
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

 

 

 

 

JOTELE FONTANA AGOSTINI BERTELI 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE EFICÁCIA PRÉ-CLÍNICA DO ÁCIDO GÁLICO NA REVERSÃO DE 

LESÕES NEUROQUÍMICAS E ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS 

PELA EXPOSIÇÃO PROLONGADA AO ETANOL EM CÉREBRO DE PEIXE-

ZEBRA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2021  



 

JOTELE FONTANA AGOSTINI BERTELI 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DE EFICÁCIA PRÉ-CLÍNICA DO ÁCIDO GÁLICO NA REVERSÃO DE 

LESÕES NEUROQUÍMICAS E ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS 

PELA EXPOSIÇÃO PROLONGADA AO ETANOL EM CÉREBRO DE PEIXE-

ZEBRA 

 

 

 

 

 

Tese submetida à Coordenação do 
Programa de Pós-Graduação Stricto 
sensu em Ciências Farmacêuticas da 
Universidade Federal de Pernambuco – 
UFPE, como requisito para obtenção do 
título de Doutora em Ciências 
Farmacêuticas. Área de concentração: 
Fármacos e Medicamentos. 
 

 

 

Orientador Prof. Dr. Almir Gonçalves Wanderley 

Coorientador Prof. Dr. Eduardo Pacheco Rico  

 

 

 

 

Recife 

2021  



  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catalogação na Fonte 

Bibliotecária: Mônica Uchôa, CRB4 1010 

 

 

 

 

 

 

 

 
B537e Berteli, Jotele Fontana Agostini. 

       Estudo de eficácia pré-clínica do ácido gálico na reversão de lesões 
neuroquímicas e alterações comportamentais induzidas pela exposição 
prolongada ao etanol em cérebro de peixe-zebra / Jotele Fontana Agostini 
Berteli.– 2021. 

75 f: il.; 30 cm. 
 
Orientador: Almir Gonçalves Wanderley. 
Tese (Doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco, CCS. 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas. Recife, 2021. 
Inclui referências, apêndices e anexos. 
 
1.  Ácido gálico. 2. Etanol. 3. Estresse Oxidativo. 4. Comportamento. 5. 

Sistema colinérgico. I. Wanderley, Almir Gonçalves (Orientador).  II. Título. 
 
 
 615.3     CDD (20.ed.)     UFPE (CCS2021-166) 
       



 

JOTELE FONTANA AGOSTINI BERTELI 

 

 

ESTUDO DE EFICÁCIA PRÉ-CLÍNICA DO ÁCIDO GÁLICO NA REVERSÃO DE 

LESÕES NEUROQUÍMICAS E ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS 

PELA EXPOSIÇÃO PROLONGADA AO ETANOL EM CÉREBRO DE PEIXE-

ZEBRA 

 

 

Tese submetida à Coordenação do 
Programa de Pós-Graduação Stricto 
sensu em Ciências Farmacêuticas da 
Universidade Federal de Pernambuco – 
UFPE, como requisito para obtenção do 
título de Doutora em Ciências 
Farmacêuticas. Área de concentração: 
Fármacos e Medicamentos. 
 
 

Aprovado em: 09/07/2021. 

 

 

Banca Examinadora 
 

_____________________________________________________________
Prof. Dr. Almir Gonçalves Wanderley (Presidente) 

Universidade Federal de Pernambuco 
 

_____________________________________________________________
Profa. Dra. Alice Valença Araújo (Examinadora Interna) 

Universidade Federal de Pernambuco 
 

_____________________________________________________________
Prof. Dr. Wilson da Costa Santos (Examinador Externo) 

Universidade Federal Fluminense 
 

_____________________________________________________________
Profa. Dra. Germana Freire Rocha Caldas (Examinadora Externa) 

Centro Universitário Dr. Leão Sampaio 
 

_____________________________________________________________
Profª. Drª. Belmira Lara da Silveira Andrade (Examinadora Externa) 

Universidade Federal de Pernambuco  



 

AGRADECIMENTO 
 

 

À Universidade Federal de Pernambuco, bem como, todos os professores e 

funcionários do Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas pela ajuda 

e apoio ao longo do doutorado. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 

pelo apoio financeiro. 

Á minha colega de laboratório Gláucia Dal Santo pela amizade e parceria 

que levarei eternamente no meu coração. 

Aos engenheiros Josef (marido da Gláucia) e Jankiel (meu marido) por 

organizarem toda a estrutura hidráulica e elétrica necessária para os experimentos. 

À equipe do Laboratório de Sinalização Neural e Psicofarmacologia da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (Samira, Henrique e Ana Caroline) por 

toda ajuda e dedicação nos experimentos de comportamento. 

Ao meu orientador professor Almir Gonçalves Wanderley por ter me recebido 

com carinho em seu laboratório e por ter aceitado trabalhar com o peixe-zebra. 

Obrigado pela confiança e por tantos ensinamentos farmacológicos. Foi uma honra 

ser sua aluna. 

Ao meu coorientador professor Eduardo Pacheco Rico por ter me dado a 

oportunidade de crescer em conhecimento. Obrigado por toda dedicação, amizade e 

confiança. Serei eternamente grata. 

Aos meus pais, José e Tere, por não medirem esforços para me ver feliz. 

Por me mostrarem desde a infância que a constante busca do conhecimento me 

tornaria melhor. 

Ao meu marido Jankiel por todo amor, carinho e companheirismo que tem 

me dedicado ao longo dos nossos 15 anos de casados e por incentivar as minhas 

escolhas. 

Aos meus filhos Pedro e Lucas por me inspirarem e impulsionarem a ser 

melhor a cada dia. Meus presentes de Deus.  

À Deus porque Dele, por Ele e para Ele são todas as coisas. 
 

  



 

RESUMO  

 

A implicação do estresse oxidativo na toxicidade do etanol está associado a 

formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) durante seu metabolismo e na 

redução do potencial antioxidante. O ácido gálico (AG) é um composto polifenólico 

com ação antioxidante. Neste contexto, o estudo investigou a eficácia pré-clínica do 

AG per se e sobre as alterações neuroquímicas e comportamentais em tecido 

cerebral de peixe-zebra exposto ao etanol. Para análise do AG per se, os animais 

foram divididos em oito grupos: os que foram expostos por 24 e 48h (controle e AG 

5, 10 e 20 mg/L). Após, os animais foram divididos em quatro grupos: controle, 

exposto ao etanol 0,5% por 7 dias e 24h após na presença de AG 5 e 10 mg/L. No 

final do período de exposição, os animais passaram por teste comportamental 

locomotor/exploratório e ansiolítico-símile por meio dos testes novel tank e 

claro/escuro, em seguida foram submetidos a eutanásia e o cérebro total dissecado 

para as análises bioquímicas: espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), 

grupamentos sulfidrila (SH), oxidação de diclorofluoresceína (DCFH), os níveis de 

nitrato e nitrito, glutationa reduzida (GSH), superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), colina acetiltransferase (ChAT) e acetilcolinesterase (AChE). Os resultados 

mostraram que, o grupo AG 20 mg/L nos dois tempos testados, induziram aumento 

nos níveis de TBA-RS, SH, DCFH, da atividade exploratória dos animais no teste 

novel tank e diminuição da atividade da AChE. Os grupos AG 5 e 10 mg/L, 

independente do tempo de exposição, induziram aumento da atividade da SOD e 

CAT e não alteraram os demais parâmetros avaliados. Após a exposição ao etanol, 

foi verificado que o AG 5 e 10 mg/L reverteram os danos gerado pelo etanol nos 

níveis de TBA-RS, DCFH, na atividade da SOD, na perda cinética da enzima ChAT, 

bem como recuperou a característica tipo ansiolítica gerada pelo etanol verificado no 

teste comportamental. Em conclusão, o estudo demonstrou que a exposição ao AG 

20 mg/L confere um caráter tóxico ao cérebro de peixe-zebra verificado por meio do 

perfil pró-oxidante, comportamental e colinérgico. Além disso, que o AG 5 e 10 mg/L 

reverteram as alterações comportamentais e colinérgicas geradas pelo etanol 

possivelmente associadas a sua ação antioxidante.    

 

Palavras-chave: ácido gálico; etanol; estresse oxidativo; comportamento; sistema 

colinérgico.  



 

ABSTRACT  

 

The oxidative stress implication on ethanol toxicity is associated with reactive oxygen 

species (ROS) formation during their metabolism and in the antioxidant potential 

reduction. Gallic acid (AG) is a polyphenolic compound with antioxidant action. In this 

context, the study investigated the preclinical efficacy of GA per se and on 

neurochemical and behavioral changes in brain tissue from zebrafish exposed to 

ethanol. For AG analysis per se, the animals were divided into eight groups: those 

that were exposed for 24 and 48 hours (control and AG 5, 10 and 20 mg/L). 

Subsequently, the animals were divided into four groups: control, exposed to 0.5% 

ethanol for 7 days and 24 hours after in the presence of AG 5 and 10 mg/L. At the 

end of the exposure period, the animals underwent locomotor/exploratory and 

anxiolytic-like behavioral tests through novel tank and light/dark tests, after which 

they were euthanized and the whole brain dissected for biochemical analyzes: levels 

of thiobarbituric acid reactive species (TBA-RS), sulfhydryl groups (SH), 

dichlorofluorescein oxidation (DCFH), nitrate and nitrite levels, reduced glutathione 

(GSH), superoxide dismutase (SOD) activity, catalase (CAT) activity, 

acetyltransferase choline (ChAT) and acetylcholinesterase (AChE) activity. The 

results showed that, the AG 20 mg/L group in the two tested times, induced an 

increase in the TBA-RS, SH, DCFH levels, increase in exploratory activity of animals 

in the novel tank test and a decrease in the AChE activity. The concentrations of 5 

and 10 mg/L, regardless of exposure time, showed an increase in SOD and catalase 

activity and showed no changes in the other parameters evaluated. Regarding the 

results after exposure to ethanol, it was found that GA in the 5 and 10 mg / L 

concentrations reversed the damage generated by ethanol on TBA-RS levels, DCFH 

oxidation and SOD activity, in the kinetic damage of the ChAT enzyme, as well as 

recovering the type characteristic anxiolytic generated by ethanol verified in the 

behavioral test. In conclusion, the study demonstrated that exposure to AG 20 mg/L 

confers a toxic character to the zebrafish brain, verified through the pro-oxidant, 

behavioral and cholinergic profile. Furthermore, that AG 5 and 10 mg/L reverse the 

behavioral and cholinergic damage generated by ethanol possibly associated with its 

antioxidant action. 

 

Key-words: gallic acid; ethanol; oxidative stress; behavior; cholinergic system. 
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1 INTRODUÇÃO 

O etanol é uma substância lícita cujo consumo excessivo está relacionado a 

doenças como cardiomiopatia e arritmia cardíaca, esteatose, cirrose hepática, 

pancreatite e cânceres hepático, cerebral, do pescoço e da cavidade oral (WHO, 

2018). O etanol é uma molécula facilmente distribuída na corrente sanguínea e 

absorvida pelo trato gastrointestinal que por meio da circulação portal chega ao 

fígado onde é metabolizado (PENG, 2009). O acetaldeído, produto do metabolismo 

hepático do etanol, e o próprio etanol são moléculas simples que atravessam 

facilmente as membranas celulares, inclusive a barreira hematoencefálica (BHE), 

alterando a química cerebral e desta forma, o comportamento. A implicação do 

estresse oxidativo na toxicidade do etanol está associado a formação de espécies 

reativas de oxigênio durante seu metabolismo e na influência do etanol e seus 

metabólitos na diminuição do potencial antioxidante (COMPORTI et al., 2010).  

