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RESUMO

A implicacdo do estresse oxidativo na toxicidade do etanol esta associado a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) durante seu metabolismo e na
reducdo do potencial antioxidante. O acido galico (AG) € um composto polifendlico
com acgao antioxidante. Neste contexto, o estudo investigou a eficacia pré-clinica do
AG per se e sobre as alteracbes neuroquimicas e comportamentais em tecido
cerebral de peixe-zebra exposto ao etanol. Para analise 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). Apds, os animais foram divididos em quatro grupos: controle,
exposto ao etanol 0,5% por 7 dias e 24h apd6s na presenca de AG 5 e 10 mg/L. No
final do periodo de exposicdo, os animais passaram por teste comportamental
locomotor/exploratério e ansiolitico-simile por meio dos testes novel tank e
claro/escuro, em seguida foram submetidos a eutanasia e o cérebro total dissecado
para as analises bioquimicas: espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS),
grupamentos sulfidrila (SH), oxidacao de diclorofluoresceina (DCFH), os niveis de
nitrato e nitrito, glutationa reduzida (GSH), superdxido 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 niveis de TBA-RS, SH, DCFH, da atividade exploratéria dos animais no teste
novel tank e diminuicdo da atividade da AChE. Os grupos AG 5 e 10 mg/L,
independente do tempo de exposigcéo, induziram aumento da atividade da SOD e
CAT e n&o alteraram os demais parametros avaliados. Apds a exposigao ao etanol,
foi verificado que o AG 5 e 10 mg/L reverteram os danos gerado pelo etanol nos
niveis de TBA-RS, DCFH, na atividade da SOD, na perda cinética da enzima ChAT,
bem como recuperou a caracteristica tipo ansiolitica gerada pelo etanol verificado no
teste comportamental. Em conclusado, o estudo demonstrou que a exposi¢ao ao AG
20 mg/L confere um carater téxico ao cérebro de peixe-zebra verificado por meio do
perfil pré-oxidante, comportamental e colinérgico. Além disso, que o AG 5 e 10 mg/L
reverteram as alteragbes comportamentais e colinérgicas geradas pelo etanol

possivelmente associadas a sua acao antioxidante.

Palavras-chave: acido galico; 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 INTRODUGAO

O etanol € uma substancia licita cujo consumo excessivo esta relacionado a
doencas como cardiomiopatia e arritmia cardiaca, esteatose, cirrose hepatica,
pancreatite e canceres hepatico, cerebral, do pesco¢co e da cavidade oral (WHO,
2018). O etanol € uma molécula facilmente distribuida na corrente sanguinea e
absorvida pelo trato gastrointestinal que por meio da circulagdo portal chega ao
figado onde é metabolizado (PENG, 2009). O acetaldeido, produto do metabolismo
hepatico do etanol, e o proprio etanol sdo moléculas simples que atravessam
facilmente as membranas celulares, inclusive a barreira hematoencefalica (BHE),
alterando a quimica cerebral e desta forma, o comportamento. A implicacdo do
estresse oxidativo na toxicidade do etanol esta associado a formacado de espécies
reativas de oxigénio durante seu metabolismo e na influéncia do etanol e seus
metabdlitos na diminuigdo do potencial antioxidante (COMPORTI et al., 2010).

A busca pelo entendimento de compostos naturais com propriedades
antioxidantes vem se tornando alvo de estudos. O acido galico (acido 3,4,5-
trinidroxibenzoéico) € um composto fendlico derivado do metabolismo secundario de
plantas por meio da via do acido chiquimico (BADHANI et al., 2015). Possui uma
estrutura composta de um anel aromatico com trés grupos hidroxila (OH) e um grupo
carboxila (COOH), onde a formacao estrutural fendlica em arranjos planares
conferem a propriedade de eliminagao de radicais livres ao acido galico (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 acao antioxidante do acido galico. Adicionalmente, ABDEL-MONEIM et al. (2017)
observaram que o acido galico inibiu a neurodegeneracao 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 esta 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
cientificos vem sendo expandida para diversas areas do conhecimento, tais como
bioquimica, neurociéncia, farmacologia, toxicologia e comportamento, devido a

semelhanga com os sistemas de neurotransmissores, estrutura encefalica, padroes
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comportamentais, organizagcdo 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 utilizacdo deste modelo é o fato de
que esta espécie absorve os componentes diretamente da agua pelas suas
branquias, acumulando-os em diferentes tecidos, dentre os quais, o sistema nervoso
central (BLANK et al., 2009; YANG et al., 2009).

1.1 JUSTIFICATIVA

Ha evidéncias 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 altera¢des nos sistemas de neurotransmissao e ativacao
de vias pré-oxidantes, que podem levar a alteracbes comportamentais. Sabe-se que
0 acido galico possui uma agao antioxidante e até o momento nada ha 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 acido galico no cérebro do peixe-
zebra, bem como, de analisar sua capacidade de reverter os efeitos neurotéxicos 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 mamiferos, este peixe se torna um importante e consolidado

modelo experimental para este estudo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 ETANOL

O etanol é uma substancia psicoativa, obtido por meio de fermentacao,
utilizado em muitas culturas em rituais festivos e religiosos durante séculos
(MCGOVERN, 2009). Com a Revolugao Industrial, péde ser observado um grande
aumento na oferta e, consequentemente, na popularidade do consumo de bebidas
alcodlicas, principalmente porque estas, antes produzidas artesanalmente, passaram
a ser feitas por técnicas e em escala industrial devido ao advento do processo de
destilacédo (GOUVEIA et al., 2009). Com isso, o padrao de consumo do etanol vem
mudando ao longo dos anos e o seu uso nocivo € um dos fatores de risco de maior
morbidade, mortalidade e incapacidades em todo o mundo (WHO, 2018).

Estudos tém demonstrado que o consumo de etanol é fator importante na
patogenia de diversas doengas como insuficiéncia cardiaca congestiva (RALEVSKI
et al., 2019), infarto do miocardio (GOEL et al., 2018), hipertensdo (YEDLAPATI et
al., 2016; PUDDEY et al., 2019), diabetes (KNOTT et al., 2015; TETZSCHNER et al.,
2018), cancer colorretal (BAGNARDI et al., 2015), cancer de mama (BAGNARDI et
al., 2001), cancer gastrico (TRAMACERE et al, 2012; NA; LEE, 2017) e
principalmente cancer hepatico (CAO; GIOVANNUCCI, 2016; GANNE-CARRIE;
NAHON, 2019). Ademais, o consumo crénico do etanol tem efeitos téxicos e
degenerativos sobre o sistema nervoso central (SNC), impactando na saude do
individuo, seu comportamento e a capacidade de interagao social (NIAAA, 2019).

O etanol é uma molécula facilmente distribuida na corrente sanguinea para a
maioria dos oOrgéos 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 circulagao portal ao figado onde é oxidado (PENG, 2009).
No hepatdcito, ha trés vias metabdlicas com a capacidade de oxidacéo do etanol em
acetaldeido: via enzima alcool desidrogenase (ADH; EC 1.1.1.1) na matriz
citoplasmatica, via enzima catalase nos peroxissomos e via do sistema microssomal
de oxidacado do etanol (MEOS) no reticulo endoplasmatico liso (QUERTEMONT et
al., 2005) (Figura 1).

A enzima ADH é a principal via metabdlica de oxidacdo do etanol em

acetaldeido nos hepatécitos (PANG, 2003). Nesta via ocorre a transferéncia de ions
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de hidrogénio do etanol para o cofator nicotinamida adenina dinucleotideo na forma
oxidada (NAD"), sendo convertido para sua forma reduzida NADH (PAQUOT, 2019).
A ADH possui quatro isoformas (I, Il, 1ll e IV) sendo que a ADH | € uma variante de
maior eficiéncia na oxidagao do etanol em humanos (LEE et al., 2006). Estudos tém
demonstrado que a ADH difere de individuo para individuo, e que este polimorfismo
esta relacionado ao habito de ingerir bebidas alcodlicas e no desenvolvimento da
doenga hepatica (LEE et al., 2006; HASEBA et al., 2012).

