enzima álcool desidrogenase (ADH) no citosol, utilizando o cofator 
nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) que é reduzido a NADH; pela via 
enzima catalase nos peroxissomos, onde o etanol doa elétrons reduzindo o 
peróxido de hidrogênio (H2O2) em água (H2O); e pela via sistema microssomal 
de oxidação do etanol (MEOS) no retículo endoplasmático liso, através do 
citocromo P450 (isoforma CYP2E1) e seu cofator fosfato de dinucleotídeo de 
nicotinamida adenina (NADPH). Posteriormente, o acetaldeído é oxidado a 
acetato pela enzima aldeído desidrogenase (ALDH) presente na mitocôndria. A 
metabolização do etanol nos neurônios é semelhante a que ocorre nos 
hepatócitos, porém, as principais vias são as da catalase e CYP2E1. Fonte: 
Berteli, 2017. 
 
1.3 PADRÕES DE CONSUMO: BINGE ALCOÓLICO  
 

O álcool é capaz de causar diferentes efeitos sobre o SNC, 
podendo atuar como um agente excitatório ou depressor conforme a via 
de neurotransmissão afetada. Sentimentos como felicidade, euforia, 
relaxamento, atenuação do estresse e ansiedade são algumas das 
alterações comportamentais resultantes do seu consumo (Gilman et al, 
2008). Além disso, acredita-se que o álcool ative os centros de prazer e 
recompensa no cérebro ao desencadear a liberação de 
neurotransmissores como a dopamina e serotonina (Charlet et al., 2013). 
Os efeitos e os danos do consumo de álcool estão relacionados com os 
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padrões de consumo, que variam conforme a quantidade ingerida, o 
número de episódios e o período de tempo de ingestão (Paton, 2005).  

Os padrões de consumo de bebidas alcóolicas são definidos 
conforme os diferentes comportamentos de consumo, sendo que na 
ingesta abusiva de álcool um padrão se destaca, o binge alcóolico (do 
inglês, binge drinking) (Courtney e Polich, 2009). Este padrão foi 
inicialmente definido por episódios de consumo excessivo de álcool 
seguidos por período de abstinência (Tomsovic, 1974). Mais 
recentemente foi definido como binge alcóolico o padrão de consumo de 
bebidas alcóolicas que leva a concentração de álcool no sangue em 0,8 
g/dL ou mais, um nível facilmente atingido quando ingerido cinco doses 
ou mais de bebidas alcoólicas por homens e quatro doses ou mais por 
mulheres, em um período de duas horas (NIAAA, 2004A; Courtney e 
Polich, 2009). Neste padrão de consumo uma série de danos à saúde 
com diminuição na qualidade de vida são desencadeados, tais como 
hipertensão, danos ao fígado e meningite (Wen et al., 2012). O binge 
alcoólico também pode ocasionar alterações neurológicas, como 
alterações comportamentais e comprometimento das funções cognitivas 
(Ward et al., 2009a). Além dos danos à saúde, o binge alcóolico acarreta 
em uma série de custos sociais negativos, incluindo violência 
interpessoal, direção perigosa por embriaguez e perda de produtividade 
econômica (NIAAA, 2000).  

O binge alcoólico também tem sido associado a problemas 
relacionados a dependência ao álcool, 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 dá pelo fato do 
cérebro ainda estar em desenvolvimento e ser mais sensível aos efeitos 
do álcool, especialmente a região do córtex pré-frontal (CPF) (Petersen 
et al., 1996; Spear, 2002). A alta quantidade de álcool ingerida durante 
os episódios de binge alcoólico pode exercer efeitos tóxicos causando 
danos no CPF e hipocampo, que são áreas responsáveis por processos 
neurocognitivos, como aprendizado, memória, habilidades verbais e 
espaciais. Os danos causados ao SNC podem ser imediatos ou a longo 
prazo, podendo contribuir para o ciclo e propagação de outros episódios 
de binge alcoólico (NIAAA, 2006; Wood, 2010). Embora o 
comportamento de binge alcoólico seja um padrão de consumo mais 
encontrado em adolescentes e capaz de gerar danos importantes a estes, 
este padrão de consumo também é encontrado na população adulta 
gerando danos que não são menos importantes daqueles vistos em 
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populações jovens (Viner e Taylor, 2007; Centers for Disease Control 
and Prevention, 2010). 

Para o entendimento dos mecanismos relacionados aos danos 
induzidos pelo binge alcoólico, estudos vêm utilizando protocolos 
experimentais capazes de mimetizar em modelos animais este padrão de 
consumo. Os estudos com roedores têm demonstrado que o binge 
alcoólico prejudica a extinção de respostas ao medo através de 
mudanças morfológicas nos neurônios piramidais do córtex pré-frontal 
medial (Holmes et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que o binge 
alcoólico pode comprometer a plasticidade sináptica nas áreas pré-
frontais do encéfalo (Kroener et al., 2012) e promove alterações nos 
níveis de proteínas sinápticas e mielina, além de disfunções cognitivas a 
longo prazo (Montesinos et al., 2015). Diferentes sistemas de 
neurotransmissão podem sofrer disfunção no consumo intermitente de 
doses elevadas de etanol, tais como os sistemas glutamatérgico, 
GABAérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e também sobre sistema 
opióide. As disfunções nesses sistemas podem causar alterações 
comportamentais e neurofisiológicas (Ward et al., 2009a). 
 
1.4 ÁLCOOL E ESTRESSE OXIDATIVO 
 

Espécies reativas são produtos naturais gerados por muitas 
reações e em múltiplas regiões da célula. Por possuírem uma alta 
reatividade com outras moléculas, as espécies reativas podem interagir 
com inúmeras macromoléculas e causar danos nas estruturas celulares 
(Birben et al., 2012). Dentre as espécies reativas produzidas, destacam-
se as espécies reativas de oxigênio (EROs). O desequilíbrio entre a 
produção 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 exógenas, como radiação, cigarro e álcool podem 
estabelecer uma produção em excesso de EROs e causar danos ao 
organismo. O álcool pode induzir a produção de EROs por uma série de 
mecanismos, principalmente como produto proveniente do seu 
metabolismo (Zakhari, 2006; Das e Vasudevan, 2007). A metabolização 
do etanol pelas enzimas ADH, CYP450 e CAT são vias produtoras de 
grandes quantidades de EROs, principalmente do radical superóxido 
(O2•-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Wu et al., 2006). No 
consumo de álcool a alteração da razão entre NADH/NAD+ na célula 
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hepática demonstra ser o principal mecanismo de produção das EROs. O 
NADH produzido em excesso no citosol é transportado para 
mitocôndria, aumentando a oferta energética e consequentemente a 
produção de EROs pelo complexo respiratório mitocondrial. Além das 
vias de metabolização do etanol, o processo de metabolização do 
acetaldeído pela ADHL também produz relevantes quantidades EROs 
(Haroah et al, 2008). A produção em excesso de EROs provenientes de 
ambas as vias citadas podem ocasionar uma série de danos celulares, 
como a peroxidação lipídica, danos as proteínas e DNA, alteração da 
função mitocondrial, ativação da expressão e produção de citocinas e 
consequentemente a ativação de vias pró-apoptóticas (Hoek e Pastorino, 
2002; Koch et al., 2004; García-Suástegui et al., 2017).  

Os danos causados pelo estresse oxidativo estabelecido no 
consumo de álcool não se limitam apenas ao fígado. Assim como as 
células hepáticas, os neurônios possuem a ADH e enzimas do CYP450, 
entretanto em níveis menores que o fígado. Das enzimas do CPY450, a 
CYP2E1 (EC 1.14.13.n7) é a enzima que está diretamente envolvida no 
metabolismo do etanol no SNC (Zimatkin et al., 2006). Como no 
metabolismo hepático do etanol, células do SNC tornam-se vulneráveis 
aos danos do estresse oxidativo uma vez que os neurônios também são 
capazes de metabolizar o etanol e consequentemente formar EROs. 
Haorah et al (2008), demonstraram que as enzimas ADH e CYP2E1 são 
expressas em neurônios humanos e o etanol é capaz de causar dano 
oxidativo as mesmas células ao produzir EROs. A exacerbação da 
produção de EROs é capaz de estabelecer o estresse oxidativo no SNC, 
deixando as células suscetíveis a danos, como a peroxidação lipídica e 
aos efeitos da ativação de vias inflamatórias. O processo 
neuroinflamatório pode ser iniciado e danos aos neurônios podem levar 
à neurodegeneração, o que pode estar associado aos mecanismos de 
desordens neurológicas causadas pelo consumo do álcool. 
 