A busca pelo entendimento de compostos naturais com propriedades 

antioxidantes vem se tornando alvo de estudos. O ácido gálico (ácido 3,4,5-

trihidroxibenzóico) é um composto fenólico derivado do metabolismo secundário de 

plantas por meio da via do ácido chiquímico (BADHANI et al., 2015). Possui uma 

estrutura composta de um anel aromático com três grupos hidroxila (OH) e um grupo 

carboxila (COOH), onde a formação estrutural fenólica em arranjos planares 

conferem a propriedade de eliminação de radicais livres ao ácido gálico (SROKA; 

CISOWSKI, 2003). Um estudo de MONU YADAV et al. (2018) em cérebro de ratos 

com psicose induzida por cetamina, demonstrou efeitos neuroprotetores associados 

a ação antioxidante do ácido gálico. Adicionalmente, ABDEL-MONEIM et al. (2017) 

observaram que o ácido gálico inibiu a neurodegeneração hipocampal em ratos com 

Diabetes tipo 2 devido a suas propriedades antioxidantes.  

O peixe-zebra, conhecido também como paulistinha ou zebrafish, foi 

introduzido na pesquisa biomédica pela primeira vez em 1981 por George 

Streisinger. O genoma do peixe-zebra está totalmente sequenciado e possui uma 

homologia de aproximadamente 70-80% com o genoma humano (BARBAZUK et al., 

2000; STERN; ZON, 2003). Sua a aplicabilidade como modelo animal em estudos 

científicos vem sendo expandida para diversas áreas do conhecimento, tais como 

bioquímica, neurociência, farmacologia, toxicologia e comportamento, devido a 

semelhança com os sistemas de neurotransmissores, estrutura encefálica, padrões 
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comportamentais, organização e funcionamento de seu sistema regulador de 

estresse (HOWE et al., 2013; DAL SANTO et al., 2014; KALUEFF et al., 2017). 

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 sistema nervoso 

central (BLANK et al., 2009; YANG et al., 2009).  

1.1 JUSTIFICATIVA 

Há evidências que os efeitos nocivos no cérebro, devido ao consumo de 

etanol, estejam relacionados a capacidade do etanol modular uma série de 

mecanismos e vias, como alterações nos sistemas de neurotransmissão e ativação 

de vias pró-oxidantes, que podem levar a alterações comportamentais. Sabe-se que 

o ácido gálico possui uma ação antioxidante e até o momento nada há descrito na 

literatura a respeito de seu efeito em cérebro de peixe-zebra. Desta forma, este 

trabalho teve o intuito de demonstrar os efeitos do ácido gálico no cérebro do peixe-

zebra, bem como, de analisar sua capacidade de reverter os efeitos neurotóxicos do 

etanol. Considerando que o peixe-zebra possui receptores e enzimas do sistema 

nervoso central previamente descritos e que possui defesas antioxidantes 

semelhantes a dos mamíferos, este peixe se torna um importante e consolidado 

modelo experimental para este estudo.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 ETANOL 

O etanol é uma substância psicoativa, obtido por meio de fermentação, 

utilizado em muitas culturas em rituais festivos e religiosos durante séculos 

(MCGOVERN, 2009). Com a Revolução Industrial, pôde ser observado um grande 

aumento na oferta e, consequentemente, na popularidade do consumo de bebidas 

alcoólicas, principalmente porque estas, antes produzidas artesanalmente, passaram 

a ser feitas por técnicas e em escala industrial devido ao advento do processo de 

destilação (GOUVEIA et al., 2009). Com isso, o padrão de consumo do etanol vem 

mudando ao longo dos anos e o seu uso nocivo é um dos fatores de risco de maior 

morbidade, mortalidade e incapacidades em todo o mundo (WHO, 2018).  

Estudos têm demonstrado que o consumo de etanol é fator importante na 

patogenia de diversas doenças como insuficiência cardíaca congestiva (RALEVSKI 

et al., 2019), infarto do miocárdio (GOEL et al., 2018), hipertensão (YEDLAPATI et 

al., 2016; PUDDEY et al., 2019), diabetes (KNOTT et al., 2015; TETZSCHNER et al., 

2018), câncer colorretal (BAGNARDI et al., 2015), câncer de mama (BAGNARDI et 

al., 2001), câncer gástrico (TRAMACERE et al., 2012; NA; LEE, 2017) e 

principalmente câncer hepático (CAO; GIOVANNUCCI, 2016; GANNE-CARRIÉ; 

NAHON, 2019). Ademais, o consumo crônico do etanol tem efeitos tóxicos e 

degenerativos sobre o sistema nervoso central (SNC), impactando na saúde do 

indivíduo, seu comportamento e a capacidade de interação social (NIAAA, 2019). 

O etanol é uma molécula facilmente distribuída na corrente sanguínea para a 

maioria dos órgãos e sistemas devido a sua alta solubilidade. A maior parte do 

etanol consumido (cerca de 90%) é absorvido pelo trato gastrointestinal e 

transportado por meio da circulação portal ao fígado onde é oxidado (PENG, 2009). 

No hepatócito, há três vias metabólicas com a capacidade de oxidação do etanol em 

acetaldeído: via enzima álcool desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1) na matriz 

citoplasmática, via enzima catalase nos peroxissomos e via do sistema microssomal 

de oxidação do etanol (MEOS) no retículo endoplasmático liso (QUERTEMONT et 

al., 2005) (Figura 1).  

A enzima ADH é a principal via metabólica de oxidação do etanol em 

acetaldeído nos hepatócitos (PANG, 2003). Nesta via ocorre a transferência de íons 
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de hidrogênio do etanol para o cofator nicotinamida adenina dinucleotídeo na forma 

oxidada (NAD+), sendo convertido para sua forma reduzida NADH (PAQUOT, 2019). 

A ADH possui quatro isoformas (I, II, III e IV) sendo que a ADH I é uma variante de 

maior eficiência na oxidação do etanol em humanos (LEE et al., 2006). Estudos têm 

demonstrado que a ADH difere de indivíduo para indivíduo, e que este polimorfismo 

está relacionado ao hábito de ingerir bebidas alcoólicas e no desenvolvimento da 

doença hepática (LEE et al., 2006; HASEBA et al., 2012).  

 

Figura 1: Representação do metabolismo hepático e cerebral do etanol 

 
Fonte: A autora (2021) 

 

O etanol é também metabolizado pela catalase, uma enzima que possui 

grupamentos heme em sua estrutura e expressa particularmente nos peroxissomos 

(KARAHANIAN et al., 2011). Comumente esta enzima catalisa a decomposição de 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, mas também pode catalisar a redução 

de peróxido de hidrogênio para água se doadores de elétrons estiverem presentes 

(reação peroxidativa) (RHOADS et al., 2012). O etanol, que atua como um doador de 

elétrons, é oxidado a acetaldeído por meio da reação peroxidativa da catalase. O 

peróxido de hidrogênio necessário para a reação é produzido pela oxidação do 

fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida adenina reduzido (NADPH) pela enzima 

NADPH oxidase (NOX; EC 1.6.3.1) presente no sistema microssomal 

(KARAHANIAN et al., 2011). O MEOS é um complexo enzimático, composto pelo 

citocromo P450 (EC 1.14.14.1) na sua isoforma CYP2E1 (EC 1.14.13.n7). Na 

oxidação do etanol, esta enzima utiliza como cofator o NADPH que durante a reação 
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é oxidado a NADP+. Estudos demonstraram que o consumo prolongado de etanol 

aumenta a atividade da enzima CYP2E1, favorecendo a forma de metabolização via 

MEOS no alcoolismo (PAQUOT, 2019). Independente da via metabólica de 

conversão do etanol em acetaldeído, o próximo evento metabólico é a conversão do 

acetaldeído em acetato. A enzima aldeído desidrogenase (ALDH; EC 1.2.1.3) é 

responsável pela oxidação de aproximadamente 90% do acetaldeído formado pelo 

metabolismo do etanol (PANG, 2003). Assim como a ADH, a ALDH utiliza o NAD+ 

como cofator e o reduz a NADH. No consumo prolongado de etanol, há excesso de 

NADH na matriz citoplasmática do hepatócito, alterando-se a homeostase celular 

(PAQUOT, 2019). O acetato produzido é lançado na corrente sanguínea, sendo 

rapidamente metabolizado nos tecidos extra-hepáticos em dióxido de carbono e 

água (PEANA et al., 2016). 

O acetaldeído, produto do metabolismo hepático do etanol, e o próprio 

etanol são moléculas simples que atravessam facilmente as membranas celulares, 

inclusive a barreira hematoencefálica (BHE) (FEIN; MEYERHOFF, 2000). No SNC, 

uma fração do etanol presente no cérebro, pode ser oxidado a acetaldeído (PEANA 

et al., 2016) (Figura 1). As isoformas I e IV da enzima ADH encontradas em 

neurônios não possuem alta eficiência na metabolização do etanol, sendo que a via 

da enzima catalase parece ser a mais utilizada no cérebro para a oxidação do 

etanol, seguida da via CYP2E1 (QUERTEMONT et al., 2005; HIPÓLITO et al., 

2007). Além do que, a isoforma II da enzima ALDH, presente em diversos neurônios, 

oxida o acetaldeído em acetato e sua eficiência é fundamental, visto que o 

acetaldeído, assim como o etanol, possui características neurotóxicas 

(HERNÁNDEZ et al., 2016; PEANA et al., 2016). 

 

2.2 NEUROQUÍMICA 

Há evidências crescentes que o etanol pode afetar o SNC interferindo nos 

sistemas de neurotransmissão, incluindo os aminoácidos neurotransmissores 

excitatórios (aspartato e glutamato), que ativam as células pós-sinápticas, e os 

inibitórios, tais como γ-ácido aminobutírico (GABA) e taurina, que deprimem a 

atividade das células pós-sinápticas (BROUSSE et al, 2012). As regiões mais 

acometidas pelas lesões neuroquímicas geradas pelo consumo do álcool são a 
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corticolimbica, onde danos no hipocampo e córtex entorrinal levam a uma variedade 

de déficits cognitivos (OBERNIER et al., 2002), e no lobo frontal, região responsável 

por funções executoras e comportamentais (KELSO et al., 2011). 

Sabe-se que o etanol é um agonista dos receptores γ-ácido aminobutíricos 

(GABAA) (QUERTEMONT et al., 2005; BROUSSE et al, 2012), favorecendo a 

atividade inibitória pós-sináptica. Durante a exposição prolongada ao etanol, os 

receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) são estimulados como uma 

resposta fisiológica aos efeitos depressores do etanol, afim de reestabelecer o 

equilíbrio na neurotransmissão inibitória/excitatória (RAO; SARI, 2012). Além deste 

mecanismo, os sistemas opióide (HARSHBERGER et al. 2016), purinérgico (RICO et 

al., 2011) e dopaminérgico (ALEXANDRE, 2019) apresentam alterações em seus 

efeitos neuroquímicos diante da exposição ao etanol. Outro sistema de 

neurotransmissão afetado pelo consumo de etanol é o colinérgico. Estudo em 

roedores tratados cronicamente com etanol (ingestão de etanol 20% v/v por 12 

semanas) apresentou perda de neurônios colinérgicos no córtex, hipocampo e 

amígdala cerebral, além da redução do conteúdo de acetilcolina (ACh) e diminuição 

da atividade da colina acetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6) e acetilcolinesterase 

(AChE; EC 3.1.1.7), enzimas responsáveis pela transmissão colinérgica (ARENDT et 

al., 1988). 