Figura 1: Representacdo do metabolismo hepatico e cerebral do etanol
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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 decomposi¢ao de
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, mas também pode catalisar a redugao
de perdxido de hidrogénio para agua se doadores de elétrons estiverem presentes
(reacao peroxidativa) (RHOADS et al., 2012). O etanol, que atua como um doador de
elétrons, é oxidado a acetaldeido por meio da reacdo peroxidativa da catalase. O
peroxido de hidrogénio necessario para a reagado € produzido pela oxidagdo do
fosfato de dinucleotideo 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 enzimatico, composto pelo
citocromo P450 (EC 1.14.14.1) na sua isoforma CYP2E1 (EC 1.14.13.n7). Na

oxidacao do etanol, esta enzima utiliza como cofator o NADPH que durante a reagao
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¢ oxidado a NADP*. Estudos demonstraram que o consumo prolongado de etanol
aumenta a atividade da enzima CYP2E1, favorecendo a forma de metabolizagdo via
MEOS no alcoolismo (PAQUOT, 2019). Independente da via metabdlica de
conversao do etanol em acetaldeido, o proximo evento metabdlico € a conversao do
acetaldeido em acetato. A enzima aldeido desidrogenase (ALDH; EC 1.2.1.3) é
responsavel pela oxidacdo de aproximadamente 90% do acetaldeido 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, ha excesso de
NADH na matriz citoplasmatica do hepatdcito, alterando-se a homeostase celular
(PAQUOT, 2019). O acetato produzido & langado na corrente sanguinea, sendo
rapidamente metabolizado nos tecidos extra-hepaticos em dioxido de carbono e
agua (PEANA et al., 2016).

O acetaldeido, produto do metabolismo hepatico do etanol, e o préprio
etanol sdo moléculas simples que atravessam facilmente as membranas celulares,
inclusive a barreira hematoencefalica (BHE) (FEIN; MEYERHOFF, 2000). No SNC,
uma fragdo do etanol presente no cérebro, pode ser oxidado a acetaldeido (PEANA
et al.,, 2016) (Figura 1). As isoformas | e IV da enzima ADH encontradas em
neurdnios ndo possuem alta eficiéncia na metabolizagdo do etanol, sendo que a via
da enzima catalase parece ser a mais utilizada no cérebro para a oxidacido do
etanol, seguida da via CYP2E1 (QUERTEMONT et al., 2005; HIPOLITO et al.,
2007). Além do que, a isoforma Il da enzima ALDH, presente em diversos neurénios,
oxida o acetaldeido em acetato e sua eficiéncia € fundamental, visto que o
acetaldeido, assim como o etanol, possui caracteristicas neurotdxicas
(HERNANDEZ et al., 2016; PEANA et al., 2016).

2.2 NEUROQUIMICA

Ha evidéncias crescentes que o etanol pode afetar o SNC interferindo nos
sistemas de neurotransmissdo, incluindo os aminoacidos neurotransmissores
excitatérios (aspartato e glutamato), que ativam as células pds-sinapticas, e os
inibitorios, tais como y-acido aminobutirico (GABA) e taurina, que deprimem a
atividade das células pés-sinapticas (BROUSSE et al, 2012). As regides mais

acometidas pelas lesdes neuroquimicas geradas pelo consumo do alcool sdo a
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corticolimbica, onde danos no hipocampo e cortex entorrinal levam a uma variedade
de déficits cognitivos (OBERNIER et al., 2002), e no lobo frontal, regido responsavel
por fungdes executoras e comportamentais (KELSO et al., 2011).

Sabe-se que o etanol € um agonista dos receptores y-acido aminobutiricos
(GABAA) (QUERTEMONT et al.,, 2005; BROUSSE et al, 2012), favorecendo a
atividade inibitéria pos-sinaptica. Durante a exposigdo prolongada ao etanol, os
receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato (NMDA) sdo estimulados como uma
resposta fisioldgica aos efeitos depressores do etanol, afim de reestabelecer o
equilibrio na neurotransmisséo inibitéria/excitatoria (RAO; SARI, 2012). Além deste
mecanismo, os sistemas opioide (HARSHBERGER et al. 2016), purinérgico (RICO et
al., 2011) e dopaminérgico (ALEXANDRE, 2019) apresentam alteragbes em seus
efeitos neuroquimicos diante da exposicdo ao etanol. Outro sistema de
neurotransmissdo afetado pelo consumo de etanol € o colinérgico. Estudo em
roedores tratados cronicamente com etanol (ingestdo de etanol 20% v/v por 12
semanas) apresentou perda de neurbnios colinérgicos no cértex, hipocampo e
amigdala cerebral, além da redugao do conteudo de acetilcolina (ACh) e diminuigéo
da atividade da colina acetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6) e acetilcolinesterase
(AChE; EC 3.1.1.7), enzimas responsaveis pela transmissao colinérgica (ARENDT et
al., 1988).

2.2.1 Sistema Colinérgico

O sistema colinérgico desempenha fungdes essenciais no SNC tais como o
desenvolvimento das estruturas cerebrais, no processamento de aprendizagem e
memoria e nas fungdes sensoriais por meio do controle do fluxo sanguineo 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
vesiculas pelo transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Com a exocitose
vesicular, o neurotransmissor € liberado na fenda sinaptica e é rapidamente
degradado pela enzima AChE em acetato e colina (SOLARI; HANGYA, 2018).
Grande parte da colina resultante € captada pelo terminal do axénio colinérgico por
um transportador de colina (ChT) e reutiizada na sintese de nova ACh
(GIOVANNINI et al., 2015) (Figura 2). A hidrdlise da ACh pela AChE evita a
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propagagcdo continua do impulso nervoso, o que poderia acarretar efeitos
comportamentais como hiperatividade, asfixia e morte (ROEX, 2003). Devido a sua
funcdo regulatéria nas sinapses colinérgicas, a AChE se torna extremamente
importante para o equilibrio do SNC (OFEK; SOREQ, 2013).

Figura 2 — Representagao da sinalizagéo colinérgica
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A ACh na fenda sinaptica pode se ligar a receptores colinérgicos nicotinicos
(nAChRs) e muscarinicos (ABREU-VILLACA et al., 2016). Estas duas classes séo
divididas em virtude de suas diferentes afinidades por agentes que mimetizam a
acao da acetilcolina (TINSLEY et al., 2004). Os receptores nicotinicos s&o
ionotrépicos, reconhecem a acetilcolina e s&o sensiveis a nicotina (ALBUQUERQUE
et al., 2009). Os receptores nicotinicos estao ligados a canais catibnicos e possuem
uma estrutura pentamérica (MCKAY; PLACZEK, 2007). Estes receptores pertencem
a uma familia heterogénea que consiste em diferentes subtipos, os quais formam
combinag¢des homomeéricas ou heteroméricas a partir de 12 diferentes subunidades
(02-a10, B2-B4) (GOTTI; CLEMENTI, 2004). Os receptores muscarinicos s&o
metabotropicos, isto € ligado a proteina G e apresentam cinco subtipos (M1-M5) que
foram clonados e identificados farmacologicamente. Os receptores M1, M3 e M5
estdo acoplados a uma proteina Gqg/11 e alteram a atividade celular pela
estimulacédo da fosfolipase C e pela geragcdo do segundo mensageiro inositol 1,2,4

trifosfato (IP3), o qual induz a liberagao de caélcio intracelular e diacilglicerol (DAG).
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Ja, os receptores M2 e M4 estao unidos a uma proteina Gi que induz sua reposta via
inibigdo da adenilato ciclase (UCHIYAMA; CHESS-WILLIAMS, 2004; OFEK;
SOREQ, 2013).