1.5 ÁLCOOL E NEUROINFLAMAÇÃO 
 

Os efeitos nocivos do etanol sobre o SNC estão relacionados com 
uma série complexa de mecanismos, onde vias de neurotransmissão 
podem ser moduladas pelo aumento dos níveis de citocinas pró-
inflamatórias e pelo aumento da produção de espécies reativas (Koob e 
Volkow, 2010; Cui et al., 2014). Estes mecanismos podem contribuir 
para morte neuronal e iniciar um processo de neurodegeneração, como 
já descrito na literatura (Oberbier et al., 2002; Kelso et al., 2011). 
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O dano ao cérebro ocasionado no consumo de álcool se deve em 
parte pela exposição ao próprio etanol bem como aos bioprodutos 
formados na sua metabolização, como o acetaldeído, acetato e espécies 
reativas. Outro mecanismo apontado como causa no dano cerebral pelo 
álcool, é a ativação de vias inflamatórias periféricas e amplificação da 
resposta inflamatória nas células do SNC (González-Reimers et al., 
2014). Devido ao aumento da permeabilidade intestinal que ocorre no 
consumo de álcool, endotoxinas presentes no intestino seguem para o 
fígado pelo sistema porta e estimulam a produção de fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) pelas células hepáticas. O TNF-α e outras 
citocinas pró-inflamatórias são liberadas na corrente sanguínea e podem 
de gerar uma resposta inflamatória em órgãos distantes, como o cérebro. 
A presença dessas citocinas no cérebro podem amplificar a resposta 
inflamatória ao induzir fatores transcrição pró-inflamatórios e 
consequentemente aumentar a produção local de citocinas (Vetreno et 
al, 2014). As citocinas ao chegarem no cérebro são 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 neuroinflamatórios que poderão desempenhar 
efeitos de neuroproteção ou neurotóxico (Czirr e Wyss-Coray, 2012). 

Dentre os mediadores inflamatórios liberados pela microglia 
estão as citocinas, quimiocinas, proteínas do complemento, EROs e 
oxido nítrico (Hanisch e Kattenmann, 2007).  No estágio inicial da 
resposta imune inata, o TNF-α e da interleucina IL-1 beta (IL-1β) são as 
duas principais citocinas pró-inflamatórias produzidas pela microglia. 
Estas citocinas de início exercem um papel neuroprotetor aumentando a 
secreção de neurotrofinas e promovendo a maturação dos 
oligodendrócitos. No entanto, quando a microglia torna-se superativada, 
ela é responsável pela liberação de inúmeros outros fatores pró-
inflamatórios, como as EROs, que também podem mediar a 
neuroinflamação (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 inflamatórios, tais 
como: ativação de fatores de transcrição inflamatórios, aumento da 
produção de citocinas, inibição de fatores neurotróficos, bem como a 
indução na produção espécies reativas (Capuron e Miller, 2011).  

Estudos de exposição ao álcool utilizando modelo animal e em 
estudos em humanos post-morten com cérebro de alcoolistas apontam o 
álcool 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 relação entre o etanol e a ativação de células 
pró-inflamatórias (Ward et al., 2009b, Marshall et al., 2013; Marshall et 
al., 2016). Crews e et al (2006) demonstraram que a determinação do 
estado pró ou anti-inflamatório dos monócitos dependerá do tempo de 
exposição ao etanol bem como na complexidade de sinais co-
estimuladores.  

Componentes inflamatórios podem ainda comprometer a 
integridade das sinapses no SNC ao modificar cascatas intracelulares, 
alterando proteínas pré e pós-sinápticas, sendo que estas alterações 
podem gerar uma série de danos aos sistemas de neurotransmissão 
podendo ocasionar em desordens neuropsiquiátricas (Rao et al., 2012). 
Dentre as vias de neurotransmissão que sofrem regulação pelos 
componentes do sistema neuroinflamatório, destacamos o sistema 
colinérgico, sendo que o distúrbio entre os dois sistemas pode causar 
mudanças na sinalização neural (Ofek e Soreq, 2013). Foi evidenciado 
que alterações dos níveis de enzimas componentes do sistema 
colinérgico podem atuar na regulação da produção da interleucina pró-
inflamatória IL-1β, bem como o desequilíbrio dessas enzimas podem 
ativar a produção de IL-1β e gerar danos ao SNC (Li et al., 2000). 

 
1.6 ÁLCOOL E NEUROTRANSMISSÃO 
 

O etanol pode afetar o SNC interferindo nos sistemas de 
neurotransmissão, causando um desequilíbrio nos sistemas excitatórios e 
inibitórios em diferentes padrões de consumo. (De Witte, 2004; Costardi 
et al., 2015). Dentre seus efeitos modulatórios no SNC, o etanol atua por 
modificar vias de transdução de sinal, o qual influencia diversos 
sistemas de neurotransmissão, como o glutamatérgico, o GABAérgico e 
o 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 sucetível a alterações pelo álcool (Arendt et 
al., 1988; Rico et al., 2007; Vetreno et al., 2014). 

 
1.6.1  Sinalização Colinérgica 

 
A acetilcolina (ACh) é um clássico neurotransmissor do sistema 

colinérgico que desempenha diversas funções no sistema nervoso central 
e periférico, sendo sintetizada pela pela enzima Colina Acetiltransferase 
(ChAT) (EC 2.3.1.6) e armazenada em vesículas. A exocitose vesicular 
acontece com auxílio do Transportador Vesicular de Acetilcolina 
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(vAChT), onde a ACh é liberada na fenda sináptica 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 é captada pelo terminal do axônio colinérgico pelo 
transportador de colina (CHT) e reutilizada na síntese de nova ACh 
(Mesulam et al., 2002).  

A ChAT é uma enzima restrita a estruturas pré-sinápticas, sendo 
assim, o marcador mais adequado para identificação de neurônios 
colinérgicos nos sistema nervoso central e periférico (Silva, 2008; 
Siegel, 2012). No entanto, a AChE pode ser usada como um indício da 
função colinérgica, e mudanças na atividade da enzima podem indicar 
alterações na disponibilidade de ACh e de seus receptores (Fernandes e 
Hodges-Savola, 1992). A acetilcolina é um neurotransmissor de 
fundamental importância nas funções desempenhadas pelo córtex 
cerebral. Esse neutransmissor tem sido associado com as funções 
cognitivas, como aprendizado e memória, no processamento das funções 
sensoriais e no controle do fluxo sanguíneo cerebral (Scremim et al., 
1997). Os efeitos intracelulares da acetilcolina são mediados pela 
ativação de receptores colinérgicos nicotínicos (nAChRs) e 
muscarínicos (Burgen, 1995). Estas duas classes são divididas em 
função das afinidades por agentes que mimetizam a ação da acetilcolina 
(Tinsley et al., 2004). 

Os receptores nicotínicos são ionotrópicos, reconhecem a 
acetilcolina e são sensíveis a nicotina (Albuquerque et al., 2009). Os 
receptores nicotínicos estão ligados a canais catiônicos e possuem uma 
estrutura pentamérica (McKay e Placzek, 2007). Estes receptores 
pertencem a uma família heterogênea que consiste em diferentes 
subtipos, os quais formam combinações homoméricas ou heteroméricas 
a partir de 12 diferentes subunidades (α2-α10, β2-β4) (Gotti e Clementi, 
2004). Os receptores muscarínicos são metabotrópicos e apresentam 
cinco subtipos (M1-M5) que foram clonados e identificados 
farmacologicamente. Os receptores M1, M3 e M5 estão acoplados a 
uma proteína Gq/11 e alteram a atividade celular pela estimulação da 
fosfolipase C e pela geração do segundo mensageiro IP3, o qual induz a 
liberação de cálcio intracelular e diacilglicerol (DAG). Contudo, os 
receptores M2 e M4 estão acoplados a uma proteína Gi que induz sua 
reposta via inibição da adenilato ciclase (Caulfield e Birdsall, 1998; 
Uchiyama e Chess-Williams, 2004). Os nAChRs estão distribuídos ao 
longo de todo SNC e SNP, sendo expressos em neurônios e células não 
neuronais, como microglia, astrócitos, oligodendróctios e céulas 
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epiteliais. Estes receptores possuem importante papel em múltiplos 
processos biológicos, como memória, aprendizado, locomoção, atenção 
e ansiedade. (Egea et al., 2015).  