2.2.1 Sistema Colinérgico 

O sistema colinérgico desempenha funções essenciais no SNC tais como o 

desenvolvimento das estruturas cerebrais, no processamento de aprendizagem e 

memória e nas funções sensoriais por meio do controle do fluxo sanguíneo cerebral 

(GIOVANNINI et al., 2015; ANTYBORZEC et al., 2016; SOLARI; HANGYA, 2018). 

A ACh é o neurotransmissor do sistema colinérgico, sintetizada pela enzima 

ChAT, a partir de acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e colina, e armazenada em 

vesículas pelo transportador vesicular de acetilcolina (vAChT). Com a exocitose 

vesicular, o neurotransmissor é liberado na fenda sináptica e é rapidamente 

degradado pela enzima AChE em acetato e colina (SOLARI; HANGYA, 2018). 

Grande parte da colina resultante é captada pelo terminal do axônio colinérgico por 

um transportador de colina (ChT) e reutilizada na síntese de nova ACh 

(GIOVANNINI et al., 2015) (Figura 2). A hidrólise da ACh pela AChE evita a 
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propagação contínua do impulso nervoso, o que poderia acarretar efeitos 

comportamentais como hiperatividade, asfixia e morte (ROEX, 2003). Devido à sua 

função regulatória nas sinapses colinérgicas, a AChE se torna extremamente 

importante para o equilíbrio do SNC (OFEK; SOREQ, 2013).  

 

Figura 2 – Representação da sinalização colinérgica 

 
Fonte: BERNARDO (2017) 

 

A ACh na fenda sináptica pode se ligar a receptores colinérgicos nicotínicos 

(nAChRs) e muscarínicos (ABREU-VILLAÇA et al., 2016). Estas duas classes são 

divididas em virtude de suas diferentes 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; 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; CLEMENTI, 2004). Os receptores muscarínicos são 

metabotrópicos, isto é ligado à proteína G 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 inositol 1,2,4 

trifosfato (IP3), o qual induz a liberação de cálcio intracelular e diacilglicerol (DAG). 
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Já, os receptores M2 e M4 estão unidos a uma proteína Gi que induz sua reposta via 

inibição da adenilato ciclase (UCHIYAMA; CHESS-WILLIAMS, 2004; OFEK; 

SOREQ, 2013). 

A ChAT e a AChE são proteínas utilizadas como marcadores específicos do 

estado funcional dos neurônios colinérgicos, e desta forma, são alvo de estudos em 

doenças relacionadas a detrimentos cognitivos, bem como, a exposição ao etanol 

(KUMAR et al., 2016; GÖKÇEK-SARAÇ et al., 2021). Um estudo realizado em ratos 

adultos expostos ao etanol quando jovens, demonstrou por meio de testes 

comportamentais e análise imuno-histoquímica, que a diminuição persistente da 

imunoreatividade da ChAT em neurônios colinérgicos, podem levar a alterações 

comportamentais, como o aumento da tomada de decisão arriscada (BOUTROS et 

al., 2015). Ademais, estudos têm evidenciado que os prejuízos ao sistema 

colinérgico após a exposição ao etanol, se devem ao seu efeito pró-oxidativo 

(TIWARI et al., 2012; TIWARI; CHOPRA, 2013). 

 

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

A geração de espécies reativas de oxigênio (ERO) ou de nitrogênio (ERN) é 

parte integrante de diversas condições fisiológicas. Durante os processos 

metabólicos, essas espécies reativas atuam como mediadores para a transferência 

de elétrons em várias reações bioquímicas (MURPHY, 2009). Sua produção, em 

proporções adequadas, possibilita a geração de trifosfato de adenosina (ATP) por 

meio da cadeia transportadora de elétrons, regulação da sinalização celular e 

participação de mecanismos de defesa durante o processo inflamatório (SIES, 

2015). Por outro lado, o organismo dispõe de um sistema antioxidante regulatório 

das espécies reativas (Figura 3). O estresse oxidativo decorre da existência de um 

desequilíbrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geração 

excessiva de espécies reativas ou em detrimento da velocidade de remoção desses 

(BARBOSA et al., 2010). Tal desequilíbrio apresenta consequências deletérias para 

a célula, tais como a peroxidação lipídica, a oxidação e consequente inativação de 

proteínas e lesões oxidativas ao DNA, podendo levar à perda de função e morte 

celular (PALA; GÜRKAN, 2008; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018). 
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Figura 3 – Representação de fontes endógenas de espécies reativas e sistemas antioxidantes 
enzimáticos e não enzimáticos. 

 
Fonte: FERREIRA (2016) 

 

O cérebro apresenta uma baixa capacidade de reagir contra ERO devido a 

suas limitadas defesas antioxidantes, ao alto consumo de oxigênio e ao alto teor de 

ferro e ácidos graxos insaturados, em comparação aos demais tecidos (ROMANO et 

al, 2017; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018), tornando este órgão mais vulnerável 

ao aumento de espécies reativas especialmente na presença de alguns 

xenobióticos, como o etanol (AUGUSTYNIAK et al., 2005; SHAH et al., 2015). 

Durante a exposição prolongada ao etanol, o MEOS contribui significativamente para 

o metabolismo do etanol (HERNÁNDEZ et al., 2016). Na oxidação do etanol por este 

sistema, pode haver a formação do ânion superóxido (O2
-) e do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela CYP2E1 (COMPORTI et al., 2010; KOEHLER et al., 2016). 

Estas mesmas ERO podem ser geradas pela enzima NOX, que se encontra com a 

atividade aumentada durante exposição crônica ao etanol (EL-NAGA, 2015; 

MARCHI et al., 2016). Ademais, SUN e SUN (2001), verificaram a formação de 

radical hidroxietil (CH3CHOH) em cérebro de rato durante a oxidação do etanol. O 

radical hidroxietil é muito reativo e possui meia-vida longo podendo causar dano 

maior que o radical hidroxila (OH-).  
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As ERO e ERN podem atacar uma série de biomoléculas, iniciando reações 

em cascata onde um radical reage com um composto gerando novos radicais. O 

processo de oxidação resultante do ataque destas espécies sobre os ácidos graxos 

poliinsaturados presentes nas membranas celulares chama-se lipoperoxidação 

(SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Durante a lipoperoxidação, intermediários podem 

sofrer quebras gerando hidrocarbonetos de cadeia curta (etano e pentano), aldeídos 

(como o malonaldeído e 4-hidroxinonenal), epóxidos e outros produtos altamente 

citotóxicos (OZCAN; OGUN, 2015). Como resultado da lipoperoxidação as 

membranas sofrem alterações na fluidez e na permeabilidade, resultando em perda 

na homeostase e morte celular (ROMANO et al, 2017). Ainda, a oxidação de 

proteínas resulta na perda de função destas, inativação de enzimas, perda da 

homeostase iônica, podendo levar à morte celular (SCHIEBER; CHANDEL, 2014; 

GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018). Adicionalmente, os danos oxidativos ao DNA 

provocam deleção e quebras de cadeias, podendo induzir novas mutações e 

alterando a expressão gênica, colaborando para o desenvolvimento de doenças 

crônicas (PALA; GÜRKAN, 2008). 

Para manter a homeostasia celular contra os efeitos deletérios das ERO e 

ERN, a célula possui defesas antioxidantes que agem sobre as biomoléculas. Dentre 

as defesas antioxidantes, destacam-se a enzima superóxido dismutase (SOD; EC 

1.15.1.1) que é responsável pela dismutação de ânions superóxido, a forma mais 

abundante de ERO, a catalase (EC 1.11.1.6), que neutraliza o peróxido de 

hidrogênio liberado nessa ação, glutationa peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9), glutationa 

redutase (GR; EC 1.8.1.7), glutationa-S-transferase (GST; EC 2.5.1.18), ϒ-

glutamilcisteína ligase (GCL; EC 6.3.2.2) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD; 

EC 1.1.1.49) (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018). O sistema de antioxidantes não 

enzimáticos pode ser dividido em endógeno e exógeno. Dentre os compostos 

endógenos está a gutationa reduzida (GSH), e, aos antioxidantes exógenos o retinol 

(vitamina A), ascorbato (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E) e os compostos 

fenólicos, por exemplo, o ácido gálico.  
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2.4 ÁCIDO GÁLICO 

As plantas são compostas por misturas complexas de metabólitos 

secundários que vêm sendo investigados nas últimas décadas como fonte nutricional 

por desempenharem um papel importante na proteção da saúde humana. Dentre 

estes metabólitos, os compostos mais estudados são os polifenóis, que foram 

associados a redução dos riscos de algumas doenças como cânceres (RUSSO et 

al., 2017), diabetes (GUASCH-FERRÉ et al., 2017), doenças cardiovasculares 

(RASINES-PEREA et al., 2017) e doenças neurodegenerativas (SPAGNUOLO et al., 

2016). O efeito protetor dos polifenóis tem uma estreita correlação com a eliminação 

de radicais livres, efeitos quelantes de metais, potencial capacidade de interagir com 

vias de transdução de sinal e inibição de diferentes enzimas, incluindo cicloxigenase 

e lipoxigenase (DAGLIA et al., 2014). 

O ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico, AG) (Figura 4) é um composto 

trifenólico de baixo peso molecular e é um intermediário do metabolismo secundário 

derivado da via do ácido chiquímico (DAGLIA et al., 2014). Está presente em várias 

espécies vegetais, especialmente em chá verde, uvas, mangas e nozes, e é 

considerado o principal polifenol presente nas dietas (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2014; 

BHATT et al., 2017). As quantidades de AG presente nas plantas variam de acordo 

com a espécie e, dentro de uma espécie vegetal, de acordo com diferentes fatores 

ambientais como radiação ultravioleta (UV), infecções microbianas, ataque de 

insetos e estressores químicos. Visto que é um metabólito secundário, a sua função 

na planta é protegê-la diante destes insultos (KARIMI et al., 2014). 

 

Figura 4 – Estrutura química do ácido gálico 

 
 

O metabolismo dos polifenóis no organismo humano e sua 

biodisponibilidade, ainda permanecem incertos. No que diz respeito ao AG, quando 

comparado com outros compostos polifenólicos, parece ser o composto melhor 
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absorvido em humanos. A maior fração do AG administrado por via oral é convertido 

em ácido 4-O-metilgalico (principal metabólito plasmático), e é excretado por via 

urinária aproximadamente 6 h após a administração (de OLIVEIRA et al., 2016). 

Devido ao seu peso e polaridade molecular, o AG apresenta-se biodisponível em 

diferentes sistemas celulares, como já demonstrado em modelos in vitro e in vivo (LI 

et al., 2017; SINGULANI et al., 2017; SHAO et al., 2019).  