A ChAT e a AChE sao proteinas utilizadas como marcadores especificos do
estado funcional dos neurdnios colinérgicos, e desta forma, sdo alvo de estudos em
doencgas relacionadas a detrimentos cognitivos, bem como, a exposigdo ao etanol
(KUMAR et al., 2016; GOKCEK-SARAC et al., 2021). Um estudo realizado em ratos
adultos expostos ao etanol quando jovens, demonstrou por meio de testes
comportamentais e analise imuno-histoquimica, que a diminui¢gdo persistente da
imunoreatividade da ChAT em neurdnios colinérgicos, podem levar a alteragbes
comportamentais, como o aumento da tomada de decisdo arriscada (BOUTROS et
al., 2015). Ademais, estudos tém evidenciado que o0s prejuizos ao sistema
colinérgico apos a exposi¢cdo ao etanol, se devem ao seu efeito pro-oxidativo
(TIWARI et al., 2012; TIWARI; CHOPRA, 2013).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

A geracgéao de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou de nitrogénio (ERN) &
parte integrante de diversas condigdes fisiolodgicas. Durante o0s processos
metabdlicos, essas espécies reativas atuam como mediadores para a transferéncia
de elétrons em varias reagbdes bioquimicas (MURPHY, 2009). Sua produgdo, em
propor¢des adequadas, possibilita a geracédo de trifosfato de adenosina (ATP) por
meio da cadeia transportadora de elétrons, regulagdo da sinalizagdo celular e
participagdo de mecanismos de defesa durante o processo inflamatério (SIES,
2015). Por outro lado, o organismo dispde de um sistema antioxidante regulatério
das espécies reativas (Figura 3). O estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragéo
excessiva de espécies reativas ou em detrimento da velocidade de remoc&o desses
(BARBOSA et al., 2010). Tal desequilibrio apresenta consequéncias deletérias para
a célula, tais como a peroxidagao lipidica, a oxidagao e consequente inativacdo de
proteinas e lesdes oxidativas ao DNA, podendo levar a perda de fungdo e morte
celular (PALA; GURKAN, 2008; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018).
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Figura 3 — Representacdo de fontes enddgenas de espécies reativas e sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos.
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O cérebro apresenta uma baixa capacidade de reagir contra ERO devido a
suas limitadas defesas antioxidantes, ao alto consumo de oxigénio e ao alto teor de
ferro e acidos graxos insaturados, em comparag¢ao aos demais tecidos (ROMANO et
al, 2017; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018), tornando este 6rgdo mais vulneravel
ao aumento de espécies reativas especialmente na presengca de alguns
xenobioticos, como o etanol (AUGUSTYNIAK et al.,, 2005; SHAH et al., 2015).
Durante a exposi¢ao prolongada ao etanol, o MEOS contribui significativamente para
o metabolismo do etanol (HERNANDEZ et al., 2016). Na oxidacdo do etanol por este
sistema, pode haver a formagdo do anion superoxido (O.) e do perdxido de
hidrogénio (H20;) 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 exposicdo cronica ao etanol (EL-NAGA, 2015;
MARCHI et al., 2016). Ademais, SUN e SUN (2001), verificaram a formagéo de
radical hidroxietil (CH3CHOH) em cérebro de rato durante a oxidagédo do etanol. O
radical hidroxietil € 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 reagdes
em cascata onde um radical reage com um composto gerando novos radicais. O
processo de oxidagao resultante do ataque destas espécies sobre os acidos graxos
poliinsaturados presentes nas membranas celulares chama-se lipoperoxidagao
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Durante a lipoperoxidagéo, intermediarios podem
sofrer quebras gerando hidrocarbonetos de cadeia curta (etano e pentano), aldeidos
(como o malonaldeido e 4-hidroxinonenal), epoxidos e outros produtos altamente
citotoxicos (OZCAN; OGUN, 2015). Como resultado da lipoperoxidacdo as
membranas sofrem alteracdes na fluidez e na permeabilidade, resultando em perda
na homeostase e morte celular (ROMANO et al, 2017). Ainda, a oxidagdo de
proteinas resulta na perda de funcido destas, inativacdo de enzimas, perda da
homeostase ibnica, podendo levar a morte celular (SCHIEBER; CHANDEL, 2014;
GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2018). Adicionalmente, os danos oxidativos ao DNA
provocam delecdo e quebras de cadeias, podendo induzir novas mutacdes e
alterando a expressado génica, colaborando para o desenvolvimento de doencgas
cronicas (PALA; GURKAN, 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 superoxido dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) que é responsavel pela dismutagdo de anions superédxido, a forma mais
abundante de ERO, a catalase (EC 1.11.1.6), que neutraliza o perdxido de
hidrogénio liberado nessa agéo, 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), Y-
glutamilcisteina 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 nao
enzimaticos pode ser dividido em enddgeno e exogeno. Dentre os compostos
endogenos esta a gutationa reduzida (GSH), e, aos antioxidantes exdgenos o retinol
(vitamina A), ascorbato (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) e os compostos

fendlicos, por exemplo, o acido galico.
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2.4 ACIDO GALICO

As plantas sdo compostas por misturas complexas de metabdlitos
secundarios que vém sendo investigados nas ultimas décadas como fonte nutricional
por desempenharem um papel importante na protecdo da saude humana. Dentre
estes metabdlitos, os compostos mais estudados sdo os polifendis, que foram
associados a redugdo dos riscos de algumas doengas como canceres (RUSSO et
al., 2017), diabetes (GUASCH-FERRE et al., 2017), doencas cardiovasculares
(RASINES-PEREA et al., 2017) e doengas neurodegenerativas (SPAGNUOLO et al.,
2016). O efeito protetor dos polifendis tem uma estreita correlagdo com a eliminagéo
de radicais livres, efeitos quelantes de metais, potencial capacidade de interagir com
vias de transducéao de sinal e inibigdo de diferentes enzimas, incluindo cicloxigenase
e lipoxigenase (DAGLIA et al., 2014).

O acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzodico, AG) (Figura 4) é um composto
trifendlico de baixo peso molecular e é um intermediario do metabolismo secundario
derivado da via do acido chiquimico (DAGLIA et al., 2014). Esta presente em varias
espécies vegetais, especialmente em cha 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 espeécie e, dentro de uma espécie vegetal, de acordo com diferentes fatores
ambientais como radiagdo ultravioleta (UV), infeccbes microbianas, ataque de
insetos e estressores quimicos. Visto que € um metabdlito secundario, a sua funcao

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

Figura 4 — Estrutura quimica do acido galico
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comparado com outros compostos polifendlicos, parece ser o composto melhor
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absorvido em humanos. A maior fragcdo do AG administrado por via oral é convertido
em acido 4-O-metilgalico (principal metabdlito plasmatico), e é excretado por via
urinaria aproximadamente 6 h ap6és a administracdo (de OLIVEIRA et al., 2016).
Devido ao seu peso e polaridade molecular, o AG apresenta-se biodisponivel em
diferentes sistemas celulares, como ja demonstrado em modelos in vitro e in vivo (LI
et al., 2017; SINGULANI et al., 2017; SHAO et al., 2019).

As propriedades terapéuticas do AG vém sendo investigadas desde os anos
90 quando se observou que ratos tratados com cha verde apresentaram reducgao da
atividade mutagénica no trato gastrointestinal (DAGLIA et al., 2014). Desde entéo,
muitas propriedades foram atribuidas ao AG como hepatoprotetora (PERAZZOLI et
al., 2017), antimicrobiana (ZHAO et al., 2018) e anti-inflamatdéria (BENSAAD et al.,
2017). Estas propriedades se devem ao fato do AG atuar em vias bioquimicas da
inflamac&o e do processo oxidativo. Em relagdo ao processo inflamatorio, estudos
realizados em ratos (DONADO-PESTANA et al., 2018) e humanos obesos
(SKRZYPCZAK-JANKUN e JANKUN, 2010), demonstraram que a administracao de
AG reduz os niveis de marcadores pro-inflamatérios. 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 inflamatérios mediados pelo desbalango oxidativo
sdo fatores da fisiopatologia de diversas doengas neurodegenerativas. Esta
substéncia pode interagir com os radicais livres e encerrar a cascata oxidativa antes
de danificar as biomoléculas, utilizando mecanismos como quelagdo de metais,
sequestro de elétrons desemparelhados e agindo na sinalizagao celular (OROIAN et
al., 2015; MARQUEZ et al., 2019). O mecanismo de quelacdo 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 reagdes de oxidacdo de biomoléculas
por meio da reagao de Fenton.