Um dos sistemas de neurotransmissão afetados no consumo de 
etanol é o colinérgico. Estudos em roedores tratados cronicamente com 
álcool demonstraram a perda de neurônios colinérgicos em regiões 
específicas do cérebro, a redução do conteúdo de ACh e diminuição da 
atividade da ChAT e AChE, enzimas responsáveis pela transmissão 
colinérgica (Arendt et al., 1988). Resultados positivos para diminuição 
da atividade da ChAT foram encontrados em estudos com roedores 
jovens submetidos a um modelo de intermitente de exposição ao álcool, 
entretanto quando o mesmo modelo foi aplicado em animais adultos, 
não houve diminuição da atividade da ChAT. Em contraste, animais 
adultos submetidos a um modelo de exposição crônica apresentaram 
uma redução na população de células colinérgicas no prosencéfalo basal 
(Vetreno et al., 2014). A diminuição 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 
diminuição da expressão de genes responsáveis pela ChAT e dos 
receptores colinérgicos muscarínicos e nicotínicos também foi 
encontrada em roedores jovens e adultos expostos a um modelo de binge 
alcóolico (Coleman et al., 2011). 
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Figura 4: Representação da Sinalização Colinérgica. A Acetilcolina (ACh) é 
sintetizada pela enzima Colina Acetiltransferase (ChAT) no neurônio pré-
sináptico e armazenada em vesículas específicas. Com auxílio do Transportador 
Vesicular de Acetilcolina (vAChT) a ACh é liberada na fenda, onde poderá se 
ligar em Receptores de Acetilcolina Nicotínico (nAChR) ou Muscarínicos 
(mAChR). Uma vez liberada na fenda sináptica, a ACh excedente é 
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 ÁREA 

BIOMÉDICA 
 
O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3 a 4 cm) 

de água doce pertencente à família Cyprinidae. Tem sido amplamente 
utilizado como modelo experimental em diversas áreas do 
conhecimento, tais como: genética, teratologia, biologia do 
desenvolvimento, comportamento e toxicologia (Vascotto et al., 1997). 
Este peixe apresenta características favoráveis que complementam os 
modelos experimentais existentes, tais como: pequeno espaço requerido 
para manutenção, baixo custo por animal, rápido desenvolvimento, 
grande prole, embriões translúcidos e suscetíveis à manipulação e 
microinjeção (Lele e Krone, 1996). Além disso, grandes segmentos dos 
cromossomos do peixe-zebra estão em sintonia com os cromossomos 
humanos e dos camundongos e muitos genes apresentam um alto grau 
de similaridade, quando comparados em sua sequência (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 já está sequenciado, servindo de base para estudos 
filogenéticos (Broughton et al., 2001).  

Pelo fato de ser um vertebrado que apresenta características 
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 identificação de genes envolvidos na 
formação de circuitos neuronais, no comportamento e nos mecanismos 
envolvidos na neuropatogênese (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 utilização deste 
modelo é o fato de que esta espécie absorve os componentes diretamente 
da água pelas suas brânquias, acumulando-os em diferentes tecidos, 
dentre os quais o SNC (Groessel e Wood, 2002; Blank et al., 2009; 
Froehlicher et al., 2000; Yang et al., 2009). Diversos sistemas de 
neurotransmissão amplamente estudados em mamíferos já 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 parâmetros através de análise 
histoquímica e imunohistoquímica em SNC e retina (Clemente et al., 
2004). O gene da AChE já foi clonado e sequenciado, e sua atividade 
enzimática já foi detectada em cérebro (Bertrand, 2001). Além disso, 
subunidades de receptores muscarínicos e nicotínicos também são 
expressos nesta espécie (Zirger, et al., 2003). 

Com relação à exposição de etanol em peixe-zebra, dentre as 
alterações neuroquímicas observadas, podem ser citadas modificações 
nos níveis cerebrais de dopamina, serotonina, regulação dos níveis de 
AMP cíclico e da via de sinalização das cinases reguladas por sinal 
extracelular (ERKs) (Chatterjee e Gerlai, 2009; Peng et al., 2009). 
Estudos demonstram que a atividade e a expressão de enzimas 
responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos extracelulares, bem como 
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das enzimas adenosina deaminase e AChE são alteradas em peixe-zebra 
após a exposição ao etanol (Rico et al. 2007; Rico et al., 2008; Rico et 
al., 2011). Rosemberg et al (2012) observaram que a exposição aguda 
do peixe-zebra ao etanol durante diferentes tempos promove aumento 
nos níveis cerebrais desse composto, o que pode estar relacionado com 
as respostas comportamentais promovidas pelo álcool no 
comportamento tipo ansiedade, depressor/sedativo e da preferência 
condicionada ao etanol previamente descritos (Mathur e Guo, 2011; 
Mathur et al., 2011). Apesar desses trabalhos que descrevem os efeitos 
da exposição aguda e crônica ao etanol em peixe-zebra, pouco se sabe 
sobre as alterações comportamentais induzidas pela exposição 
intermitente de grandes quantidades de álcool nesse modelo animal. 
Atualmente, apenas um trabalho encontra-se disponível na literatura 
com um modelo que mimetiza o binge alcóolico em peixe-zebra adulto. 
Neste estudo, alterações comportamentais pelo teste Scototaxis 
(preferência claro/escuro), foram encontradas apenas em animais 
tratados cronicamente, sendo que os animais submetidos ao modelo 
intemitente de etanol não apresentaram diferença comportamental 
(Holcombe et al., 2013). Entretanto, há uma variedade de paradigmas 
comportamentais em peixe-zebra ainda não explorados no estudo dos 
efeitos da exposição intermitente de etanol, sendo que diferentes 
modelos e abordagens podem contribuir para a melhor compreensão dos 
efeitos do álcool sobre o comportamento. 

 
1.8 MODULAÇÃO COMPORTAMENTAL EM PEIXE-ZEBRA 

 
Um grande desafio da neurociência é compreender como a 

atividade cerebral dá origem ao comportamento e suas desordens. A 
compreensão completa das desordens neurocomportamentais podem ser 
alcançadas por diferentes abordagens, como por exemplo, na utilização 
de modelos. Os modelos são utilizados para representar problemas 
complexos em uma forma simplificada, sendo que na neurociência o 
conceito de modelo pode se estender e incluir mais especificamente os 
modelos biológicos (Orger e de Polavieja, 2017). 

O valor de um modelo biológico é dito por sua validade e por este 
motivo, estudos das desordens comportamentais buscam modelos com 
um comportamento natural combinado ao controle rigoroso dos 
parâmetros experimentais a fim de compreender a fisiologia e o 
comportamento (Orger e de Polavieja, 2017). Modelos biológicos em 
roedores são os mais bem-sucedidos na neurociência, entretanto a busca 
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por novas abordagens na pesquisa da neurociência 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 e moleculares relacionados as desordens 
no cérebro. Estão entre as vantagens em utilizar o peixe-zebra como um 
organismo modelo a alta homologia genética e fisiológica comparada os 
mamíferos, bem como o compartilhamento de mesmos sistemas de 
neurotransmissão no cérebro. Estas características fazem com que o 
peixe-zebra seja considerado uma forte evidência clínica, apoiando 
ainda mais sua validade e caráter translacional (Stewart et al., 2014). 

 A ansiedade, um transtorno comportamental complexo e 
multidimensional, vem sendo estudada na neurociência a fim de 
compreender como os circuitos neuronais e 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 
et al., 2015; Kalueff et al., 2017). 

 O estudo da ansiedade em peixe-zebra se dá principalmente 
pela análise do comportamento exploratório do animal. Quando o peixe-
zebra é colocado em um novo ambiente, ele tende a nadar para o fundo 
do ambiente, permanecendo nesta região por algum período de tempo. 
Alguns minutos após, o animal gradualmente procura explorar o novo 
ambiente emergindo aos níveis superiores (Singer et al., 2016). O teste 
mais popular para avaliar a ansiedade em peixe-zebra é Novel tank, um 
modelo comparado ao teste de campo aberto (Open field) aplicado em 
roedores. No Novel tank o comportamento ansioso é refletido na 
redução da exploração do peixe quando introduzido em um novo 
ambiente, seja pela maior latência em chegar ao topo, diminuição no 
número 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 padrões e doses, o que pode estar associado 
com o seu efeito sobre os sistemas de neurotransmissão no cérebro. O 
peixe-zebra tem sido cada vez mais utilizado como um modelo no 
estudo neurocomportamental dos efeitos do etanol. A modulação de 
uma série de comportamentos em peixes-zebra expostos ao etanol de 
forma crônica e aguda, foi demonstrada em vários 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 modulação da 
ansiedade, onde evidenciaram o efeito ansiolítico do etanol em peixes-
zebra expostos a altas doses. Os mesmos trabalhos demonstraram um 
potencial adaptativo do peixe-zebra aos efeitos do álcool quando 
tratados cronicamente.  Diante a importância dos efeitos do álcool sobre 
o comportamento e da validade dos testes de ansiedade em peixe-zebra, 
esta dissertação buscou avaliar os efeitos do etanol em peixes-zebra 
submetidos a um modelo de binge alcoólico.   