As propriedades terapêuticas do AG vêm sendo investigadas desde os anos 

90 quando se observou que ratos tratados com chá verde apresentaram redução da 

atividade mutagênica no trato gastrointestinal (DAGLIA et al., 2014). Desde então, 

muitas propriedades foram atribuídas ao AG como hepatoprotetora (PERAZZOLI et 

al., 2017), antimicrobiana (ZHAO et al., 2018) e anti-inflamatória (BENSAAD et al., 

2017). Estas propriedades se devem ao fato do AG atuar em vias bioquímicas da 

inflamação e do processo oxidativo. Em relação ao processo inflamatório, estudos 

realizados em ratos (DONADO-PESTANA et al., 2018) e humanos obesos 

(SKRZYPCZAK-JANKUN e JANKUN, 2010), demonstraram que a administração de 

AG reduz os níveis de marcadores pró-inflamatórios. Além do que, foi demostrado 

que o AG atua como inibidor competitivo das enzimas ciclo-oxigenases COX-1 e 

COX-2 com maior afinidade pela COX-2 (REDDY et al., 2010).  

O efeito antioxidante do AG no SNC vem sendo objeto de estudo, visto que 

o estresse oxidativo e processos inflamatórios mediados pelo desbalanço oxidativo 

são fatores da fisiopatologia de diversas doenças neurodegenerativas. Esta 

substância pode interagir com os radicais livres e encerrar a cascata oxidativa antes 

de danificar as biomoléculas, utilizando mecanismos como quelação de metais, 

sequestro de elétrons desemparelhados e agindo na sinalização celular (OROIAN et 

al., 2015; MÁRQUEZ et al., 2019). O mecanismo de quelação de metais do AG é 

extremamente importante no SNC, visto que o cérebro apresenta um alto teor de 

ferro, e que este metal pesado participa nas reações de oxidação de biomoléculas 

por meio da reação de Fenton.  

Um recente estudo de SIDDIQUI et al. (2019) demonstrou que o AG 

suprimiu a inflamação por meio da medição dos níveis de mediadores inflamatórios 

em astrócitos de ratos em um modelo de neuroinflamação induzido por 

lipopolissacarídeo (LPS). Além disso, CHANDRASEKHAR et al. (2018) demonstrou 

que o AG foi eficaz em atenuar a interrupção do potencial da membrana 

mitocondrial, os níveis elevados de ERO intracelular e morte celular apoptótica 
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induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma neurotoxina implicada na doença de 

Parkinson, em células dopaminérgicas humanas. Adicionalmente, PEREIRA et al. 

(2018) verificou em estudo com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina que 

ocorreu aumento da lipoperoxidação, prejuízo na atividade antioxidante e alterações 

comportamentais tipo ansiogênica. O tratamento com AG reverteu estas condições 

oxidativas e comportamentais relacionando esta substância a efeitos 

neuroprotetores e neuromodulatórios (PEREIRA et al., 2018). Além disso, estudos 

têm demonstrado que a propriedade antioxidante do AG pode estar relacionada a 

capacidade modulatória do sistema colinérgico em doenças neurodegenerativas, e 

que esta neuromodulação está associada a melhora cognitiva (NAGPAL et al., 2013; 

OBOH et al., 2017; de OLIVEIRA et al., 2018; MONU YADAV et al., 2018). 

 

2.5 PEIXE-ZEBRA COMO MODELO ANIMAL 

O peixe-zebra é um pequeno teleósteo (3 a 4 cm) de água doce pertencente 

à família Cyprinidae (Figura 5), e tem sido utilizado como modelo experimental em 

diversas áreas do conhecimento, tais como: genética e genômica, teratologia, 

biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia (VASCOTTO et al., 

1997). A utilização do peixe-zebra na pesquisa vem aumentando especialmente por 

apresentar benefícios como pequeno espaço requerido para manutenção, baixo 

custo por animal, rápido desenvolvimento, número elevado da prole, embriões 

translúcidos e suscetíveis à manipulação e microinjeção (SIEBEL et al., 2015).  

Por ser um vertebrado que apresenta características relevantes, o peixe-

zebra vem se tornando um modelo animal complementar aos 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 (GERLAI et al., 2006; LIESCHKE; CURRIE, 2007; EBARASI et 

al., 2011). Diversos sistemas de neurotransmissão amplamente estudados em 

mamíferos já foram identificados e descritos em peixe-zebra, tais como: 

dopaminérgico (BOEHMLER et al., 2004), GABAérgico (KIM et al., 2004), 

glutamatérgico (EDWARDS; MICHEL, 2002), histaminérgico (KASLIN; PANULA, 
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2001), serotoninérgico (RINK; GUO, 2004) e purinérgico (RICO et al., 2003; 

ROSEMBERG et al., 2011; VUADEN et al., 2016). Em relação ao sistema 

colinérgico, estudos já sequenciaram, identificaram e avaliaram a atividade das 

enzimas AChE e ChAT neste modelo animal (MUELLER et al., 2004; ARENZANA et 

al., 2005).  

 

Figura 5 – Peixe-zebra (Danio rerio) 

 
 

Além de modelo experimental em processos neurobiológicos, o peixe-zebra 

também emergiu como um sistema importante para a modelagem de doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo. O peixe-zebra possui defesas antioxidantes 

como a dos mamíferos, sugerindo que peixes e mamíferos têm semelhantes 

respostas celulares ao estresse oxidativo (MOHANTY et al., 2016). Com isso, 

estudos de enzimas antioxidantes, de produção de espécies reativas e danos 

gerados pelo estresse oxidativo vêm sendo realizados em cérebro de peixe-zebra 

expostos à diversas toxinas (NUNES et al., 2016; ZHENG et al., 2016; MOHANTY et 

al., 2017). 

O peixe-zebra tem se mostrado também um modelo promissor no estudo 

das alterações fisiopatológicas na exposição ao etanol. Esta espécie possui duas 

classes da enzima ADH (ADH8A e ADH8B), sendo que a ADH8A possui alta 

afinidade ao etanol, possuindo melhor eficiência na metabolização e com homologia 

genômica de 73% com a ADH1 humana (TRAN et al., 2015a; TRAN et al., 2015b). 

Em relação ao SNC, estudos têm demonstrado alterações neuroquímicas 

dopaminérgicas, serotoninérgicas e glutamatérgicas no peixe-zebra na exposição 

crônica e aguda ao etanol (CHATTERJEE et al., 2014; AGOSTINI et al., 2020). Além 

de ser um modelo no estudo do etanol, o peixe-zebra pode ser utilizado no estudo 

do AG, visto que, enzimas relacionadas ao metabolismo do mesmo já foram 

identificadas, codificadas e caracterizadas (MOHAMMED et al., 2012). 

Adicionalmente, TECHER et al. (2015) avaliaram a toxicidade aguda do AG em 
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peixes-zebra adultos por meio da concentração letal 50 (CL50) e demonstraram que 

esta substância é bem tolerada nesta espécie (96 h - CL50 > 100 mg/L).  

Em relação a modulação comportamental do peixe-zebra, 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. Estudos de GERLAI et al. (2000, 2006)  evidenciaram 

o efeito ansiolítico do etanol em peixes-zebra expostos de forma aguda e crônica. 

Adicionalmente, até o momento, nada se sabe sobre o efeito do AG sobre 

parâmetros comportamentais no peixe-zebra, logo, este estudo trará esta informação 

de forma inédita. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a eficácia pré-clínica do ácido gálico per se e sobre as alterações 

neuroquímicas e comportamentais em tecido cerebral de peixe-zebra exposto ao 

etanol. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Investigar o efeito do AG per se e após a exposição prolongada ao etanol 

sobre parâmetros de estresse oxidativo como níveis de TBA-RS, conteúdo de 

grupos sulfidrila, oxidação de DCFH e níveis de nitratos e nitritos. 

- Avaliar o efeito do AG per se e após a exposição prolongada ao etanol 

sobre a ação antioxidante através dos níveis de GSH e atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e catalase em cérebro total de peixe-zebra; 

- Analisar o efeito do AG per se e após a exposição prolongada ao etanol 

sobre o comportamento locomotor/exploratório do peixe-zebra; 

- Observar o efeito do AG per se e após a exposição prolongada ao etanol 

sobre o perfil ansiolítico-símile do peixe-zebra; 

- Verificar o efeito do AG per se e após a exposição prolongada ao etanol 

sobre o sistema colinérgico por meio da atividade das enzimas AChE e ChAT. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Para a realização deste estudo foram utilizados 360 peixe-zebra (Danio 

rerio) adultos (com aproximadamente quatro meses de idade) de ambos os sexos 

(50:50). Os animais foram obtidos da colônia proveniente de estabelecimento 

comercial e foram mantidos no Laboratório de Farmacologia e Toxicologia Pré-

Clínica de Produtos Bioativos da Universidade Federal de Pernambuco, em aquários 

de 50 L com água destilada, salinizada e continuamente aerada, em uma densidade 

de 3 animais por litro. A temperatura da água foi regulada em 25 ± 1,0 °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 foram averiguadas antes e depois dos experimentos. Os 

peixes foram alimentados duas vezes por dia com ração industrializada flocada 

(TetraMin™, NC, USA) e seu bem-estar guiado pelo preceito da redução, 

substituição e refinamento, visando a garantir o melhor aproveitamento e uso de 

menor número de animais. Para melhor representar a heterogeneidade da 

população foram utilizados peixe-zebra do tipo selvagem, devido à sua variabilidade 

genética aumentada. O manejo dos animais foi realizado de acordo com o Guia para 

o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório do National Institutes of Health (National 

Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals, 2011). O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo 

23076.020129/2018-93, ANEXO A) e Universidade do Extremo Sul Catarinense, SC 

(protocolo 068/2019-1, ANEXO B). 

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Para avaliação do efeito do ácido gálico per se sobre o cérebro do peixe-

zebra, os animais foram introduzidos aos aquários de teste (10 L) em um número de 

30 animais por aquário, contendo uma solução de ácido gálico (Sigma-Aldrich St. 

Louis, MO, EUA) nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L durante 24 e 48h, formando 

desta forma seis grupos distintos (Figura 6). Os grupos controles foram introduzidos 
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ao aquário teste (10 L), porém sem exposição ao ácido gálico. Cada grupo foi 

formado por uma amostra igual a seis, de tal forma que cada amostra foi composta 

por um pool de cinco cérebros totais. 

 

Figura 6 - Protocolo experimental de exposição ao ácido gálico (AG). 
 

 
 

O segundo passo foi avaliar o efeito do ácido gálico sobre o cérebro de 

peixe-zebra após a exposição ao etanol. Para reproduzir o modelo de exposição 

prolongada ao etanol em peixe-zebra, proposto por RICO et al. (2011), 90 animais 

foram introduzidos ao aquário de teste (30 L) contendo uma solução de etanol 

(Merck, Darmtadt, ALE) a 0,5% (v/v). Os animais foram mantidos no aquário de teste 

por 7 dias de forma ininterrupta e para garantir a concentração de etanol constante, 

a solução foi substituída totalmente diariamente. No oitavo dia, os animais foram 

divididos de forma aleatória em três grupos distintos, onde dois deles receberam por 

24h AG nas concentrações de 5 e 10 mg/L, respectivamente. O grupo controle foi 

introduzido ao aquário teste (10 L), porém sem exposição ao etanol. Desta forma, 

obteve-se quatro grupos distintos (Figura 7), em que cada grupo foi formado por uma 

amostra igual a seis, de tal forma que cada amostra foi composta por um pool de 

cinco cérebros totais. 

Ao término do tratamento, os peixes foram submetidos aos testes 

comportamentais e imediatamente após os animais foram crioanestesiados e 

sofreram eutanásia por decaptação, as caixas cranianas foram abertas e os 
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cérebros foram retirados, limpos e mantidos a -80 °C até o momento da realização 

das análises bioquímicas. 