Um recente estudo de SIDDIQUI et al. (2019) demonstrou que o AG
suprimiu a inflamagao por meio da medi¢ao dos niveis de mediadores inflamatorios
em astrécitos de ratos em um modelo de neuroinflamacdo induzido por
lipopolissacarideo (LPS). Além disso, CHANDRASEKHAR et al. (2018) demonstrou
que o AG foi eficaz em atenuar a interrupgcdo do potencial da membrana

mitocondrial, os niveis elevados de ERO intracelular e morte celular apoptética
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induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma neurotoxina implicada na doencga de
Parkinson, em células dopaminérgicas humanas. Adicionalmente, PEREIRA et al.
(2018) verificou em estudo com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina que
ocorreu aumento da lipoperoxidagao, prejuizo na atividade antioxidante e alteragdes
comportamentais tipo ansiogénica. O tratamento com AG reverteu estas condi¢des
oxidativas e comportamentais relacionando esta substdancia a efeitos
neuroprotetores e neuromodulatérios (PEREIRA et al., 2018). Além disso, estudos
tém demonstrado que a propriedade antioxidante do AG pode estar relacionada a
capacidade modulatéria do sistema colinérgico em doengas neurodegenerativas, e
que esta neuromodulagéo esta 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 € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua doce pertencente
a familia Cyprinidae (Figura 5), e tem sido utilizado como modelo experimental em
diversas areas do conhecimento, tais como: genética e gendmica, teratologia,
biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia (VASCOTTO et al.,
1997). A utilizagdo do peixe-zebra na pesquisa vem aumentando especialmente por
apresentar beneficios como pequeno espaco requerido para manutengdo, baixo
custo por animal, rapido desenvolvimento, numero elevado da prole, embrides
translucidos e suscetiveis a manipulagédo e microinjecao (SIEBEL et al., 2015).

Por ser um vertebrado que apresenta caracteristicas 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 identificacdo de genes envolvidos na
formacgao de circuitos neuronais, no comportamento e nos mecanismos envolvidos
na neuropatogénese (GERLAI et al., 2006; LIESCHKE; CURRIE, 2007; EBARASI et
al., 2011). Diversos sistemas de neurotransmissdo amplamente estudados em
mamiferos ja 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,



27

2001), serotoninérgico (RINK; GUO, 2004) e purinérgico (RICO et al.,, 2003;
ROSEMBERG et al., 2011; VUADEN et al., 2016). Em relagcdo ao sistema
colinérgico, estudos ja 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 neurobiologicos, o peixe-zebra
também emergiu como um sistema importante para a modelagem de doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo. O peixe-zebra possui defesas antioxidantes
como a dos mamiferos, sugerindo que peixes e mamiferos tém semelhantes
respostas celulares ao estresse oxidativo (MOHANTY et al., 2016). Com isso,
estudos de enzimas antioxidantes, de producdo de espécies reativas e danos
gerados pelo estresse oxidativo vém sendo realizados em cérebro de peixe-zebra
expostos a 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 alteragbes fisiopatolégicas na exposicdo ao etanol. Esta espécie possui duas
classes da enzima ADH (ADH8A e ADH8B), sendo que a ADH8A possui alta
afinidade ao etanol, possuindo melhor eficiéncia na metabolizacdo e com homologia
gendmica de 73% com a ADH1 humana (TRAN et al., 2015a; TRAN et al., 2015b).
Em relacgdo ao SNC, estudos tém demonstrado alteragdes neuroquimicas
dopaminérgicas, serotoninérgicas e glutamatérgicas no peixe-zebra na exposigao
cronica 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 ja 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 concentragéo letal 50 (CL50) e demonstraram que
esta substancia é bem tolerada nesta espécie (96 h - CL50 > 100 mg/L).

Em relacdo a modulagdo comportamental do peixe-zebra, o etanol tem o
efeito de modular o comportamento quando consumido em diferentes padrbes e
doses, 0 que pode estar associado com o seu efeito sobre os sistemas de
neurotransmissao no cérebro. Estudos de GERLAI et al. (2000, 2006) evidenciaram
o efeito ansiolitico do etanol em peixes-zebra expostos de forma aguda e crénica.
Adicionalmente, até o momento, nada se sabe sobre o efeito do AG sobre
parametros comportamentais no peixe-zebra, logo, este estudo trara esta informagao
de forma inédita.



29

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a eficacia pré-clinica do acido galico per se e sobre as alteragdes
neuroquimicas e comportamentais em tecido cerebral de peixe-zebra exposto ao

etanol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito do AG per se e apds a exposigédo prolongada ao etanol
sobre parametros de estresse oxidativo como niveis de TBA-RS, conteudo de
grupos sulfidrila, oxidacdo de DCFH e niveis de nitratos e nitritos.

- Avaliar o efeito do AG per se e apds a exposigao prolongada ao etanol
sobre a acao antioxidante através dos niveis de GSH e atividade das enzimas
antioxidantes SOD e catalase em cérebro total de peixe-zebra;

- Analisar o efeito do AG per se e apds a exposi¢cao prolongada ao etanol
sobre o comportamento locomotor/exploratorio do peixe-zebra;

- Observar o efeito do AG per se e apds a exposi¢cao prolongada ao etanol
sobre o perfil ansiolitico-simile do peixe-zebra;

- Verificar o efeito do AG per se e apds a exposi¢cao 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 realizacdo 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 coldénia proveniente de estabelecimento
comercial e foram mantidos no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Pré-
Clinica de Produtos Bioativos da Universidade Federal de Pernambuco, em aquarios
de 50 L com agua destilada, salinizada e continuamente aerada, em uma densidade
de 3 animais por litro. A temperatura da agua foi regulada em 25 + 1,0 °C e os
peixes foram mantidos em ciclo de claro-escuro de 14h/10h controlado por
fotoperiodo (luzes acesas as 7h; luzes apagadas as 21h), sendo que as condi¢oes
fisico-quimicas da agua foram averiguadas antes e depois dos experimentos. Os
peixes foram alimentados duas vezes por dia com racdo industrializada flocada
(TetraMin™_  NC, USA) e seu bem-estar guiado pelo preceito da reducao,
substituicdo e refinamento, visando a garantir o melhor aproveitamento e uso de
menor numero de animais. Para melhor representar a heterogeneidade da
populacao foram utilizados peixe-zebra do tipo selvagem, devido a sua variabilidade
genética aumentada. O manejo dos animais foi realizado de acordo com o Guia para
o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério 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 Comisséo
de Etica 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 avaliacdo do efeito do acido galico per se sobre o cérebro do peixe-
zebra, os animais foram introduzidos aos aquarios de teste (10 L) em um numero de
30 animais por aquario, contendo uma solugdo de acido galico (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO, EUA) nas concentragdes 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 aquario teste (10 L), porém sem exposicdo ao acido galico. 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 exposi¢do ao acido galico (AG).