 
1.9 JUSTIFICATIVA 
 

O álcool é capaz de causar uma série de danos em tecidos e 
órgãos, destacando os seus efeitos nocivos ao cérebro ao modular uma 
série de mecanismos e vias, como alterações nos sistemas de 
neurotransmissão, ativação de vias pró-oxidantes e indução do sistema 
pró-inflamatório. A compreensão desses mecanismos é de grande 
importância para determinar os processos fisiopatológicos envolvidos 
nos efeitos deletérios do consumo do álcool no cérebro. A utilização de 
modelos animais, como o peixe-zebra, é de grande relevância nos 
estudos do impacto do álcool sobre os sistemas, bem como na busca por 
alvos farmacêuticos com efeito neuroprotetor. Considerando o consumo 
significativo de álcool por parte da população e seu efeito deletério 
sobre o organismo, neste trabalho buscamos compreender como o etanol 
pode impactar parâmetros neuroquímicos, inflamatórios e oxidativos em 
peixes-zebra submetidos a um modelo de exposição ao etanol que 
mimetiza o binge alcóolico, o weekly-binge. A avaliação desses 
paramêtros e compreensão de seus mecanismos em um modelo 
experimental em peixe-zebra é um passo para o entendimento dos 
efeitos neurotóxicos do weekly-binge, bem como fomenta o 
desenvolvimento de estudos mais abrangentes visando estratégias para 
atenuação dos efeitos danosos promovidos pelo consumo de álcool. 
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2 OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar os efeitas da exposição weekly-binge ao etanol em 

parâmetros bioquímicos e comportamentais em peixe-zebra. 
 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
- Verificar os efeitos da exposição weekly-binge ao etanol em 

parâmetros de estresse oxidativo, tais como, níveis de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), oxidação de 2,7-
dicloflioresceína reduzido (DCFH) e atividade das enzimas 
antioxidantes SOD e catalase em tecido cerebral de peixe-zebra; 

- Avaliar os efeitos da exposição weekly-binge ao etanol na 
expressão gênica de IL-1β, TNFα e IL-10 em tecido cerebral de peixes-
zebra; 

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

- Avaliar os efeitos da exposição weekly-binge ao etanol sobre o 
comportamento exploratório de peixe-zebra. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
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 heterogênea do fenótipo short-fin. Os animais foram 
obtidos através do biotério do Departamento de Bioquímica da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul e mantidos no Laboratório 
de Sinalização Neural e Psicofarmacologia, da Universidade do Extremo 
Sul Catarinense. Os animais foram mantidos em aquários de 20 litros 
com água declorada, salinizada e continuamente aerada, com o número 
de 30 animais por aquário. A temperatura da água foi regulada em 28,5 
± 1 °C e os peixes foram mantidos em ciclo de claro-escuro de 14h/10h 
controlado por fotoperíodo (luzes acesas às 7h; luzes apagadas às 21h), 
sendo que as condições físico-químicas da água eram frequentemente 
analisadas. Os peixes eram alimentados duas vezes por dia com 
artêmias. Todos os procedimentos com a utilização de animais foram 
aprovados pela Comissão de Ética 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 seleção aleatória dos 

animais. Neste trabalho utilizamos três grupos expostos ao etanol, sendo 
que a diferença entre eles foi o tempo de intervalo entra a última 
exposição ao etanol e os ensaios realizados. Os grupos expostos etanol 
serão 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 
os ensaios, os animais que não foram expostos ao etanol em momento 
algum. Caracteriza-se o grupo WB-I os animais testados imediatamente 
após a última exposição ao álcool, grupo WB-2 os animais testados dois 
dias (48h) após à última exposição ao álcool e por fim o grupo WB-9 os 
animais testados 9 dias após a última exposição ao etanol.  O número de 
animais utilizados variou para as análises bioquímicas e o teste 
comportamental. Para as análises bioquímicas utilizou-se o número de 
30 animais por cada grupo, formando um N de seis amostras composta 
por um pool de cinco cérebros totais. Já para o teste comportamental, 
foram utilizados 12 animais por cada grupo testado. 
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3.3 MODELO DE BINGE ALCOÓLICO: WEEKLY-BINGE 
 
Seguiu-se um protocolo adaptado de exposição excessiva e 

intermitente de etanol, chamado de weekly-binge (Figura 3). Este 
protocolo mimetiza o padrão de consumo binge alcóolico, 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 três 
semanas consecutivas. No período entre as exposições ao etanol os 
animais permaneceram no aquário habitat (sem etanol), sendo 
transferidos para o aquário experimento nos dias 1, 7 e 14, conforme a 
Figura 3. 

Para obter as amostras para as análises bioquímicas os animais 
foram anestesiados pela técnica de crioanestesia e posteriormente o 
cérebro total foi extraído. Os animais do grupo WB-I foram 
eutanasiados imediatamente após o término da última exposição ao 
álcool, o grupo WB-2 após 48 horas e WB-9 nove dias após a última 
exposição. Para as análises bioquímicas utilizou-se um grupo controle 
sem exposição ao álcool. Os mesmos grupos, conforme caracterizado 
anteriormente foram analisados no teste comportamental. Para cada 
grupo teste analisado, utilizou-se um grupo controle diário. 

 
Figura 3: Protocolo experimental weekly-binge (adaptado) em peixe-zebra 
adulto (Holcombe et al., 2013). Os animais foram mantidos em seu respectivo 
aquário habitat (sem etanol) antes do experimento. Nos dias 1, 7 e 14 os animais 
foram transferidos para o aquário teste com etanol (1,4% v/v) durante 30 
minutos. Após a exposição, os animais foram transferidos para um aquário 
intermediário com água, a fim de eliminar o etanol no animal e evitar 
contaminação do aquário habitat. Os grupos weekly-binge foram determinados 
conforme o tempo entre de exposição a última exposição ao etanol e os ensaios, 
sendo eles: grupo WB-I, testado imediatamente após a terceira exposição; grupo 
WB-2, testado 48h após a última exposição e grupo WB-9 testado após 9 dias 
da última exposição ao etanol. Fonte: elaborado pelo autor. 
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3.4 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 
3.4.1 Parâmetros de estresse oxidativo 
 
3.4.1.1 Níveis de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBA-

RS)  
 
Para determinação dos níveis de TBA-RS, os cérebros totais 

foram homogeneizados em tampão PBS gelado (pH 7,4). Logo após o 
homogeneizado foi precipitado por meio de uma reação ácida com ácido 
tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com sulfato de sódio adicionado 
ao sobrenadante na proporção 1:1 (v/v). Após centrifugação, o 
sobrenadante foi tratado com ácido tiobarbitúrico (TBA, Sigma-
Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporção de 1:1(v/v). A 
mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, após, resfriada 
em água à temperatura ambiente. A absorvância obtida através da 
coloração rósea resultante foi medida em espectrofotômetro a 532 nm. 
Concomitantemente, foi feita uma curva de calibração 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 proteína-1 (Esterbauer e Cheeseman, 1990). 