 
 
Figura 7 – Protocolo de exposição ao etanol e ácido gálico (AG) 

 
 

4.3 AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS COMPORTAMENTAIS 

4.3.1 Avaliação da atividade exploratória e locomotora com o teste novel tank 

O teste comportamental novel tank foi realizado durante o mesmo período 

do dia (entre as 9 e 16 h) para todos os grupos (n=12). Cada animal foi transferido 

de forma cuidadosa para o aparato e testado individualmente. Da mesma forma que 

no estudo de ROSEMBERG et al. (2011), o aparato teste consistiu em um aquário 

de vidro trapezoidal (23,9 cm fundo; 28,9 cm topo e 15,1 cm altura) preenchido com 

1,5 L de água proveniente do respectivo aquário habitat (Figura 8A). 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 8B), conforme previamente determinado 
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(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 com objetivo 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 durante seis minutos utilizando um software de videotracking apropriado 

(ANY-maze, Stoelting CO, USA). A cada três animais testados, a água presente no 

aquário teste foi substituída. Todos os peixes foram manipulados pela mesma 

pessoa durante o teste comportamental, a qual não participou dos ensaios 

bioquímicos. Foram analisados os perfis exploratório e locomotor por meio dos 

seguintes parâmetros calculados pelo software: distância percorrida, velocidade 

média, número de cruzamentos entre as zonas, tempo e número de episódios em 

que o animal permaneceu imóvel, tempo e número de entradas em cada zona do 

aquário. 

 

Figura 8: Representação das dimensões e zonas determinadas no aparato utilizado no teste Novel 
tank 

 
Fonte: ROSEMBERG et al. (2011). 

 

4.3.2 Avaliação do perfil ansiolítico-símile com o teste claro/escuro 

O teste claro/escuro foi realizado de acordo com GEBAUER et al. (2011) e 

MARCON et al. (2019). Cada animal foi cuidadosamente transferido para o aparelho 

e testado individualmente (n = 12/grupo). O aparelho consistiu em um tanque de 

vidro (18x9x7 cm) dividido em duas partes, um compartimento preto e um 

compartimento branco, com uma divisória guilhotina deslizante (9x7 cm) entre os 

dois compartimentos de tamanhos iguais com 3 cm de água proveniente do aquário 

habitat. A cada três animais testados, a água presente no aquário teste foi 

substituída. Todos os peixes foram manipulados pela mesma pessoa durante o teste 

comportamental, a qual não participou dos ensaios bioquímicos. O tempo de 
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permanência no compartimento de luz e o número de travessias entre os 

compartimentos foram registrados por 5 min e posteriormente analisados por meio 

do software Boris (Università Degli Studi di Torino, Torino, Itália). 

 

4.4 AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 

4.4.1 Homogeinização dos tecidos 

Os tecidos (encéfalos) foram homogeneizados em tampão fosfato de sódio 

20 mM acrescido de cloreto de potássio 140 mM em pH 7,4. O homogenato foi 

centrifugado a 750 x g por 10 minutos a 4° C. Utilizou-se o sobrenadante para as 

análises posteriores (DAL SANTO et al., 2014; AGOSTINI et al., 2018). 

4.4.2 Níveis de Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) 

Para determinação dos níveis de TBA-RS, o sobrenadante obtido na 

homogeinização da amostra foi precipitado por meio de uma reação ácida com ácido 

tricloroacético (TCA, Vetec, São Paulo, Brasil) a 10% com sulfato de sódio 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 por meio 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; CHEESEMAN, 1990). 

4.4.3 Conteúdo de grupos sulfidrila 

Para determinação do conteúdo de grupos sulfidrila, uma alíquota da 

amostra (48 μg de proteína) foi incubada em tampão PBS com EDTA 1mM (pH 7,4). 

A oxidação dos tióis livres da amostra leva à formação de pontes dissulfeto. Após foi 

adicionado o ác. ditionitrobenzoico (DTNB), reagente de cor, que foi reduzido pelos 

tióis não oxidados, gerando o composto 2-nitro-5-tiobenzóico (TNB), um derivado 
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amarelo que foi lido espectrofotometricamente a 412 nm. Os resultados foram 

expressos em nmol de TNB.mg de proteína-1 (AKSENOV; MARKESBERY, 2001). 

4.4.4 Oxidação de DCFH 

A produção de espécies reativas em cérebro total de peixe-zebra 

submetidos a exposição 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 (30 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 2,7-

diclorofluoresceína (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. 

4.4.5 Níveis de nitratos e nitritos 

As concentrações de nitratos e nitritos em cérebro total foram determinadas 

de acordo com MIRANDA et al. (2001), utilizando o reagente de Griess (0,1% 

dihidrocloridronaftiletilendiamida em água e 1% de sulfanilamida em ácido clorídrico 

5%). Uma curva de calibração foi feita utilizando nitrato de sódio, e cada ponto da 

curva foi submetido aos mesmos tratamentos que as amostras. Neste protocolo, os 

nitratos são reduzidos pelo cloreto de vanádio a nitritos, que são detectados 

espectrofotometricamente a 540 nm pela reação com o reagente de Griess. Os 

resultados estão expressos em nmol de nitritos.mg de proteína-1. 

4.4.6 Atividade da SOD 

A atividade da SOD em cérebro total foi determinada de acordo com 

BANNISTER e CALABRESE (1987). Inicialmente, foram realizadas leituras da auto-

oxidação da adrenalina. Após, foram adicionados à amostra catalase 10 mM, 
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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). 

4.4.7 Atividade da Catalase 

Esta atividade enzimática da catalase em cérebro total foi determinada por 

meio 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 39,4 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). 

4.4.8 Níveis de glutationa (GSH) reduzida 

Os níveis de GSH cerebral foram determinados de acordo com SEDLAK e 

LINDSAY (1968) com pequenas modificações. Os níveis de GSH foram avaliados 

por meio da quantificação de grupos sulfidrila não proteicos em amostras de 

homogenato que foram submetidas à precipitação de proteínas por adição de TCA a 

20% seguida de centrifugação a 800 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram 

utilizados para o ensaio bioquímico. L-cisteína foi usada para construir a curva 

padrão dos grupos sulfidrila e os resultados expressos em µmol GSH.mg de 

proteína-1. 
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4.5 PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO DO SISTEMA COLINÉRGICO 

4.5.1 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. 

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.  

4.5.2 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. 

4.6 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de BRADFORD 

(1976). O princípio do método baseia-se na determinação da concentração de 

ligações peptídicas por meio da medida da absorbância do complexo proteína-

corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A 

absorbância é considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na 
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solução analisada, onde uma solução de albumina (1 mg/mL) foi utilizada como 

padrão. 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade usando o teste 

Shapiro-Wilk. Para os dados normalmente distribuídos (Shapiro-Wilk, p > 0,05) fez-

se da seguinte forma: para analisar a influência da concentração e do tempo de 

exposição ao AG nos parâmetros de estresse oxidativo, foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, seguido do teste de comparações múltiplas post 

hoc de Tukey; para analisar a influência das diferentes concentrações de AG nos 

parâmetros colinérgicos, foi utilizada ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, 

para experimentos com AG e etanol, foi utilizada ANOVA de duas vias seguido pelo 

teste de Tukey Os dados que não apresentaram distribuição normal foram 

analisados usando os testes de Kruskal-Wallis com os testes post hoc de 

comparação múltipla de Dunn. As diferenças entre os grupos foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. Os resultados estão apresentados como média ± erro 

padrão da média. Todas as análises foram realizadas utilizando-se o programa 

estatístico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). 
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5 RESULTADOS 

5.1 AVALIAÇÃO DO ÁCIDO GÁLICO EM CÉREBRO DE PEIXE-ZEBRA 

Como dito anteriormente, nada há na literatura sobre os efeitos do AG em 

cérebro de peixe zebra adulto. Com isso, inicialmente foi avaliado o efeito do AG per 

se nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L em cérebro de peixe-zebra expostos 

durante 24 e 48h sobre parâmetros de estresse oxidativo, visto que esta avaliação 

pode ser utilizada como um indicativo de toxicidade. 

O teste ANOVA demonstrou que a variável concentração possui efeito 

significativo sobre o conteúdo de grupamentos sulfidrila (F3,30 = 11,32, p < 0,0001, 

ANOVA de duas vias), um marcador de dano oxidativo a proteínas, e nos níveis de 

TBA-RS (F3,30 = 8,231, p = 0,0004, ANOVA de duas vias), um marcador de 

peroxidação lipídica. A variável tempo de exposição não apresentou significância (p 

˃ 0,05). A análise post hoc demonstrou aumento significativo sobre o conteúdo de 

grupamentos sulfidrila no grupo tratado com 20 mg/L de AG exposto por 24h (p = 

0,0014) e 48h (p = 0,0071) em relação ao grupo controle (Figura 9A). 

De maneira semelhante houve aumento significativo nos níveis de TBA-RS 

no grupo tratado com 20 mg/L de AG exposto por 24h (p = 0,0181) e 48h (p = 

0,0492) em relação ao grupo controle (Figura 9B). As demais concentrações não 

apresentaram diferenças significativas (p ˃ 0,05).   

 

Figura 9 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h 
sobre o conteúdo de grupamentos sulfidrila (A) e os níveis de ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) (B) em 
cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 6 
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos em nmol TNB.mg de 
proteína-1 e nmol.mg de proteína-1, respectivamente. *p<0,05; **p<0,01 em comparação ao grupo 
controle (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).  
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Para investigar o efeito do AG na produção de espécies reativas no cérebro 

do peixe-zebra, marcadores de ERO foram quantificados por meio da oxidação de 

DCFH, e marcadores de ERN foram quantificados por meio dos níveis de nitrato e 

nitrito.  

Foi constatado significância em relação as diferentes concentrações de AG 

na oxidação de DCFH (F3,30 = 15,65, p < 0,0001, ANOVA de duas vias), entretanto, o 

tempo de exposição não influenciou este parâmetro (p ˃ 0,05). A análise post hoc 

demonstrou aumento significativo na oxidação do DCFH no grupo tratado com 20 

mg/L de AG exposto por 24 e 48h (p = 0,049 and p = 0,048, respectivamente) em 

relação ao grupo controle (Figura 10A). As demais concentrações não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao grupo controle (p ˃ 0,05). Não houve 

diferença significativa nos níveis de nitrato e nitrito entre as concentrações testadas 

(p ˃ 0,05) (Figura 10B). 

 

Figura 10 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h 
sobre a oxidação de 2,7-diclorofluoresceína (DCFH; A) e os níveis de nitratos e nitritos (B) em cérebro 
total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 6 diferentes 
experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos em nmol.mg de proteína-1 e 
µmol.mg de proteína-1, respectivamente. **p<0,01 em comparação ao grupo controle (ANOVA de 
duas vias seguido de post hoc de Tukey). 

 
 

Adicionalmente, foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimáticas em 

cérebro total de peixe-zebra submetidos a exposição ao AG nas concentrações de 5, 

10 e 20 mg/L por 24 e 48h. o teste ANOVA demonstrou que a variável concentração 

apresentou significância na atividade das enzimas SOD (F3,30 = 8,372, p = 0,0003, 

ANOVA de duas vias) e CAT (F3, 30 = 17,37, p < 0,0001, ANOVA de duas vias), 

enquanto que, a variável tempo não apresentou significância (p ˃ 0,05). 