24 h de exposicio

Grupo controle  AG 5mg/L AG 10mg/L AG 20mg/L

43 h de exposicio

- ~ - ~ -
————— [

Grupocontrole  AG 5mg/L AG 10mg/L AG 20mg/L

O segundo passo foi avaliar o efeito do acido galico sobre o cérebro de
peixe-zebra apds a exposicdo ao etanol. Para reproduzir o modelo de exposi¢cao
prolongada ao etanol em peixe-zebra, proposto por RICO et al. (2011), 90 animais
foram introduzidos ao aquario de teste (30 L) contendo uma solugdo de etanol
(Merck, Darmtadt, ALE) a 0,5% (v/v). Os animais foram mantidos no aquario de teste
por 7 dias de forma ininterrupta e para garantir a concentragado de etanol constante,
a solucao foi substituida totalmente diariamente. No oitavo dia, os animais foram
divididos de forma aleatéria em trés grupos distintos, onde dois deles receberam por
24h AG nas concentragdes de 5 e 10 mg/L, respectivamente. O grupo controle foi
introduzido ao aquario teste (10 L), porém sem exposi¢cao 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 apos os animais foram crioanestesiados e

sofreram eutanasia por decaptacdo, as caixas cranianas foram abertas e os
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cérebros foram retirados, limpos e mantidos a -80 °C até o momento da realizagao

das analises bioquimicas.

Figura 7 — Protocolo de exposi¢céo ao etanol e 4cido galico (AG)

Etanol

-~ Grupo etanol

| ————— | :
AG 5 mg/L
d . —_—
i 8°dia —— Grupo etanol
il T +AG5mg/L

Etanol 0,5 % (v/v) por 7 dias

Grupo etanol
sl - +AG10mg/L

Sem exgosigﬁo

— Grupo controle

L
-

4.3 AVALIACAO DE PARAMETROS COMPORTAMENTAIS
4.3.1 Avaliagao da atividade exploratéria e locomotora com o teste novel tank

O teste comportamental novel tank foi realizado durante 0 mesmo periodo
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 aquario
de vidro trapezoidal (23,9 cm fundo; 28,9 cm topo e 15,1 cm altura) preenchido com
1,5 L de agua proveniente do respectivo aquario habitat (Figura 8A). A fim de evitar
movimentos que pudessem perturbar o animal e também para melhorar a qualidade
das gravagdes, folhas de papel na cor amarela foram colocados ao redor do aquario
em uma distancia de 10 cm.

Virtualmente, trés areas 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 camera foi colocada na frente do aquario a uma
distancia de 30 cm e uma lampada foi ajustada acima do aquario com objetivo de
melhorar o contraste entre animal e o fundo do aquario. A camera foi conectada em
um computador para gravagdo dos videos e a atividade comportamental foi
analisada durante seis minutos utilizando um software de videotracking apropriado
(ANY-maze, Stoelting CO, USA). A cada trés animais testados, a agua presente no
aquario teste foi substituida. Todos os peixes foram manipulados pela mesma
pessoa durante o teste comportamental, a qual ndo participou dos ensaios
bioquimicos. Foram analisados os perfis exploratério e locomotor por meio dos
seguintes parametros calculados pelo software: distancia percorrida, velocidade
meédia, numero de cruzamentos entre as zonas, tempo € numero de episédios em
que o animal permaneceu imoével, tempo e numero de entradas em cada zona do

aquario.

Figura 8: Representacdo das dimensdes e zonas determinadas no aparato utilizado no teste Novel

tank
A . B

we {
\

\\ / [
Topo /

\ Meio /

— \ Fundo /

Fonte: ROSEMBERG et al. (2011).

4.3.2 Avaliagao do perfil ansiolitico-simile 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 diviséria guilhotina deslizante (9x7 cm) entre os
dois compartimentos de tamanhos iguais com 3 cm de agua proveniente do aquario
habitat. A cada trés animais testados, a agua presente no aquario teste foi
substituida. Todos os peixes foram manipulados pela mesma pessoa durante o teste

comportamental, a qual ndo participou dos ensaios bioquimicos. O tempo de
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permanéncia no compartimento de luz e o numero de travessias entre os
compartimentos foram registrados por 5 min e posteriormente analisados por meio

do software Boris (Universita Degli Studi di Torino, Torino, Italia).

4.4 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
4.4.1 Homogeinizagao dos tecidos

Os tecidos (encéfalos) foram homogeneizados em tampao fosfato de sédio
20 mM acrescido de cloreto de potassio 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
analises posteriores (DAL SANTO et al., 2014; AGOSTINI et al., 2018).

4.4.2 Niveis de Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

Para determinacdo dos niveis de TBA-RS, o sobrenadante obtido na
homogeinizagdo da amostra foi precipitado por meio de uma reag¢ao acida com acido
tricloroacético (TCA, Vetec, Sdo Paulo, Brasil) a 10% com sulfato de sodio na
propor¢cao 1:1 (v/v). Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi tratado com acido
tiobarbiturico (TBA, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) 0,67% na propor¢do de
1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, apos, resfriada
em agua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida por meio da coloragdo résea
resultante foi medida em espectrofotdmetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita
uma curva de calibracdo com 1,1,3,3- tetrametoxipropano, na qual todos os pontos
foram tratados da mesma forma que as amostras. Os resultados foram expressos
como nmol de TBA-RS.mg de proteina” (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).

4.4.3 Conteudo de grupos sulfidrila

Para determinagédo do conteudo de grupos sulfidrila, uma aliquota da
amostra (48 ug de proteina) foi incubada em tampéao PBS com EDTA 1mM (pH 7,4).
A oxidacéao dos tidis livres da amostra leva a formacao de pontes dissulfeto. Apds foi
adicionado o ac. ditionitrobenzoico (DTNB), reagente de cor, que foi reduzido pelos

tidis ndo oxidados, gerando o composto 2-nitro-5-tiobenzéico (TNB), um derivado



35

amarelo que foi lido espectrofotometricamente a 412 nm. Os resultados foram
expressos em nmol de TNB.mg de proteina™ (AKSENOV; MARKESBERY, 2001).

4.4.4 Oxidacao de DCFH

A producdo de espécies reativas em cérebro total de peixe-zebra
submetidos a exposi¢do ao etanol, foi determinada de acordo com o método de
LEBEL et al. (1992), utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA).
As aliquotas de amostras (30 pg de proteina) previamente homogeneizadas,
adicionou-se a forma diacetato do DCF, a qual é permeavel a membrana celular, e
essas aliquotas foram incubadas durante 30 min a 37 °C. No meio intracelular,
esterases clivam o grupamento acetato do DCF-DA, gerando a forma reduzida 2,7-
diclorofluoresceina (DCFH). As espécies reativas presentes no meio oxidam o
DCFH, produzindo o produto fluorescente 2’,7-diclofluoresceina (DCF). A
fluorescéncia foi medida usando comprimentos de onda de 480 (excitagdo) e 535 nm
(emissao). A curva de calibracdo foi realizada utilizando-se DCF padrao (0-10 M) e

os resultados estdo expressos como pmol de DCF.mg de protel'na'1.
4.4.5 Niveis de nitratos e nitritos

As concentragdes 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 agua e 1% de sulfanilamida em acido cloridrico
5%). Uma curva de calibragao foi feita utilizando nitrato de sédio, e cada ponto da
curva foi submetido aos mesmos tratamentos que as amostras. Neste protocolo, os
nitratos sdo reduzidos pelo cloreto de vanadio a nitritos, que sdo detectados
espectrofotometricamente a 540 nm pela reagdo com o reagente de Griess. Os

resultados estao expressos em nmol de nitritos.mg de protel'na'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-

oxidacdo da adrenalina. Apds, foram adicionados a amostra catalase 10 mM,
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tampéao glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60
mM. A atividade enzimatica foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina medida espectrofotometricamente em 480 nm a temperatura ambiente. A
atividade da enzima foi expressa em U.mg de proteina™ (unidade de atividade da