 
3.4.1.2 Oxidação de DCFH 
 

A produção de espécies reativas em cérebro total de peixe-zebra 
submetidos a exposição crônica ao etanol, foi determinada de acordo 
com o método de LeBel et al. (1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-
diclorofluoresceína (DCF-DA). Às alíquotas de amostras (80 μg de 
proteína) previamente homogeneizadas, adicionou-se a forma diacetato 
do DCF, a qual é permeável à membrana celular, e essas alíquotas foram 
incubadas durante 30 min a 37 ºC. 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’-diclofluoresceína (DCF). A 
fluorescência foi medida usando comprimentos de onda de 480 
(excitação) e 535 nm (emissão). A curva de calibração foi realizada 
utilizando-se DCF padrão (0-10 µM) e os resultados estão expressos 
como pmol de DCF.mg de proteína-1. 
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3.4.1.3 Atividade da Superóxido dismutase (SOD) 
 

A atividade da SOD em cérebro total foi determinada de acordo 
com Bannister e Calabrese (1987). Primeiramente, foram realizadas 
leituras da auto-oxidação da adrenalina. Após, foram adicionados à 
amostra catalase 10 mM, tampão glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e 
ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade enzimática foi 
determinada pela inibição da auto-oxidação da adrenalina medida 
espectrofotometricamente em 480 nm à temperatura ambiente. A 
atividade da enzima foi expressa em U.mg de proteína-1 (unidade de 
atividade da SOD por mg de proteína). 

 
3.4.1.4 Atividade da Catalase (CAT) 
 

Esta atividade enzimática da catalase em cérebro total foi 
determinada através do método de Aebi (1984). À amostra previamente 
homogeneizada, foi adicionado Triton 0,1 % seguido de agitação. Esta 
mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. Ao tampão fosfato 
de potássio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado H2O2 30% (v/v). Este meio 
foi colocado em cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra um 
branco corrido separadamente de tampão fosfato. Após adição da 
amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvância do H2O2 a 240 
nm, à temperatura ambiente, durante 180 segundos. Para o cálculo, 
utilizou-se o coeficiente de extinção do H2O2 de 43,6 mM-1cm-1. Os 
resultados da atividade enzimática estão expressos em U.mg de proteína-

1 (unidade de atividade da catalase por mg de proteína). 
 

3.4.2 Parâmetros neuroinflamatórios 
 
3.4.2.1 Expressão Gênica (PCR Quantitativa em Tempo Real) para as 

citocinas inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-10 
 

Para este protocolo, os cérebros coletados foram armazenados em 
freezer -80 °C com a solução estabilizadora RNAlater® Solution 
(Thermofisher Scientific®, EUA). O ácido ribonucleico (RNA) total foi 
extraído utilizando-se o reagente RNeasy Mini Kit (Qiagen, EUA) de 
acordo com as instruções do fabricante. Dois microgramas de RNA 
foram convertidos a cDNA utilizando High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit (Life Technologies, EUA). A expressão gênica de 
genes envolvidos na inflamação foi avaliada utilizando sondas TaqMan 
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(Life Technologies, EUA) (Tabela 1). As diferenças na expressão gênica 
foram calculadas utilizando ef-1α 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 TaqMan (Life Technologies, USA) para os 
genes analizados neste estudo. 

 
 

3.4.3 Parâmetros de avaliação 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 reação contendo tampão fosfato de sódio 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 sódio e 1,1 mM de ácido 
etilenodiaminotetra-acético (EDTA). Após, foi adicionado 1 mM de 
4,4’-ditiodipiridina (4-PDS) e a absorvância foi lida a 324 nm por 20 
minutos em um leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular 
Devices® Califórnia, USA). A atividade foi medida pela formação do 
conjugado 4-tiopiridona (4-TP), produto resultante da ligação do CoA 
com o 4-PDS. Os resultados foram calculados utilizando-se o 
coeficiente de extinção molar do 4-TP, 1,98 x 104 M-1cm-1, e estão 
expressos em nmol.min-1.mg de proteína-1. A proteína total foi avaliada 
pelo método de Bradford (1976). 
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3.4.3.2 Atividade da AChE 
 
A análise da atividade da enzima AChE foi realizada em cérebro 

total de acordo com o método descrito por Ellman et al (1961). A 
mistura de reação (volume final 2 mL) continha tampão fosfato de 
potássio 150 mM (pH 7,5) e ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico) 
(DTNB) 10 mM. Posteriormente a enzima (10 μg de proteína) foi pré-
incubada durante 3 minutos. A reação foi iniciada pela adição de 8 mM 
de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). Todas as amostras foram testadas 
em duplicata e a atividade enzimática foi expressa em μmol de 
AcSCh.min-1.mg de proteína-1. 
 
3.4.4 Dosagem de proteínas 
 
A quantificação de proteínas totais nas amostras foi realizada através do 
método de Lowry et al. (1951), para realização das análises dos 
parâmetros de estresse oxidativo, e o método de Bradford (1976) para as 
demais análises. Como padrão 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 exposição weekly-binge. Os grupos 
foram compostos por 12 animais adultos, de ambos os sexos e 
selecionados de forma aleatória. A análise comportamental ocorreu em 
diferentes dias para cada grupo, sendo que para cada grupo weekly-binge 
(exposto ao álcool) utilizou-se um controle diário, 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 período 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 aquário de vidro trapezoidal (23,9 cm fundo, 28,9 cm topo e 15,1 cm 
altura) preenchido com 1,5 mL de água proveniente do respectivo 
aquário habitat (Figura 4A). A fim de evitar movimentos que pudessem 
perturbar o animal e também para melhorar a qualidade das gravações, 
folhas de papel na cor amarela foram colocados ao redor do aquário em 
uma distância de 10 cm. 

Virtualmente, três áreas foram delimitadas de forma horizontal, 
formando as zonas: fundo, meio e topo (Figura 4B), conforme 
previamente determinado (Rosemberg et al., 2011). Uma câmera foi 
colocada na frente do aquário a uma distância de 30 cm e uma lâmpada 
foi ajustada acima do aquário a fim de melhorar o contraste entre animal 
e o fundo do aquário. A câmera foi conectada em um computador para 
gravação dos vídeos e a atividade comportamental foi analisada 
utilizando um software de videotracking apropriado (ANY-maze®, 
Stoelting CO, USA). O tempo de gravação foi de 6 minutos para todos 
os 12 animais que formaram cada um dos grupos weekly-binge e os 
controles. A cada três animais testados, a água presente no aquário teste 
foi substituída, sendo que todos os peixes foram manipulados pela 
mesma pessoa durante o teste comportamental. 

 

 
Figura 4: Figura representativa das dimensões e zonas determinadas no 
aparato utilizado no teste Novel tank.  Dimensões do aquário utilizado para o 
teste comportamental. O aquário foi preenchico com 1.5L de água proveniente 
do respectivo aquário habitat de cada grupo (A). No software utilizado para o 
teste comportamental foi delimitado virtualmente três zonas: topo, meio e fundo 
(B). Fonte: Rosemberg et al (2011). 
 
3.5.3 Parâmetros analisados 
 

O Novel tank tornou-se um modelo popular no estudo da 
ansiedade em peixes-zebra (Stewart et al., 2012). Neste modelo, a 
ansiedade é caracterizada pela alteração do comportamento natural do 
animal em explorar o novo ambiente e parâmetros locomotores são 
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empregados para analisar este comportamento. Para analisar alteração 
comportamental utilizamos os seguintes parâmetros: distância 
percorrida, velocidade média e tempo de permanência na zona topo, 
meio e fundo. Os parâmetros de locomoção foram mensurados ao 
término da gravação pelo software ANY-maze® (Stoelting CO, USA). 
 
3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da 
média. A análise estatística utilizada foi selecionada de acordo com o 
desenho experimental utilizado e com o tipo de distribuição apresentado 
pelo conjunto dos dados. Os dados foram distribuídos normalmente 
(Shapiro-Wilk, p > 0,05) com variâncias iguais entre as amostras (teste 
de igualdade de variâncias, p > 0,05). Para comparação de três ou mais 
médias foi utilizada análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido 
do teste Post Hoc de Tukey. Para a verificação da expressão gênica 
através de PCR quantitativo em tempo real, as variáveis foram 
analisadas através do teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-
hoc de Dunn. As diferenças entre os grupos foram consideradas 
significativas quando p < 0,05. Todas as análises foram realizadas 
utilizando-se o programa estatístico IBM SPSS Statistics (Armonk, New 
York, EUA). 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 
Ao avaliar a peroxidação lipídica em tecido cerebral de peixe-

zebra, foi observado que somente o grupo WB-I apresentou aumento 
significativo nos níveis de TBA-RS em relação ao grupo controle 
(p=0,0039). Os demais grupos WB-2 e WB-9 não apresentaram 
diferenças significativas quando comparado com o grupo controle 
(Figura 5). 