A análise post hoc revelou aumento na atividade da SOD após 24h de 

exposição nos grupos tratados com 5 e 10 mg/L (p = 0,0018; p = 0,0327, 

respectiamente) e após 48h nos grupos tratados com 5 e 10 mg/L (p = 0,0278; p = 
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0,0425) em relação ao grupo controle (Figura 11A). A atividade da CAT aumentou 

em todas as concentrações de AG testadas após 24h [5 mg/L (p = 0,0008), 10 mg/L 

(p = 0,0001) e 20 mg/L (p = 0,0097)] e 48h [5 mg/L (p = 0,0001), 10 mg/L (p = 

0,0032) e 20 mg/L (p = 0,0017)] em comparação com os respectivos grupos 

controles (Figura 11B).  

As demais concentrações não apresentaram diferenças significativas em 

relação ao grupo controle (p ˃ 0,05). Outrossim, foi avaliada a capacidade 

antioxidante não enzimática por meio dos níveis de GSH reduzida, a qual não houve 

diferença significativa nos grupos avaliados em relação ao grupo controle (p ˃ 0,05) 

(Figura 11C). 

 

Figura 11 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h 
sobre a atividade antioxidante das enzimas superóxido dismutase (SOD; A) e catalase (CAT; B) e 
sobre os níveis de glutationa reduzida (GSH) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados 
representam média ± erro padrão das médias de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. 
Os valores estão expressos em U.mg de proteína-1 (SOD e CAT) e em µmol de GSH.mg de proteína-1 

(GSH).  ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 em comparação ao grupo controle (ANOVA de duas vias 
seguido de post hoc de Tukey). 

 
 

Visto que a concentração de AG foi fator diferencial entre as alterações 

encontradas e o tempo de exposição não interferiu nestas alterações, a avaliação 

comportamental foi realizada nos animais expostos ao AG nas concentrações 5, 10 

e 20 mg/L durante 24h. Para avaliar o perfil exploratório/locomotor foi utilizado teste 
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do novel tank. Em relação ao perfil locomotor, não houve alteração entre os grupos 

avaliados, uma vez que os parâmetros distância percorrida, velocidade média e 

número de cruzamentos não apresentaram diferenças significativas (p ˃ 0,05) 

(Figura 12A, 12B e 12C). 

 

Figura 12 – Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no 
peixe-zebra sobre a distância percorrida (A), velocidade média (B) e número de cruzamentos (C) no 
aparato novel tank. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 12 diferentes 
experimentos. (Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn). 
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O perfil exploratório dos animais foi avaliado por meio dos parâmetros tempo 

imóvel, episódios de freezing e pelo tempo e número de entradas na zona superior e 

inferior do aquário. Foi notado que o grupo tratado com 20 mg/L de AG demonstrou 

uma diminuição no tempo imóvel (p = 0,039, Kruskal-Wallis; Figura 13A) e no 

número de episódio de freezing (p = 0,0030, Kruskal-Wallis; Figura 13B) em relação 

aos grupos controle.  

Neste mesmo grupo foi constatado que o tempo de permanência (Figura 

13C) e o número de entrada (Figura 13D) na parte superior do aparato foram 

significativamente maiores (p = 0,0002 e p = 0,0021, Kruskal-Wallis, 

respectivamente) em relação ao grupo controle, enquanto que o tempo de 

permanência na parte inferior do aparato foi menor em relação ao grupo controle (p 
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= 0,0044, Kruskal-Wallis, Figura 13E). As demais concentrações não apresentaram 

diferenças significativas em relação aos grupos controles (p ˃ 0,05). 

 

Figura 13 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no 
peixe-zebra sobre o tempo imóvel (A), episódios de freezing (B), tempo na parte superior (C), 
entradas na parte superior (D), tempo na parte inferior (E) e entradas na parte inferior (F) no aparato 
novel tank. Os resultados representam média ± erro padrão de 12 diferentes experimentos. 
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 em comparação ao grupo controle (Kruskal-Wallis seguido de post hoc 
de Dunn).  
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A avaliação do perfil ansiolítico-símile foi realizada pelo teste claro/escuro 

por meio dos parâmetros número de cruzamentos (Figura 14A) e tempo na área 

clara (Figura 14B) nos peixes-zebra tratados com 5, 10 e 20 mg/L de AG por 24h. 

Não houve diferença estatística destes parâmetros em relação aos grupos avaliados 

(p ˃ 0,05). 
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Figura 14 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no 
peixe-zebra sobre o número de cruzamentos (A) e tempo na área clara (B) no teste claro/escuro. Os 
resultados representam média ± erro padrão da média de 12 diferentes experimentos. (Kruskal-Wallis 
seguido de post hoc de Dunn).  

 
 

Considerando que respostas comportamentais estão associadas aos 

sistemas neuroquímicos, para compreender se a função dos neurônios colinérgicos 

são vulneráveis a exposição ao AG, a atividade das enzimas AChE e ChAT foram 

avaliadas em cérebro de peixe-zebra exposto ao AG nas concentrações 5, 10 e 20 

mg/L por 24h. Foi observada redução na atividade da enzima AChE em relação ao 

grupo controle em cérebro de peixe-zebra expostos a concentração de 20 mg/L 

(F3,20 = 9,691, p = 0,0014, ANOVA de uma via) (Figura 15A).  

As demais concentrações não apresentaram diferenças significativas em 

relação ao grupo controle (p ˃ 0,05). Não houve alteração na atividade da enzima 

ChAT entre os grupos avaliados (p ˃ 0,05). (Figura 15B). 

 

Figura 15 - Efeito da exposição ao ácido gálico nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L por 24h sobre 
a atividade das enzimas colinérgicas acetilcolinesterase (AChE; A) e colina acetiltranferase (ChAT; B) 
em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro padrão da média de 6 
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos em µmol ACSCh.h.mg 
de proteína-1 e nmol.4-TP.min-1.mg de proteína-1. **p<0,01 em comparação ao grupo controle (ANOVA 
de uma via seguido de post hoc de Tukey). 
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5.2 AVALIAÇÃO DO ÁCIDO GÁLICO EM CÉREBRO DE PEIXE-ZEBRA EXPOSTO 

DE FORMA PROLONGADA AO ETANOL 

Visto que o AG na concentração de 20 mg/L gerou alterações de estresse 

oxidativo, comportamental e colinérgico, optou-se em avaliar somente as 

concentrações 5 e 10 mg/L de AG nos animais expostos ao etanol, a fim de observar 

reversões aos danos gerados pelo etanol. Considerando que o etanol altera o 

sistema colinérgico, foram avaliadas as enzimas AChE e ChAT no cérebro de peixe 

zebra exposto ao etanol e posteriormente ao AG nas concentraçãoes de 5 e 10 

mg/L.  

Em relação a atividade da AChE não houve diferença significativa entre os 

grupos avaliados (p ˃ 0,05; Figura 16A). Contudo, foi percebido significante 

interação entre o AG e o etanol sobre a atividade da ChAT (F3,15 = 8,825, p = 

0,0013, ANOVA de duas vias). A análise post hoc demonstrou redução na atividade 

da enzima ChAT do grupo exposto ao etanol em relação ao grupo controle (p = 

0,001) e aumento da atividade desta enzima no grupo tratado com 10 mg/L de AG 

em relação ao grupo etanol (p = 0,0119; Figura 16B). 

 

Figura 16 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol sobre a atividade das enzimas colinérgica acetilcolinesterase (AChE; A) e colina 
acetiltransferase (ChAT; B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro 
padrão da média de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos 
em µmol ACSCh.h.mg de proteína-1 e nmol.4-TP.min-1.mg de proteína-1. **p<0,01 em comparação ao 
grupo controle; #p<0,05 em comparação ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc 
de Tukey). 

 

 

O próximo passo foi avaliar a influência do etanol e do tratamento com o AG 

nas concentrações de 5 e 10 mg/L sobre o perfil comportamental locomotor e 

exploratório do peixe-zebra por meio do teste novel tank. Dentre os parâmetros 

ligados ao perfil locomotor avaliado, não foi verificada alteração na distância 
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percorrida e velocidade média entre os grupos avaliados (p ˃ 0,05; Figura 17A e 

17B).  

 

Figura 17 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol no peixe-zebra sobre a distância percorrida (A) e velocidade média (B) no aparato novel 
tank. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 12 diferentes experimentos. 
(Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn).  
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Em relação ao perfil exploratório dos animais foi observado que o grupo 

exposto ao etanol permaneceu mais tempo imóvel do que o grupo controle (p = 

0,034, Kruskal-Wallis) e que o grupo tratado com 5 mg/L de AG apresentou um 

tempo imóvel menor em relação ao grupo etanol (p = 0,029, Kruskal-Wallis; Figura 

18A).  

Da mesma forma, o número de episódios de freezing do grupo exposto ao 

etanol foi maior quando comparado com o grupo controle (p = 0,0074, Kruskal-

Wallis). O grupo tratado com 5 mg/L de AG apresentou redução no número destes 

episódios em relação ao grupo etanol (p = 0,0086, Kruskal-Wallis) (Figura 18B).  

O tempo de permanência na parte superior do aparato pelo grupo exposto 

ao etanol foi maior em relação ao tempo de permanência do grupo controle (p = 

0,014, Kruskal-Wallis), sendo que os grupos tratados com 5 e 10 mg/L de AG 

apresentaram uma diminuição deste tempo em relação ao grupo etanol (p = 0,044 e 

p = 0,041, respectivamente, Kruskal-Wallis; Figura 18C). Todavia, o número de 

entrada na parte superior não apresentou alteração entre os grupos avaliados (p ˃ 

0,05, Figura 18D). Igualmente ocorreu com o número de entrada na parte inferior do 

aparato (p ˃ 0,05, Figura 18F).  

Em relação ao tempo de permanência na parte inferior do aparato, o grupo 

exposto ao etanol apresentou menor tempo nesta zona em relação ao grupo 

controle (p = 0,016, Kruskal-Wallis) enquanto que os animais tratados com as doses 

de 5 e 10 mg/L de AG apresentaram aumento na permanência na parte inferior do 
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aparato em relação ao grupo etanol (p = 0,010 e p = 0,040, respectivamente, 

Kruskal-Wallis; Figura 18E). 

 

Figura 18 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol no peixe-zebra sobre o tempo imóvel (A), episódios de freezing (B), tempo na parte superior 
(C), entradas na parte superior (D), tempo na parte inferior (E) e entradas na parte inferior (F) no 
aparato novel tank. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 12 diferentes 
experimentos. *p<0,01; **p<0,01 em comparação ao grupo controle; # p<0,01; ## p<0,01  em 
comparação ao grupo etanol (Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn). 

  
 

O perfil ansiolítico-símile dos animais expostos ao etanol e tratados com AG 

nas concentrações de 5 e 10 mg/L foi avaliado pelo teste claro/escuro por meio dos 

parâmetros número de cruzamentos (Figura 19A) e tempo na área clara (Figura 



48 

19B). Não houve diferença estatística destes parâmetros em relação aos grupos 

avaliados (p ˃ 0,05). 

 
Figura 19- Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol no peixe-zebra sobre o número de cruzamentos (A) e tempo na área clara (B) no teste 
claro/escuro. Os resultados representam média ± erro padrão da média de 12 diferentes 
experimentos.(Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn). 