SOD por mg de proteina).
4.4.7 Atividade da Catalase

Esta atividade enzimatica da catalase em cérebro total foi determinada por
meio do método de AEBI (1984). A amostra previamente homogeneizada, foi
adicionado Triton 0,1% seguido de agitacdo. Esta mistura foi conservada em gelo
durante 15 minutos. Ao tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado
H,O, 30% (v/v). Este meio foi colocado em cubeta de quartzo e o aparelho
estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampao fosfato. Apds
adicdo da amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia do H,O, a 240
nm, a temperatura ambiente, durante 180 segundos. Para o calculo, utilizou-se o
coeficiente de extingdo do H,O, de 39,4 mM-1cm™. Os resultados da atividade
enzimatica estdo expressos em U.mg de proteina” (unidade de atividade da

catalase por mg de proteina).
4.4.8 Niveis de glutationa (GSH) reduzida

Os niveis de GSH cerebral foram determinados de acordo com SEDLAK e
LINDSAY (1968) com pequenas modificacbes. Os niveis de GSH foram avaliados
por meio da quantificacdo de grupos sulfidrila ndo proteicos em amostras de
homogenato que foram submetidas a precipitacdo de proteinas por adicao de TCA a
20% seguida de centrifugagcdo a 800 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
utilizados para o ensaio bioquimico. L-cisteina foi usada para construir a curva
padrdao dos grupos sulfidrila e os resultados expressos em pmol GSH.mg de

proteina™.
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4.5 PARAMETROS DE AVALIAGCAO DO SISTEMA COLINERGICO
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
reagao contendo tampao fosfato de sédio 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
soédio e 1,1 mM de acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA). Apés, foi adicionado 1
mM de 4,4’-ditiodipiridina (4-PDS) e a absorvancia foi lida a 324 nm por 20 minutos.
A atividade foi medida pela formagdo do conjugado 4-tiopiridona (4-TP), produto
resultante da ligagdo do CoA com o 4-PDS. Os resultados foram calculados
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do 4-TP, 1,98 x 104 M'cm™, e estdo

expressos em nmol.min™".mg de proteina™.
4.5.2 Atividade da AChE

A anadlise da atividade da enzima AChE foi realizada em cérebro total de
acordo com o método descrito por ELLMAN et al. (1961). A mistura de reagéao
(volume final 2 mL) continha tampao fosfato de potassio 150 mM (pH 7,5) e acido
5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) 10 mM. Posteriormente a enzima (10 yg de
proteina) foi pré-incubada durante 3 minutos. A reagao foi iniciada pela adicdo de 8
mM de iodeto de acetiltiocolina (AcSCh). Todas as amostras foram testadas em
duplicata e a atividade enzimatica foi expressa em umol de AcSCh.min'1.mg de

proteina™.
4.6 DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD
(1976). O principio do método baseia-se na determinagdo da concentragdo de
ligagcbes peptidicas por meio da medida da absorbancia do complexo proteina-
corante. Este complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A
absorbancia é considerada diretamente proporcional a concentragado de proteina na
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solucdo analisada, onde uma solugdo de albumina (1 mg/mL) foi utilizada como
padrao.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram avaliados quanto a normalidade usando o teste
Shapiro-Wilk. Para os dados normalmente distribuidos (Shapiro-Wilk, p > 0,05) fez-
se da seguinte forma: para analisar a influéncia da concentragédo e do tempo de
exposicao ao AG nos parametros de estresse oxidativo, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do teste de comparagdes multiplas post
hoc de Tukey; para analisar a influéncia das diferentes concentragées de AG nos
parametros 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 nao apresentaram distribuicdo normal foram
analisados usando os testes de Kruskal-Wallis com os testes post hoc de
comparagado multipla de Dunn. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Os resultados estdo apresentados como média + erro
padrdao da média. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO DO ACIDO GALICO EM CEREBRO DE PEIXE-ZEBRA

Como dito anteriormente, nada ha 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 concentragbes de 5, 10 e 20 mg/L em cérebro de peixe-zebra expostos
durante 24 e 48h sobre parametros de estresse oxidativo, visto que esta avaliagao
pode ser utilizada como um indicativo de toxicidade.

O teste ANOVA demonstrou que a variavel concentracdo possui efeito
significativo sobre o conteudo de grupamentos sulfidrila (F33 = 11,32, p < 0,0001,
ANOVA de duas vias), um marcador de dano oxidativo a proteinas, e nos niveis de
TBA-RS (Fs3 = 8,231, p = 0,0004, ANOVA de duas vias), um marcador de
peroxidagao lipidica. A variavel tempo de exposi¢cdo ndo apresentou significancia (p
> 0,05). A analise post hoc demonstrou aumento significativo sobre o conteudo de
grupamentos sulfidrila no grupo tratado com 20 mg/L de AG exposto por 24h (p =
0,0014) e 48h (p = 0,0071) em relagé&o ao grupo controle (Figura 9A).

De maneira semelhante houve aumento significativo nos niveis de TBA-RS
no grupo tratado com 20 mg/L de AG exposto por 24h (p = 0,0181) e 48h (p =
0,0492) em relagdo ao grupo controle (Figura 9B). As demais concentragdes n&o

apresentaram diferengas significativas (p > 0,05).

Figura 9 - Efeito da exposigcdo ao acido galico nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h
sobre o conteudo de grupamentos sulfidrila (A) e os niveis de acido tiobarbitdrico (TBA-RS) (B) em
cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média + erro padrdo das médias de 6
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em nmol TNB.mg de
proteina'1 e nmol.mg de proteina'1, respectivamente. *p<0,05; **p<0,01 em comparagdo ao grupo
controle (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).
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Para investigar o efeito do AG na produgao de espécies reativas no cérebro
do peixe-zebra, marcadores de ERO foram quantificados por meio da oxidagéo de
DCFH, e marcadores de ERN foram quantificados por meio dos niveis de nitrato e
nitrito.

Foi constatado significancia em relagdo as diferentes concentragdes de AG
na oxidagdo de DCFH (Fs3p = 15,65, p < 0,0001, ANOVA de duas vias), entretanto, o
tempo de exposigdo nao influenciou este parametro (p > 0,05). A analise post hoc
demonstrou aumento significativo na oxidagdo 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
relacdo ao grupo controle (Figura 10A). As demais concentragbes n&o apresentaram
diferencas significativas em relagcdo ao grupo controle (p > 0,05). Nao houve
diferencga significativa nos niveis de nitrato e nitrito entre as concentragdes testadas
(p > 0,05) (Figura 10B).

Figura 10 - Efeito da exposi¢do ao acido galico nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h
sobre a oxidagéo de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH; A) e os niveis de nitratos e nitritos (B) em cérebro
total de peixe-zebra. Os resultados representam média + erro padrdao das médias de 6 diferentes
experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em nmol.mg de protel’na'1 e
pmol.mg de proteina'1, respectivamente. **p<0,01 em comparagdo ao grupo controle (ANOVA de
duas vias seguido de post hoc de Tukey).

A) B)

e
-
[5,]
1
N
o
]

% gk

HN 24h
l l 3 48h

o
-
(=]
-
o
1

0.05+

Nitratos and Nitritos
o
T

(umol.mg de proteina'1)
5

Oxidagao de DCFH
(nmol.mg de proteina'1)

0.00-

©
o
1

Controle 5mg/L 10 mg/L 20 mg/L Controle 5mglL  10mg/L 20 mgiL

Adicionalmente, foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimaticas em
cérebro total de peixe-zebra submetidos a exposi¢cao ao AG nas concentracdes de 5,
10 e 20 mg/L por 24 e 48h. o teste ANOVA demonstrou que a variavel concentragao
apresentou significancia na atividade das enzimas SOD (F3 30 = 8,372, p = 0,0003,
ANOVA de duas vias) e CAT (F3 3 = 17,37, p < 0,0001, ANOVA de duas vias),
enquanto que, a variavel tempo n&o apresentou significancia (p > 0,05).

A analise post hoc revelou aumento na atividade da SOD apds 24h de
exposicao nos grupos tratados com 5 e 10 mg/L (p = 0,0018; p = 0,0327,
respectiamente) e apds 48h nos grupos tratados com 5 e 10 mg/L (p = 0,0278; p =
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0,0425) em relagdo ao grupo controle (Figura 11A). A atividade da CAT aumentou
em todas as concentragdes de AG testadas apds 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 comparagdo com o0s respectivos grupos
controles (Figura 11B).