 
Figura 5: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e WB-9 sobre os 
níveis de ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em cérebro total de peixe-zebra. 
Os resultados representam média ± desvio padrão de 6 diferentes experimentos, 
cada um em duplicata. Os valores estão expressos em nmol.mg de proteína-1. 
*p<0,05 em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de 
post-hoc de Tukey). 

Para a verificação da formação de espécies reativas no tecido 
cerebral, foram quantificados os níveis 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 não foram alterados significativamente.   
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Figura 6: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e WB-9 sobre a 
oxidação DCFH em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam 
média ± desvio padrão de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os 
valores estão expressos em nmol.mg de proteína-1. *p<0,05 em comparação ao 
grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 

A avaliação das defesas antioxidantes foi caracterizada pela 
análise das enzimas SOD e CAT (Figura 7). Primeiramente, ao analisar 
atividade de SOD nenhum dos grupos apresentou diferença estatística 
em relação ao controle (Figura 7A). Ao investigar alterações na 
atividade da CAT, foi observada uma diminuição significativa da sua 
atividade nos grupos WB-2 e WB-9 em relação ao grupo controle 
(p<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 superóxido dismutase (SOD) (A) e catalase (CAT) 
(B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± 
desvio padrão de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores 
das atividades enzimáticas estão expressos em nmol.mg de proteína-1. *p<0,05 
em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de 
Tukey).  

 
4.2 PARÂMETROS NEUROINFLAMATÓRIOS 

 
Uma vez que parâmetros de estresse oxidativo foram alterados e 

estes estão diretamente relacionados com a ativação de eventos 
inflamatórios, portanto avaliamos o efeito do weekly-binge no padrão de 
expressão para os genes relacionados as citocinas pró-inflamatórias 
TNF-α e IL-1β e anti-inflamatória, IL-10 (Figura 8A-C). Os resultados 
mostraram que não houve alteração significativa entre os grupos 
avaliados.   
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Figura 8 A-C: Efeito do weekly-binge sobre a expressão gênica das citocinas 
IL-1β (A), TNF-α (B) e IL-10 (C) em cérebro total de peixe-zebra. Os 
resultados representam média ± desvio padrão de 6 diferentes experimentos, 
cada um em duplicata. Os valores estão expressos em % de ef-1α. Não houve 
diferença significativa em comparação ao grupo controle (p<0,05; Teste de 
Kruskal-Wallis seguido de teste post-hoc de Dunn).  
 
4.3 SISTEMA COLINÉRGICO 

 
Para compreender se função dos neurônios colinérgicos são 

vulneráveis a exposição de quantidade abusiva e intermitente de etanol 
no peixe-zebra, duas importantes enzimas responsáveis tanto pela 
síntese como pela degradação 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, 
não foi observada alteração significativa na atividade desta enzima 
quando avaliados o grupo WB-2. Já o grupo WB-9 apresentou uma 
redução 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 responsável pela síntese de 
ACh, o próximo 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 e WB-9 apresentaram redução da atividade (p=0,0081 para 
ambos grupos) de AChE quando comparado ao controle (Figura 9B). 

 

 
Figura 9: Efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, 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 padrão de 6 diferentes experimentos, 
cada um em duplicata. Os valores das atividades enzimáticas estão expressos 
em nmol 4-TP.min-1.mg de proteína-1 e µmol ACSCh/h/mg de proteína, 
respectivamente. *p<0,05 em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma 
via seguida de post-hoc de Tukey).  
 
4.4 PARÂMETROS COMPORTAMENTAIS 
 

Considerando que respostas comportamentais estão ligadas aos 
sistemas neuroquímicos, o próximo passo foi avaliar se as alterações 
encontradas no sistema colinérgico poderiam ter desencadeado 
mudanças comportamentais. Para avaliar o perfil exploratório/locomotor 
em peixe-zebra submetidos ao modelo weekly-binge foi utilizado teste 
do Novel tank. Os parâmetros comportamentais avaliados neste teste 
foram: a distância percorrida, a velocidade média e o tempo de 
permanência em cada uma das zonas do aparato. Quando avaliado o 
perfil locomotor dos animas através da distância percorrida e velocidade 
média, não foi possível verificar alterações significativas entre os 
diferentes grupos com o seu respectivo controle (Figura 10). 
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Figura 10: Avaliação do efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e 
WB-9 sobre a distância total percorrida (A) e velocidade média (B) no 
aparato Novel tank. *p<0,05 em comparação ao grupo controle (ANOVA de 
uma via seguida de post-hoc de Tukey). 

O tempo de permanência 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 permanência, sendo que o mesmo grupo apresentou 
diminuição significativa (p<0,0001) no tempo de permanência na zona 
fundo. O grupo WB-2 apresentou aumento significativo no tempo de 
permanência na zona meio (p=0,0483) e diminuição significativa na 
zona fundo (p=0,0321). O grupo WB-9 não apresentou diferença 
significativa no tempo de permanência em nenhuma das zonas. A 
alteração do perfil comportamental exploratório do peixe-zebra após 
diferentes tempos entre a última exposição ao etanol e a gravação 
podem ser visualizadas nas imagens que ilustram o tempo relativo de 
permanência (Figura 12A) e o traço de nado (Figura 12B) em cada zona. 
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Figura 11: Avaliação do efeito do weekly-binge nos grupos WB-I, WB-2 e 
WB-9 sobre o tempo de permanência na zona topo (A), meio (B) e fundo 
(C) no aparato Novel tank. *p<0,05 em comparação ao grupo controle 
(ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 
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Figura 12: Avaliação do efeito do weekly-binge no tempo relativo de 
permanência (A) e traço de nado (B) nos grupos controle WB-I, WB-2 e 
WB-9. Conforme escala de coloração, a intensidade indica o tempo de 
permanência (A) e os traços indicam o perfil exploratório (B) em cada um dos 
compartimentos avaliados. Os dados foram obtidos pelo software ANY-maze®, 
Stoelting CO, USA. 
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5 DISCUSSÃO 
 

O álcool é capaz de causar danos ao organismo por uma série de 
mecanismos, desde sua ação tóxica sobre as células dos sistemas bem 
como respostas geradas a partir dos produtos de sua metabolização. No 
consumo excessivo o quadro se agrava e os danos podem assumir 
grandes proporções, acarretando uma série de doenças e condições ao 
indivíduo. O interesse em avaliar os efeitos do consumo de álcool no 
padrão binge alcóolico sobre o organismo vem aumentando, uma vez 
que é 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 alcóolico em peixe-zebra e assim 
obter respostas que podem direcionar o esclarecimento sobre o impacto 
do etanol neste padrão de consumo. 

A avaliação e compressão dos mecanismos do estresse oxidativo 
induzido pelo álcool tem sido evidenciada no consumo agudo e crônico, 
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 são poucos os estudos que avaliaram os efeitos do 
consumo intermitente de álcool sobre parâmetros oxidativos. Nesta 
dissertação, foi avaliado parâmetros 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 
peroxidação lipídica, um mecanismo bem estabelecido no dano celular e 
usado como um indicador de estresse oxidativo, utilizamos a técnica 
dosagem de TAB-RS. Neste parâmetro, somente o grupo WB-I, que foi 
analisado imediatamente após a última exposição ao etanol, apresentou 
um aumento significativo, enquanto os outros grupos não apresentaram 
alteração. Estes achados permitem sugerir que o tempo após a retirada 
do weekly-binge foi capaz de gerar uma recuperação dos níveis deste 
parâmetro. Na peroxidação lipídica, substâncias oxidantes tais como as 
EROs, reagem com as duplas ligações carbono-carbono dos ácidos 
graxos poli-insaturados (PUFAS) presentes abundantemente na 
membrana celular. No metabolismo do álcool, as EROs são produzidas 
por diversas vias, deixando a membrana e os componentes celulares 
suscetíveis ao dano oxidativo. No cérebro, o etanol pode ser 
metabolizado pela a ADH, catalase e enzimas do CYP450, mais 
especificamente pela CYP2E1, que é amplamente distribuída no tecido e 
sua ativação está acompanhada pela geração de EROs. A expressão da 
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CYP2E1 é induzida pela presença do etanol e conforme aumenta a 
quantidade desse substrato, maior será a atividade da enzima e do 
metabolismo do etanol, consequentemente havendo o aumento na 
geração de EROs. A CYP2E1 no metabolismo do etanol oxida NADPH 
e utiliza oxigênio molecular, resultado na produção de grandes 
quantidades de H2O2 e O2•-. No grupo WB-I, a peroxidação lipídica 
observada poderia estar atribuída pela exacerbada produção de EROs 
por parte do metabolismo do etanol no cérebro pela CYP2E1, ativada na 
presença de etanol cerebral. Em contraste, conforme aumentou o tempo 
entre a última exposição e os períodos avaliados (WB-2 e WB-9), os 
níveis de TBA-RS retornaram similarmente aos do grupo controle. Este 
resultado pode ser explicado pelo fato de que na ausência do etanol, a 
CYP2E1 poderia estar com sua atividade reduzida, sessando a produção 
de EROs e possivelmente interrompendo o processo de peroxidação 
lipídica, que pode ser analisada pelos níveis de malondialdeído, um 
subproduto natural da oxidação dos PUFAS, que é quantificado na 
técnica de TBA-RS. De forma geral, podemos sugerir que o processo de 
peroxidação lipídica que estava ocorrendo no momento de exposição 
imediata ao weekly-binge teve seu processo cessado após dois e nove 
dias, o que pode estar relacionado a uma menor produção 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 verificação dos 
níveis de TBA-RS. Similarmente, somente o grupo WB-I apresentou 
resultado significativo em relação ao controle, indicando um aumento da 
produção de espécies reativas neste grupo. Este aumento pode ser 
justificado pelo fato da enzima CPY2E1 ser uma grande formadora de 
espécies reativas, principalmente O2