 
 

Posteriormente, foi avaliado parâmetros de estresse oxidativo em cérebros de 

peixe-zebra expostos de forma prolongada ao etanol e tratados com AG. Ao avaliar 

a peroxidação lipídica no tecido cerebral do peixe-zebra (Figura 20A), foi constatada 

significante interação entre o AG e o etanol (F3,15 = 29,94, p < 0,0001, ANOVA de 

duas vias) nos níveis de TBA-RS. A análise post hoc demonstrou aumento nos 

níveis de TBA-RS no grupo exposto ao etanol em relação ao grupo controle (p = 

0,0003) e os grupos que foram tratados com 5 e 10 mg/L de AG apresentaram 

diminuição destes níveis em relação ao grupo etanol (p < 0,0001 para ambas).  

O dano proteico foi avaliado por meio do conteúdo dos grupamentos sulfidrila, 

todavia, não houve alteração entre os grupos avaliados (p ˃ 0,05; Figura 20B).  

 

Figura 20 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol sobre os níveis de ácido tiobarbitúrico (TBA-RS; A) e o conteúdo de grupamentos sulfidrila 
(B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 6 
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos em nmol.mg de proteína-

1 e nmol TNB.mg de proteína-1, respectivamente. ***p<0,001 em comparação ao grupo controle, ### 
p<0,001 em comparação ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).  
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Para a verificação da presença de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, foram quantificados a oxidação do DCFH (Figura 21A) e os níveis de 

nitratos e nitritos (Figura 21B) em cérebro de peixe-zebra expostos ao etanol e 

posteriormente tratados com 5 e 10 mg/L de AG. Uma significante interação entre 

AG e etanol foi observada em relação a oxidação do DCFH (F3,15 = 9,351, p < 0,001, 

ANOVA de duas vias). A análise post hoc demonstrou aumento na oxidação de 

DCFH no grupo etanol em relação ao grupo controle (p = 0,0021), onde o grupo 

tratado com 10 mg/L de ácido gálico apresentou diminuição da oxidação de DCFH (p 

= 0,0018) em relação ao grupo etanol. Os níveis de nitratos e nitritos não foram 

alterados (p ˃ 0,05).  

 

Figura 21 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol sobre a oxidação de 2,7-diclorofluoresceína (DCFH; A) e os níveis de nitratos e nitritos (B) 
em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± erro padrão das médias de 6 
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estão expressos em nmol.mg de proteína-

1 e µmol.mg de proteína-1, respectivamente. **p<0,01 em comparação ao grupo controle, ## p<0,01 em 
comparação ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).  
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A avaliação das defesas antioxidantes foi caracterizada pela análise das 

enzimas SOD (Figura 22A) e CAT (Figura 22B) e a defesa antioxidante não 

enzimática por meio dos níveis de GSH em cérebro de peixe-zebra expostos ao 

etanol e posteriormente tratados com 5 e 10 mg/L de AG (Figura 22C). Uma 

significante interação entre o AG e etanol foi constatada na atividade da SOD (F3,15 = 

6,113, p = 0,0063, ANOVA de duas vias).  

A análise post hoc demonstrou diminuição na atividade da SOD no grupo 

etanol em comparação ao grupo controle (p = 0,0337), enquanto que, os grupos 

tratados com 5 e 10 mg/L de ácido gálico apresentaram aumento em relação ao 

grupo etanol (p = 0,0107 e p = 0,0102, respectivamente). A atividade da CAT e os 

níveis de GSH não apresentaram diferença entre os grupos avaliados (p ˃ 0,05). 



50 

Figura 22 - Efeito do tratamento com ácido gálico nas concentrações de 5 e 10 mg/L após exposição 
ao etanol sobre a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD; A), catalase (B) e 
sobre os níveis de glutationa reduzida (GSH; C) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados 
representam média ± erro padrão das médias de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. 
Os valores estão expressos em U.mg de proteína-1.  *p<0,05 em comparação ao grupo controle; # 
p<0,05 em comparação ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey). 
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6 DISCUSSÃO 

O AG tem emergido como um potencial candidato a fármaco neuroprotetor 

diante de injúrias oxidativas em virtude de sua ação antioxidante. Esse estudo 

procurou explorar o efeito do AG em peixes-zebra expostos ao etanol, uma condição 

que gera estresse oxidativo e alterações neuroquímicas. A princípio foi avaliado o 

efeito isolado desta substância nas concentrações de 5, 10 e 20 mg/L em cérebro de 

peixe-zebra expostos durante 24 e 48h sobre parâmetros de estresse oxidativo. O 

estresse oxidativo pode ser definido como um processo não fisiológico caracterizado 

pelo desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio e/ou nitrogênio 

e as defesas antioxidantes teciduais (SIES, 2015), logo, esta avaliação pode ser 

utilizada como um indicativo de toxicidade.  

No estudo, o aumento verificado nos níveis de TBA-RS na concentração de 

20 mg/L, em ambos os tempos de exposição, sugere lipoperoxidação. É descrito que 

a própria peroxidação lipídica é capaz de gerar espécies reativas que perpetuam 

este evento por meio de um processo em cadeia (BARBOSA et al. 2010). 

Provavelmente esta alteração ocorre pela presença de ERO, visto que a oxidação 

de DCFH nesta concentração estava aumentada, enquanto que os níveis de nitrato 

e nitrito não se alteraram, descartando a influência de ERN. Adicionalmente, nesta 

concentração, foi constatado aumento nos grupamentos sulfidrila e nenhuma 

alteração nos níveis de GSH. Logo, não se pode afirmar que houve dano proteico, 

visto que os grupamentos sulfidrila participam da rota metabólica da GSH e esta não 

sofreu modificações (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Em relação a atividade 

antioxidante dos animais tratados com 20 mg/L foi verificado somente aumento na 

atividade da catalase que pode estar relacionada a uma tentativa de corrigir o dano 

lipídico verificado.  

As concentrações 5 e 10 mg/L não evidenciaram alterações nos parâmetros 

oxidativos, porém demonstraram aumento nas atividades das enzimas antioxidantes, 

sugerindo que estas concentrações possuem potencial efeito antioxidante no 

cérebro do peixe-zebra. Em testes in vitro, o AG revelou atividade antioxidante 

comparável ao derivado da vitamina E Trolox e ácido ascórbico (YEH et al., 2003). 

Sistemicamente diversos estudos in vivo revelam os benefícios da ação antioxidante 

do AG em doenças como obesidade (DLUDLA et al., 2018), cardiopatias (RADAN et 

al., 2019; YAN et al., 2019), diabetes (GARUD; KULKARNI, 2018), micoses 
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(SINGULANI et al, 2017; ZHAO et al., 2018) e sepsis (CHENG et al., 2018). 

Adicionalmente, distintos estudos em ratos e camundongos têm explicitado o efeito 

protetivo antioxidante do AG no SNC (NABAVI et al., 2016; SALEHI et al., 2018; 

SAMAD et al., 2019). Desta forma, analisando o efeito do AG per se sobre os 

parâmetros de estresse oxidativo, propõe-se que a concentração 20 mg/L de AG 

possui um perfil tóxico pró-oxidante e que as demais concentrações possuem ação 

antioxidante em cérebro de peixe-zebra, característica de um fenômeno de hormese. 

Sabendo que alterações no balanço oxidativo levam a alterações 

neuroquímicas e comportamentais, o próximo passo foi avaliar se o AG 

isoladamente poderia desencadear mudanças comportamentais. O comportamento 

natural do peixe-zebra é tipificado pela constante atividade de natação afim de 

explorar o aquário integralmente (SIEBEL et al., 2015). Os resultados insinuam que 

o AG não influencia a locomoção do peixe-zebra, no entanto, a concentração de 20 

mg/L revela um perfil exploratório intenso devido ao tempo imóvel e redução 

episódios de freezing, que se caracterizam por um estado de imobilidade e alerta 

onde todos os movimentos cessam, com excessão daqueles necessários a 

respiração (GODSIL et al., 2000). Notou-se que esta exploração se deu 

principalmente na parte superior do aparato, visto que o tempo de permanência 

nesta zona e o número de entrada foram significativamente maiores.  

Estudos têm demonstrado que o tratamento do peixe-zebra com fármacos 

ansiolíticos, como benzodiazepínicos, induz ao aumento da atividade exploratória 

dos animais especialmente no topo do aparato (GEBAUER et al., 2011; VOSSEN et 

al., 2020). Desta forma, poderia ser sugerido que a concentração de 20 mg/L de AG 

apresentou um perfil comportamental ansiolítico–símile. Porém, o teste claro/escuro 

não apresentou achados que indicassem atividade ansiolítica desta concentração. O 

teste claro/escuro possui a sensibilidade para análise de comportamentos de 

ansiedade em peixes-zebra, sendo uma ferramenta complementar importante para 

investigar o efeito de substâncias ansiolíticas sobre esse comportamento 

(MAXIMINO et al., 2012). Certamente, novos estudos são necessários para 

confirmar ou excluir esse efeito ansiolítico–símile do AG em peixe-zebra. 

O AG na concentração de 20 mg/L apresentou uma diminuição na atividade 

da AChE, enzima responsável pela degradação da ACh, o que resulta no aumento 

dos níveis deste neurotransmissor na fenda sináptica levando a um excessivo 

estímulo de seus receptores (ANTYBORZEC et al., 2016). A lipoperoxidação 
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observada pode induzir alterações na permeabilidade e fluidez das membranas, 

causando perda da seletividade, alterações na troca iônica, liberação do conteúdo 

das organelas e formação de aldeídos citotóxicos, como o malondialdeído e o 4-

hidroxinonenal (HERNÁNDEZ et al., 2016). Esses eventos estão relacionados com o 

decréscimo da viabilidade neuronal (RENDÓN-RAMÍREZ et al., 2013). A AChE é 

uma enzima que se apresenta ancorada na membrana de neurônios pós-sinápticos, 

e uma alteração na membrana promovida pela peroxidação lipídica pode ocasionar 

prejuízos em sua função (LOPES et al., 2017). Nesse sentido, sugere-se que a 

intensidade exploratória exibida pelos animais expostos ao AG na concentração 20 

mg/L tenha relação com uma possível ação tóxica, corroborando os eventos pró-

oxidativos e colinérgicos demonstrados.  

Apesar do crescente interesse sobre o efeito do AG no comportamento, as 

informações disponíveis ainda são dispersas e muitas vezes conflitantes nos 

diversos modelos experimentais. Em camundongos e ratos, a administração aguda 

de AG bloqueia a tensão psicomotora e a hiperatividade, resultando em uma 

atividade ansiolítica (DHINGRA et al., 2012; MANSOURI et al., 2013). Por outro lado, 

o AG está ativamente envolvido na proteção e restauração da função locomotiva em 

Drosophila melanogaster exposta a toxinas ambientais (JIMENEZ-DEL-RIO et al., 

2010). Um recente estudo realizado em larvas de peixe-zebra demonstrou que uma 

breve exposição ao AG induz hiperexcitabilidade motoneuronal justificada por um 

comprometimento agudo do equilíbrio gabaérgico-glutamatérgico sem descartar a 

influência de outros sistemas (ANNONA et al., 2021). Este estudo reforça os 

achados encontrados na concentração de 20 mg/L levando a exclusão desta 

concentração nos testes com o etanol. As concentrações de 5 e 10 mg/L de AG não 

apresentaram alterações nos parâmetros colinérgicos e comportamentais. Não se 

pode descatar que o AG possa ter um efeito espécie-específica.  