As demais concentragdes ndo apresentaram diferengas significativas em
relacdo ao grupo controle (p > 0,05). Outrossim, foi avaliada a capacidade
antioxidante ndo enzimatica por meio dos niveis de GSH reduzida, a qual ndo houve
diferencga significativa nos grupos avaliados em relagado ao grupo controle (p > 0,05)
(Figura 11C).

Figura 11 - Efeito da exposi¢do ao acido galico nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/L por 24 e 48h
sobre a atividade antioxidante das enzimas superodxido dismutase (SOD; A) e catalase (CAT; B) e
sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados
representam média + erro padrdo das médias de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata.
Os valores estdo expressos em U.mg de proteina™ (SOD e CAT) e em uymol de GSH.mg de proteina™
(GSH). ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (ANOVA de duas vias
seguido de post hoc de Tukey).
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Visto que a concentracdo de AG foi fator diferencial entre as alteragbes
encontradas e o tempo de exposi¢cao nao interferiu nestas alteragdes, a avaliagao
comportamental foi realizada nos animais expostos ao AG nas concentragdes 5, 10

e 20 mg/L durante 24h. Para avaliar o perfil exploratério/locomotor foi utilizado teste
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do novel tank. Em relagao ao perfil locomotor, ndo houve alteragcéo entre os grupos
avaliados, uma vez que os parametros distancia percorrida, velocidade média e
numero de cruzamentos ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05)
(Figura 12A, 12B e 12C).

Figura 12 — Efeito da exposi¢cado ao acido galico nas concentragbes de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no
peixe-zebra sobre a distancia percorrida (A), velocidade média (B) e numero de cruzamentos (C) no
aparato novel tank. Os resultados representam média + erro padrdo das médias de 12 diferentes
experimentos. (Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn).
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O perfil exploratorio dos animais foi avaliado por meio dos parametros tempo
imovel, episédios de freezing e pelo tempo e nimero de entradas na zona superior e
inferior do aquario. Foi notado que o grupo tratado com 20 mg/L de AG demonstrou
uma diminuicdo no tempo imovel (p = 0,039, Kruskal-Wallis; Figura 13A) e no
numero de episodio de freezing (p = 0,0030, Kruskal-Wallis; Figura 13B) em relagao
aos grupos controle.

Neste mesmo grupo foi constatado que o tempo de permanéncia (Figura
13C) e o numero de entrada (Figura 13D) na parte superior do aparato foram
significativamente maiores (p = 0,0002 e p = 0,0021, Kruskal-Wallis,
respectivamente) em relagcdo ao grupo controle, enquanto que o tempo de

permanéncia na parte inferior do aparato foi menor em relagdo ao grupo controle (p
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= 0,0044, Kruskal-Wallis, Figura 13E). As demais concentragbes nao apresentaram

diferencgas significativas em relagéo aos grupos controles (p > 0,05).

Figura 13 - Efeito da exposi¢do ao acido galico nas concentragbes de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no
peixe-zebra sobre o tempo imoével (A), episddios 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 padrdo de 12 diferentes experimentos.
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle (Kruskal-Wallis seguido de post hoc
de Dunn).
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A avaliagdo do perfil ansiolitico-simile foi realizada pelo teste claro/escuro
por meio dos parametros numero de cruzamentos (Figura 14A) e tempo na area
clara (Figura 14B) nos peixes-zebra tratados com 5, 10 e 20 mg/L de AG por 24h.
Nao houve diferenga estatistica destes parametros em relagdo aos grupos avaliados
(p > 0,05).
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Figura 14 - Efeito da exposicdo ao acido galico nas concentragbes de 5, 10 e 20 mg/L por 24h no
peixe-zebra sobre o numero de cruzamentos (A) e tempo na area clara (B) no teste claro/escuro. Os
resultados representam média + erro padrdo da média de 12 diferentes experimentos. (Kruskal-Wallis
seguido de post hoc de Dunn).
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Considerando que respostas comportamentais estdo associadas aos
sistemas neuroquimicos, para compreender se a fungdo dos neurdnios colinérgicos
sao vulneraveis a exposicao ao AG, a atividade das enzimas AChE e ChAT foram
avaliadas em cérebro de peixe-zebra exposto ao AG nas concentragdes 5, 10 e 20
mg/L por 24h. Foi observada reducdo na atividade da enzima AChE em relagdo ao
grupo controle em cérebro de peixe-zebra expostos a concentracdo de 20 mg/L
(F3,20 = 9,691, p = 0,0014, ANOVA de uma via) (Figura 15A).

As demais concentragdes nado apresentaram diferengas significativas em
relacdo ao grupo controle (p > 0,05). Nao houve alteragdo na atividade da enzima

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

Figura 15 - Efeito da exposi¢do ao acido galico nas concentragdes 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 padrdo da média de 6
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em pymol ACSCh.h.mg
de proteina'1 e nmoI.4-TP.min'1.mg de proteina'1. **p<0,01 em comparagao ao grupo controle (ANOVA
de uma via seguido de post hoc de Tukey).
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5.2 AVALIACAO DO ACIDO GALICO EM CEREBRO DE PEIXE-ZEBRA EXPOSTO
DE FORMA PROLONGADA AO ETANOL

Visto que o AG na concentragdo de 20 mg/L gerou alteracbes de estresse
oxidativo, comportamental e colinérgico, optou-se em avaliar somente as
concentragdes 5 e 10 mg/L de AG nos animais expostos ao etanol, a fim de observar
reversdes 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 concentragaoes de 5 e 10
mg/L.

Em relagcdo a atividade da AChE n&o houve diferenga significativa entre os
grupos avaliados (p > 0,05; Figura 16A). Contudo, foi percebido significante
interacdo entre o AG e o etanol sobre a atividade da ChAT (F3,15 = 8,825, p =
0,0013, ANOVA de duas vias). A analise post hoc demonstrou redugéo na atividade
da enzima ChAT do grupo exposto ao etanol em relagédo ao grupo controle (p =
0,001) e aumento da atividade desta enzima no grupo tratado com 10 mg/L de AG

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

Figura 16 - Efeito do tratamento com acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposigcao
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
padrdo da média de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos
em pmol ACSCh.h.mg de proteina™ e nmol.4-TP.min"'.mg de proteina™. **p<0,01 em comparagdo ao
grupo controle; #p<0,05 em comparagdo ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc
de Tukey).
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O préximo passo foi avaliar a influéncia do etanol e do tratamento com o AG
nas concentragcdes de 5 e 10 mg/L sobre o perfil comportamental locomotor e
exploratério do peixe-zebra por meio do teste novel tank. Dentre os parametros

ligados ao perfil locomotor avaliado, ndo foi verificada alteracdo na distancia
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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 acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposicao
ao etanol no peixe-zebra sobre a distancia percorrida (A) e velocidade média (B) no aparato novel
tank. Os resultados representam média * erro padrao das médias de 12 diferentes experimentos.
(Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn).
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Em relagcdo ao perfil exploratorio dos animais foi observado que o grupo
exposto ao etanol permaneceu mais tempo imoével do que o grupo controle (p =
0,034, Kruskal-Wallis) e que o grupo tratado com 5 mg/L de AG apresentou um
tempo imével menor em relagdo ao grupo etanol (p = 0,029, Kruskal-Wallis; Figura
18A).

Da mesma forma, o numero de episddios de freezing do grupo exposto ao
etanol foi maior quando comparado com o grupo controle (p = 0,0074, Kruskal-
Walllis). O grupo tratado com 5 mg/L de AG apresentou redugdo no numero destes
episodios em relagdo ao grupo etanol (p = 0,0086, Kruskal-Wallis) (Figura 18B).