•- e H2O2. Com o aumento 
significativo de TBA-RS e DCFH no grupo WB-I podemos sugerir os 
efeitos pró-oxidantes do etanol são evidentes imediatamente após a 
indução do modelo de weekly-binge. Além disso, uma vez que o 
processo de peroxidação lipídica e os níveis de espécies reativas foram 
reduzidos após dois e nove dias, isto nos permite sugerir que neste 
período poderia estar ocorrendo uma atenuação dos efeitos do etanol no 
tecido cerebral.  

 A vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo está 
diretamente relacionada com o potencial antioxidante das enzimas em 
eliminar as EROs. As enzimas SOD e CAT são responsáveis pela 
neutralização dos produtos O2

• e H2O2, respectivamente, quando 
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formados em grande quantidade. Considerando a importância deste 
sistema, foram verificadas as atividades enzimáticas de SOD e CAT 
após o weekly-binge. No grupo WB-I a atividade de SOD e CAT não 
apresentou alteração. A atividade da SOD apresentou uma tendência 
para a redução de sua atividade nos grupos WB-2 e WB-9, enquanto que 
a CAT apresentou diminuição significativa nestes grupos quando 
comparado ao controle. 

O possível mecanismo para a diminuição da atividade da CAT 
pode estar relacionado com a perda do sinergismo entre SOD e CAT, 
contribuindo no processo oxidativo. Durante a metabolização do etanol 
uma das EROs produzidas é o O2

•-, que por sua vez deverá ser 
dismutado pela SOD formando H2O2 (Palipoch e Koohmin, 2015). No 
presente trabalho não encontramos aumento na atividade da SOD, o que 
pode estabelecer um aumento nocivo dos níveis celulares de O2

•-, que 
por sua vez pode suprimir a atividade catalítica da CAT. Kono e 
Fridovich (1982) evidenciaram a inibição da catalase pelo O2

•-, bem 
como a reversão de sua inatividade na presença de SOD, comprovando a 
importância da sinergia entre as duas enzimas e do impacto que o O2

•- 
tem sobre a homeostasia celular. A não diminuição 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 
diminuição tardia da CAT nos grupos WB-2 e WB-9 pode estar 
relacionada com um possível aumento de acetaldeído nesses grupos, no 
qual é formado na metabolização do etanol e que leva tempo até ser 
metabolizado pela ADHL. O acetaldeído além de contribuir na formação 
de EROs na sua metabolização, este produto é altamente reativo, 
podendo reagir com as estruturas celulares e formar aductos, inativando 
enzimas como a CAT (Tuma e Casey, 2003). 

 Resultados encontrados na literatura têm demonstrado 
diminuição na atividade das duas enzimas no cérebro em estudos com 
peixe-zebra expostos ao etanol em modelo crônico (Müller et al., 2017), 
porém quando a mesma dose foi testada de forma aguda, a SOD 
apresentou diminuição de atividade, enquanto CAT apresentou um 
aumento (Rosemberg et al., 2010b). Um estudo com modelo crônico de 
consumo de etanol em ratos demonstrou diminuição das atividades de 
SOD e CAT no tecido cerebral em doses elevadas (Das et al., 2007). Já 
um modelo de exposição crônica e intermitente em ratos demonstrou 
diminuição significativa da atividade de ambas enzimas em células 
hepáticas (Chen et al., 2009). Os diferentes e conflitantes resultados 
encontrados nas atividades de SOD e CAT frente a exposição ao etanol 
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em diferentes estudos podem estar relacionados ao modelo utilizado, 
quantidade e tempo de administração de etanol. Ainda são poucos os 
estudos que buscaram avaliar a resposta oxidativa no consumo 
intermitente de álcool, mais especificamente em peixe-zebra.  

Além do efeito danoso direto sobre as células, a produção em 
excesso de EROs por diversas vias no consumo do álcool podem causar 
a neuroinflamação (Haroah et al, 2008), um processo caracterizado pela 
ativação e expressão de níveis não fisiológicos das células de defesa do 
SNC, como microglia e astrócitos (Harry and Kraft, 2008). O efeito do 
etanol sobre o sistema imune já é bem relatado, sendo que é capaz de 
induzir a inflamação por diversas mecanismos e em diversos órgãos, 
como o cérebro. Um dos mecanismos de indução da neuroinflamação no 
consumo do etanol é pelo processo de endotoxemia periférica, onde a 
liberação de citocinas na corrente sanguínea consequentemente atingem 
o SNC ao atravessar facilmente a barreira hematoencefálica. No cérebro, 
as citocinas periféricas podem estimular células da glia a liberarem mais 
citocinas, colaborando na instalação da neuroinflamação e suas 
consequências (Crews et al., 2006). Considerando a importância dos 
efeitos inflamatórios sobre o SNC no consumo do álcool, avaliamos 
expressão gênica de citocinas no tecido cerebral em animais tratados no 
modelo weekly-binge, sendo elas: citocinas pró-inflamatórias TNF-α e 
IL-1β e a interleucina anti-inflamatória IL-10.  
 O modelo weekly-binge aplicado neste experimento não foi 
capaz de alterar a expressão gênica das citocinas em nenhum dos grupos 
quando comparados ao controle. Entretanto, este resultado não excluí 
que um processo inflamatório pudesse estar acontecendo em outros 
órgãos, uma vez que avaliamos a expressão gênica das citocinas apenas 
no tecido cerebral. O álcool é capaz de alterar permeabilidade intestinal, 
permitindo que produtos bacterianos pró-inflamatórios, como o 
lipopolissacarídeo (LPS), possam alcançar o fígado e a corrente 
sanguínea. As células de Kuppfer presentes no fígado, reconhecem e se 
ligam a LPS via receptores específicos, iniciando uma cascata pró-
inflamatória ao ativar fatores de transcrição, que por sua vez ativam a 
expressão de várias citocinas pró-inflamatórias que podem ser liberadas 
na circulação. Citocinas periféricas ao atingir o cérebro podem induzir 
as células residentes a produzir mais citocinas, podendo iniciar um 
processo de neuroinflamação (González-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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padrão de expressão destas não foi modulado no tecido cerebral de 
peixe-zebra. 

Diferentes modelos de tratamento crônico em roedores 
identificaram o aumento da expressão de uma série de citocinas pró-
inflamatórias no tecido cerebral, dentre elas o TNF-alfa e a IL-1β 
(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 crônico de etanol in vivo e in vitro, que o processo de morte 
celular pode estar ligado com a neuroinflamação via aumento de 
expressão da citocina IL-1β encontrado em ambos ensaios. Entretanto, 
em outro estudo crônico, o modelo utilizado não encontrou alteração 
significativa de TNF-α em cérebro de camundongos (Kane et al, 2013). 
Qin et al (2008), demonstraram em seu estudo que camundongos 
tratados com etanol em um modelo exposição intermitente apresentaram 
aumento da expressão gênica de TNF-α no cérebro, sem alterações para 
IL-1β e IL-10. Já ao avaliar as mesmas citocinas em animais exposto a 
uma única dose de álcool, nenhum dos parâmetros sofreram alterações 
significativas. O estudo de processos inflamatórios em peixe-zebra é 
possível uma vez que este organismo apresenta os mesmos mecanismos 
básicos envolvidos em de doenças inflamatórias em humanos, tornando-
se um modelo emergente para os estudos da inflamação (Forn-Cuní et 
al., 2017). 