Assim sendo, o próximo passo foi estabelecer se as concentrações de 5 e 

10 mg/L eram capazes de reverter os danos neuroquímicos gerados pelo etanol em 

cérebro de peixe-zebra. Há evidências claras que os efeitos sobre o SNC se devem 

à influência do etanol sobre o balanço inibitório/excitatório relacionado aos 

receptores gabaérgicos e glutamatérgicos, embora outros receptores e 

neurotransmissores também estejam envolvidos na sua ação (CHATTERJEE et al., 

2014; HARSHBERGER et al., 2016; ALEXANDRE, 2019). O etanol misturado ao 

ambiente do aquário é absorvido pelos vasos sanguíneos da brânquia e da pele dos 
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peixes-zebra, que rapidamente é difundido pela circulação sistêmica atingindo todos 

os tecidos (GERLAI ET AL., 2000; DLUGOS; RABIN, 2003; CHATTERJEE et al., 

2014). DLUGOS e RABIN (2003) demonstraram que após 15 minutos de exposição 

ao etanol numa concentração de 0,5 % (v/v) um equilíbrio entre o nível de etanol no 

aquário e no cérebro do peixe-zebra foi alcançado e mantido por 24 horas. 

CHATTERJEE et al. (2014) descreveram alterações nos níveis de dopamina, 

serotonina, glutamato, GABA, aspartato, glicina e taurina em cérebro de peixe-zebra 

submetidos à exposição crônica de etanol.  

Em relação ao sistema colinérgico, modelos de exposição aguda em peixe-

zebra foi demonstrado aumento da atividade da AChE induzido pelo etanol (RICO et 

al, 2011). Ademais, o estudo revelou que a atividade da AChE não foi sensível ao 

efeito prolongado do etanol. De maneira analóga, o tratamento com AG não alterou 

a cinética desta enzima. Estudos realizados em modelos de amnésia induzida por 

escopolamina (NAGPAL et al., 2013) e Doença de Alzheimer (OBOH et al., 2016; de 

OLIVEIRA et al., 2018) demonstraram que o AG diminuiu a atividade da AChE que 

se encontra elevada nestas doenças, revertendo o acúmulo de ACh na fenda 

sináptica. Estes autores sugerem um perfil neuromodulatório do AG na 

neurotransmissão colinérgica. Considerando essas informações, como o etanol não 

gerou prejuízo cinético a AChE, igualmente não houve alteração da atividade pelo 

AG no estudo. 

Os dados, confirmaram que o etanol reduziu a atividade da ChAT. Dados 

similares aos obtidos foram descritos por AGOSTINI et al. (2018), em modelo de 

exposição crônica ao etanol, e por BERNARDO et al. (2019), em modelo de binge 

drink. Estes estudos demonstram a influência direta do etanol sobre a cinética desta 

enzima, visto que o imunoconteúdo da mesma não foi alterado. Os mesmos autores 

sugerem o estresse oxidativo gerado pelo etanol nos neurônios colinérgicos como 

fonte do prejuízo no funcionamento de suas enzimas. A enzima colinérgica ChAT é 

responsável pela síntese de ACh a partir da ligação entre acetil-coenzima A e colina 

nas varicosidades neuronais parassimpáticas, logo, a diminuição da atividade desta 

enzima gera um decaimento nos níveis deste neurotransmissor levando a alterações 

cognitivas e comportamentais (ABREU-VILLAÇA et al., 2016; GAWEL et al., 2017). 

O tratamento com o AG na concentração de 5 mg/L não foi capaz de reverter o dano 

na atividade enzimática da ChAT, todavia, na concentração de 10 mg/L houve a 

reversão do efeito lesivo. Outrossim, estudos com compostos fenólicos em doenças 
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neurodegenerativas comprovaram aumento na atividade desta enzima após o 

tratamento (KHAN et al., 2012; DOU et al., 2018; KONG et al., 2019), associando 

este benefício com a capacidade antioxidante destes compostos.  

Uma vez percebido os efeitos deletérios do etanol sobre o sistema 

colinérgico e conhecendo da importância deste sistema nas funções cognitivas e 

comportamentais, o estudo investigou o efeito do AG sobre o peixe-zebra após 

exposição ao etanol. Não foi percebido dano locomotivo nos animais testados, não 

obstante, o grupo etanol apresentou perfil ansiolítico-símile em relação ao grupo 

controle observado nos parâmetros de tempo imóvel, episódeo de freezing e tempo 

na parte superior do aparato. O comportamento ansiolítico induzido pelo etanol já foi 

descrito em estudos com peixe-zebra expostos em diferentes concentrações e 

período de tempo (BAIAMONTE et al., 2016; TRAN et al., 2016; BERNARDO et al., 

2019). Os animais tratados com 10 mg/L de AG apresentaram menor tempo de 

permanência no topo em relação ao grupo etanol, porém os animais tratados com 5 

mg/L diminuíram todos os parâmetros alterados pelo etanol demonstrando ser mais 

efetivo em reverter os efeitos comportamentais gerados por esta substância.  

Estudos em ratos têm demonstrado que após uma situação de estresse, os 

animais tratados com AG demonstram característica ansiolítica-símile (DHINGRA et 

al., 2012; MONU YADAV et al., 2018). Os resultados evidenciaram que o perfil 

ansiolítico foi identificado no grupo exposto somente ao etanol e no caso do 

tratamento com AG, esse padrão não se manteve, ao contrário, reestabeleceu o 

modelo obtido no grupo controle. Um estudo realizado por MOGHADAS et al. (2015), 

ratificou que o tratamento com AG modulou o protótipo ansioso e depressivo de 

camundongos em modelo de intoxicação por cloreto de tributilestanho. Dessa forma, 

pode-se propor que o AG apresentou perfil modulatório comportamental diante do 

insulto com etanol. 

Estudos relacionam o estresse oxidativo aos detrimentos no sistema 

colinérgico, bem como, no comportamento (PATIL et al., 2015; AMIN et al., 2016). 

Um estudo realizado por TIWARI e CHOPRA (2013) em ratos tratados cronicamente 

com etanol atestou a presença de estresse oxidativo e lesão no sistema colinérgico, 

a qual foi revertido pela administração do antioxidante resveratrol. Neste sentido, 

para verificar a presença de estresse oxidativo no cérebro de peixe-zebra expostos 

ao etanol e tratado com AG nas concentrações de 5 e 10 mg/L, foram avaliados 

danos oxidativos a proteínas e lipídeos por meio da determinação de conteúdo de 



56 

grupos sulfidrilas e dos níveis de TBA-RS, respectivamente. No modelo experimental 

utilizado, não foi verificado diferença no conteúdo de grupos sulfidrila entre os 

grupos avaliados, assim como, nos níveis de GSH, descartando o dano proteico. 

Porém, observou-se que os níveis de TBA-RS se encontram significativamente 

aumentados nos grupos expostos ao etanol em comparação ao grupo controle, 

indicando a presença de peroxidação lipídica. O tratamento com AG nas duas 

concentrações testadas reverteram estes níveis.  

Uma vez notado o aumento de peroxidação lipídica, foi avaliada a geração 

de espécies reativas, por mintermédio da determinação dos níveis de nitratos e 

nitritos e pela oxidação do DCFH. No estudo, não foi possível observar aumento nos 

níveis de nitratos e nitritos. Por outro lado, houve incremento da oxidação do DCFH 

no cérebro dos peixes-zebra expostos ao etanol, que é um indicativo de produção de 

ERO. Estudos atribuíram que a maior parte das ERO produzidas pelo consumo de 

etanol são provenientes de seu metabolismo (SHAH et al., 2015). Foi descrito que o 

consumo prolongado de etanol induz a via de metabolização associada a enzima 

CYP2E1, e que este processo metabólico está diretamente relacionado ao aumento 

de ERO (HAORAH et al., 2007). Conquanto, o tratamento com AG na concentração 

de 10 mg/L restringiu a oxidação do DCFH gerada pelo etanol, ou seja, reduziu a 

presença de ERO no cérebro do zebrafish. Estudos têm demonstrado o efeito 

neuroprotetivo do AG devido a sua alta capacidade “sequestrante” de radicais livres 

(como ânions superóxido, peróxido de hidrogênio, radicais hidroxila), pela eficácia 

em atenuar a ruptura do potencial da membrana mitocondrial, por efeitos quelantes 

de metal e também pela capacidade de interagir com vias de transdução de sinal de 

diferentes enzimas (DAGLIA et al., 2014; NABAVI et al., 2016). Adicionalmente, um 

estudo de MANSOURI et al. (2013) demonstrou que o AG reverteu o dano oxidativo 

gerado pelo 6-OHDA num modelo de doença de Parkinson em cérebro de ratos.  

Como mencionado anteriormente, além de suas propriedades de eliminação 

de radicais livres, o AG aumenta a capacidade enzimática. Um estudo realizado por 

CHANDRASEKHAR et al. (2018) em modelo de doença de Parkinson induzido por 

6-OHDA, revelou que após a decremento da expressão do fator de transcrição 

nuclear eritroide 2 (Nrf2) induzido por esta neurotoxina, o AG recuperou os níveis 

deste fator melhorando o perfil oxidativo e as lesões nos neurônios dopaminérgicos. 

Em condições de estresse oxidativo, a ligação de Nrf2 ao elemento de resposta 

antioxidante leva à transcrição de várias enzimas antioxidantes, especialmente SOD 
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e CAT (WANG et al., 2016). Isso pode justificar em princípio, o aumento da atividade 

da SOD observado no estudo, nos grupos tratados e nas duas concentrações 

testadas de AG após a exposição ao etanol. O grupo etanol, no entanto, apresentou 

diminuição na atividade da SOD em relação ao grupo controle. Isso já foi verificado 

em estudos prévios, sugerindo um efeito direto do etanol na atividade desta enzima 

(OTUNOLA et al., 2016; GONG et al., 2017).  

A SOD constitui a primeira linha de defesa enzimática contra a produção 

intracelular de radicais livres, catalisando a dismutação do radical superóxido e 

produzindo peróxido de hidrogênio, substrato da enzima CAT (HALLIWELL, 2012). 

Nos resultados, não houve diferença na atividade da CAT entre os grupos 

analisados. Esta enzima participa do processo de metabolismo do etanol, utlilizando 

como substrato o próprio etanol e o peróxido de hidrogênio produzido por outra 

enzima que participa deste processo, a CYP2E1 (SCOLARO et al., 2012). Logo, 

como o estudo aborda um modelo prolongado de exposição ao etanol, 

possivelmente a concentração de peróxido de hidrogênio e de etanol, possivelmente 

devido a um processo adaptativo, não influenciaram na atividade da catalase. O 

tratamento com o AG não apresentou alteração na atividade desta enzima, 

sugerindo uma possível ação modulatória desta substância. 
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7 CONCLUSÃO 

Tomado em conjunto, os resultados do estudo sugerem que a concentração 

de 20 mg/L de AG parece ser tóxica ao nível oxidativo, comportamental e colinérgico 

ao cérebro do peixe-zebra. Além disso, o AG nas concentrações de 5 e 10 mg/L 

revertem as lesões neuroquímicas e comportamentais induzidas pela exposição 

prolongada ao etanol em cérebro de peixe-zebra, e que este mecanismo está 

associado principalmente ao balanço oxidativo. Este estudo abre perspectiva para 

que o AG seja abordado em novos estudos como uma molécula terapêutica diante 

de insultos e/ou doenças de fisiopatologia relacionada ao estresse oxidativo. 
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