Diferentes resultados de marcadores inflamatórios avaliados em 
modelos de exposição ao etanol sugerem que uma complexa rede de 
mecanismo pode estar envolvida na ativação do sistema neuroimune, 
dentre elas o sinergismo entre sistema de neurotransmissão e sistema 
neuroimune (Crews et al., 2006). Estudos tem evidenciado a 
importância do sinergismo entre o sistema inflamatório e o sistema 
colinérgico, principalmente sobre as células inflamatórias no SNC. A 
desregulação de componentes colinérgicos pode contribuir para 
propagação de mecanismos inflamatórios, enquanto a desregulação do 
sistema inflamatório pode levar a perda de neurônios colinérgicos pelo 
processo de neuroinflamação (Shytle et al., 2004; Egea et al., 2015). 

 Considerando mecanismo de danos ao organismo no consumo 
excessivo de álcool e as respostas que estes podem levar aos sistemas de 
neurotransmissão 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 
enzimática, podendo sugerir um aumento da produção de ACh. Já no 
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grupo WB-9, avaliado nove dias após o weekly-binge, percebeu-se uma 
diminuição significativa desta mesma enzima, sugerindo uma menor 
produção de ACh pelos neurônios colinérgicos. A alteração da atividade 
de ChAT pode consequentemente alterar a oferta de ACh na fenda 
sináptica e interferir na atividade AChE, enzima responsável 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 diminuição significativa da 
atividade desta enzima nos grupos WB-2 e WB-9. Esta diminuição 
tardia da atividade de ChAT no grupo WB-9 e da AChE nos grupos 
WB-2 e WB-9 podem estar relacionadas com mecanismos pós 
metabolização do etanol, uma vez que nesses intervalos de tempo as vias 
de metabolização já o teriam oxidado. Dentre os mecanismos que 
podem estar relacionados com as alterações no sistema colinérgico seria 
o dano oxidativo. Os resultados encontrados na técnica de TBA-RS e 
DCFH nos permite sugerir que a peroxidação lipídica estava ocorrendo 
no grupo WB-I, sendo que os mesmos resultados podem explicar a 
diminuição da atividade enzimática encontrada nos grupos WB-2 e WB-
9. Uma vez que evidências demonstram que a peroxidação lipídica 
esteja ocorrendo no momento imediato após a exposição ao etanol, 
sugere-se que as células do cérebro podem estar suscetíveis ao dano 
frente a ativação de vias apoptóticas, inclusive os neurônios 
colinérgicos. A diminuição tardia de ChAT e AChE após última 
exposição ao etanol encontrada nos grupos WB-2 e WB-9 podem ser 
uma resposta da morte de neurônios do sistema colinérgico. Porém, 
futuras análises tais como imunomarcação dos neurônios colinérgicos 
poderiam melhor elucidar esta hipótese.  

A redução da atividade de ChAT e AChE, bem como os níveis de 
ACh foi correlacionada pela perda neurônios 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 exposição ao etanol, não encontraram diminuição 
de neurônios colinérgicos. Um modelo de exposição binge alcóolico em 
roedores encontrou diminuição da expressão de genes responsáveis pela 
enzima ChAT bem como os genes responsáveis pelos receptores 
muscarínicos e nicotínicos (Coleman et al., 2011). O aumento da 
atividade de AChE foi encontrado em peixes-zebra tratados de forma 
aguda, entretanto ao avaliar os níveis de AChE mRNA, uma diminuição 
da expressão gênica foi encontrada. Estes resultados sugerem que o 
aumento da atividade de AChE não está diretamente relacionada com a 
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expressão gênica, onde outros mecanismos podem estar envolvidos 
modulação do sistema colinérgico na exposição ao etanol (Rico et al., 
2007). A inibição das enzimas ChAT e AChE observadas nos grupos 
WB-2 e WB-9, também pode estar relacionada com a possível 
toxicidade induzida pelo acetaldeído e o acetato formado a partir do 
metabolismo do etanol. Os diferentes resultados encontrados para os 
marcadores do sistema colinérgico após diferentes modelos de 
exposição ao etanol demonstram que existe uma complexidade nos 
mecanismos envolvidos entre os efeitos do etanol sobre os sistemas de 
neurotransmissão. Os danos do etanol sobre o sistema colinérgico são 
importantes, uma vez que esta via é responsável por modular funções 
cognitivas e comportamentais ao organismo. 

Considerando a importância desse sistema, foi avaliado o 
comportamento de peixes-zebras submetidos ao weekly-binge. A análise 
do comportamento locomotor e exploratório do peixe-zebra frente o 
efeito do etanol já é estabelecido como um método para avaliação do 
comportamento ansioso, sendo que o Novel tank é o teste mais 
comumente utilizado. Nesta dissertação, foi avaliado se o weekly-binge 
seria capaz de alterar o comportamento dos animais em diferentes 
períodos de tempo após a última exposição ao etanol. Diferentes 
parâmetros permitem avaliar o comportamento ansioso neste tipo de 
ensaio, como distância média de nado, velocidade média e tempo de 
preferência em determinadas regiões do aquário. Ao analisar a distância 
média de nado e da velocidade média, não encontramos alterações 
significativas em relação aos controles. Estes resultados eliminam o 
possível prejuízo do etanol sobre o sistema locomotor, o que poderia 
comprometer os resultados do parâmetro tempo de permanência nas 
zonas. Na análise do tempo de permanência, o grupo WB-I apresentou 
preferência significativa em permanecer no topo do aquário, sendo que 
este comportamento está associado a um comportamento menos ansioso. 
Quando os animais foram testados 48h após a terceira exposição ao 
etanol, a predisposição dos animais em permanecer no topo diminuiu, 
apresentando preferência significativa em manter-se na zona do meio. Já 
o grupo WB-9, testado após 9 dias da terceira exposição ao etanol, não 
apresentou diferença significativa ao seu controle correspondente. Estes 
resultados sugerem que o etanol promove uma resposta ansiolítica por 
um certo período (WB-I e WB-2), mas conforme o tempo aumenta após 
a última exposição (WB-9), os animais tentem a apresentar o mesmo 
comportamento do seu controle. No presente trabalho o grupo WB-I 
demonstrou maior preferência em permanecer no topo do aquário, 
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caracterizando um comportamento menos ansioso. O efeito ansiolítico 
do etanol se deve a suas propriedades em atuar em diferentes sistemas 
de neurotransmissão, como a via colinérgica (De Witte, 2004). 
Conforme os resultados obtidos nos parâmetros do sistema colinérgico, 
o mesmo grupo apresentou um aumento da atividade de ChAT, o que 
nos permite sugerir que os níveis de ACh estivessem aumentados na 
fenda sináptica neste momento. Já é 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 
ansiolítico do etanol no grupo WB-I, uma vez que com a atividade 
aumentada de ChAT os níveis extracelulares de ACh poderiam estar 
elevados, causando uma estimulação em excesso dos nAChR. Portanto, 
estes achados permitem sugerir que no peixe-zebra a participação do 
sistema colinérgico poderia estar envolvida nos eventos 
comportamentais observados após o weekly-binge. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Diante os resultados obtidos, conclui-se que o modelo de 

exposição intermitente de etanol weekly-binge foi capaz de promover 
estresse oxidativo ao aumentar a produção de espécies reativas bem 
como diminuir a atividade das enzimas antioxidantes, contribuindo para 
o aumento da peroxidação lipídica. O sistema colinérgico demonstrou 
ser sensível ao weekly-binge ao ter alterações nas atividades das enzimas 
ChAT e AChE, sendo que essas alterações podem ser consequência de 
um dano oxidativo. Através dos resultados do teste Novel tank podemos 
concluir que o weekly-binge foi capaz de alterar o comportamento 
exploratório dos animais, podendo estar relacionado com a disfunção da 
via colinérgica. Os achados neste estudo evidenciam a importância dos 
efeitos nocivos do etanol sobre o cérebro no modelo que mimetiza o 
comportamento de consumo binge alcoólico em peixe-zebra, 
fomentando a importância da compressão dos mecanismos envolvidos 
nos danos que o álcool pode causar no organismo quando consumido no 
padrão binge. 
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ANEXO A - Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais. 
 

 
 

 
 