O tempo de permanéncia na parte superior do aparato pelo grupo exposto
ao etanol foi maior em relagdo ao tempo de permanéncia do grupo controle (p =
0,014, Kruskal-Wallis), sendo que os grupos tratados com 5 e 10 mg/L de AG
apresentaram uma diminuigdo deste tempo em relagdo ao grupo etanol (p = 0,044 e
p = 0,041, respectivamente, Kruskal-Wallis; Figura 18C). Todavia, o numero de
entrada na parte superior nao apresentou alteragao entre os grupos avaliados (p >
0,05, Figura 18D). Igualmente ocorreu com o numero de entrada na parte inferior do
aparato (p > 0,05, Figura 18F).

Em relagdo ao tempo de permanéncia na parte inferior do aparato, o grupo
exposto ao etanol apresentou menor tempo nesta zona em relagdo 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 permanéncia na parte inferior do
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aparato em relacdo ao grupo etanol (p = 0,010 e p = 0,040, respectivamente,
Kruskal-Wallis; Figura 18E).

Figura 18 - Efeito do tratamento com acido galico nas concentracdes de 5 e 10 mg/L apds exposicao
ao etanol no peixe-zebra sobre o tempo imdvel (A), episddios 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 padrao das médias de 12 diferentes
experimentos. *p<0,01; **p<0,01 em comparagdo ao grupo controle; # p<0,01; o p<0,01 em
comparacgao ao grupo etanol (Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn).
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O perfil ansiolitico-simile dos animais expostos ao etanol e tratados com AG
nas concentragcdes de 5 e 10 mg/L foi avaliado pelo teste claro/escuro por meio dos

parametros numero de cruzamentos (Figura 19A) e tempo na area clara (Figura
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19B). Nao houve diferenca estatistica destes parédmetros em relagdo aos grupos
avaliados (p > 0,05).

Figura 19- Efeito do tratamento com acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposicéo
ao etanol no peixe-zebra sobre o numero de cruzamentos (A) e tempo na area clara (B) no teste
claro/escuro. Os resultados representam média * erro padrdo da média de 12 diferentes
experimentos.(Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn).
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Posteriormente, foi avaliado parametros de estresse oxidativo em cérebros de
peixe-zebra expostos de forma prolongada ao etanol e tratados com AG. Ao avaliar
a peroxidacgao lipidica no tecido cerebral do peixe-zebra (Figura 20A), foi constatada
significante interagdo entre o AG e o etanol (F3 15 = 29,94, p < 0,0001, ANOVA de
duas vias) nos niveis de TBA-RS. A anadlise post hoc demonstrou aumento nos
niveis de TBA-RS no grupo exposto ao etanol em relagdo ao grupo controle (p =
0,0003) e os grupos que foram tratados com 5 e 10 mg/L de AG apresentaram
diminuicdo destes niveis em relagao ao grupo etanol (p < 0,0001 para ambas).

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

todavia, ndo houve alteragéo entre os grupos avaliados (p > 0,05; Figura 20B).

Figura 20 - Efeito do tratamento com acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposicéo
ao etanol sobre os niveis de acido tiobarbitdrico (TBA-RS; A) e o conteudo de grupamentos sulfidrila
(B) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média * erro padrdo das médias de 6
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina’
e nmol TNB.mg de proteina‘1, respectivamente. ***p<0,001 em comparagédo ao grupo controle,
p<0,001 em comparagao ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).
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Para a verificagdo da presenca de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, foram quantificados a oxidagdo do DCFH (Figura 21A) e os niveis 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 interagao entre
AG e etanol foi observada em relagéo a oxidagédo do DCFH (F3,15 = 9,351, p < 0,001,
ANOVA de duas vias). A analise post hoc demonstrou aumento na oxidagado de
DCFH no grupo etanol em relagdo ao grupo controle (p = 0,0021), onde o grupo
tratado com 10 mg/L de acido galico apresentou diminuigdo da oxidagcéo de DCFH (p
= 0,0018) em relagdo ao grupo etanol. Os niveis de nitratos e nitritos ndo foram
alterados (p > 0,05).

Figura 21 - Efeito do tratamento com acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposicao
ao etanol sobre a oxidagao de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH; A) e os niveis de nitratos e nitritos (B)
em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média + erro padrao das médias de 6
diferentes experimentos, cada um em duplicata. Os valores estdo expressos em nmol.mg de proteina’
e pgmol.mg de proteina‘1, respectivamente. **p<0,01 em comparagao ao grupo controle, ki p<0,01 em
comparacgao ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).
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A avaliacdo das defesas antioxidantes foi caracterizada pela analise das
enzimas SOD (Figura 22A) e CAT (Figura 22B) e a defesa antioxidante né&o
enzimatica por meio dos niveis 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 interagédo entre o AG e etanol foi constatada na atividade da SOD (F3 15 =
6,113, p = 0,0063, ANOVA de duas vias).

A analise post hoc demonstrou diminuicdo na atividade da SOD no grupo
etanol em comparagado ao grupo controle (p = 0,0337), enquanto que, 0s grupos
tratados com 5 e 10 mg/L de acido galico apresentaram aumento em relagdo ao
grupo etanol (p = 0,0107 e p = 0,0102, respectivamente). A atividade da CAT e os
niveis de GSH n&o apresentaram diferenga entre os grupos avaliados (p > 0,05).
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Figura 22 - Efeito do tratamento com acido galico nas concentragdes de 5 e 10 mg/L apds exposicao
ao etanol sobre a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD; A), catalase (B) e
sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH; C) em cérebro total de peixe-zebra. Os resultados
representam média + erro padrdo das médias de 6 diferentes experimentos, cada um em duplicata.
Os valores estdo expressos em U.mg de proteina-1. *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle; #
p<0,05 em comparagao ao grupo etanol (ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Tukey).
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6 DISCUSSAO

O AG tem emergido como um potencial candidato a farmaco neuroprotetor
diante de injurias oxidativas em virtude de sua acdo antioxidante. Esse estudo
procurou explorar o efeito do AG em peixes-zebra expostos ao etanol, uma condicao
que gera estresse oxidativo e alteragdes neuroquimicas. A principio foi avaliado o
efeito isolado desta substancia nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/L em cérebro de
peixe-zebra expostos durante 24 e 48h sobre parametros de estresse oxidativo. O
estresse oxidativo pode ser definido como um processo néao fisioldgico caracterizado
pelo desequilibrio entre a produgéo de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio
e as defesas antioxidantes teciduais (SIES, 2015), logo, esta avaliagdo pode ser
utilizada como um indicativo de toxicidade.

No estudo, o aumento verificado nos niveis de TBA-RS na concentragcao de
20 mg/L, em ambos os tempos de exposicdo, sugere lipoperoxidacdo. E descrito que
a propria peroxidacgdo lipidica € capaz de gerar espécies reativas que perpetuam
este evento por meio de um processo em cadeia (BARBOSA et al. 2010).
Provavelmente esta alteragcado ocorre pela presenca de ERO, visto que a oxidagao
de DCFH nesta concentracdo estava aumentada, enquanto que os niveis de nitrato
e nitrito n&o se alteraram, descartando a influéncia de ERN. Adicionalmente, nesta
concentragdo, foi constatado aumento nos grupamentos sulfidrila e nenhuma
alteracao nos niveis de GSH. Logo, ndo se pode afirmar que houve dano proteico,
visto que os grupamentos sulfidrila participam da rota metabdlica da GSH e esta néo
sofreu  modificagdes (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Em relacdo 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
lipidico verificado.

As concentragdes 5 e 10 mg/L ndo evidenciaram alteragdes nos parametros
oxidativos, porém demonstraram aumento nas atividades das enzimas antioxidantes,
sugerindo que estas concentragcdes possuem potencial efeito antioxidante no
cérebro do peixe-zebra. Em testes in vitro, o AG revelou atividade antioxidante
comparavel ao derivado da vitamina E Trolox e acido ascorbico (YEH et al., 2003).
Sistemicamente diversos estudos in vivo revelam os beneficios da acido antioxidante
do AG em doengas 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 tém 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
parametros de estresse oxidativo, propde-se que a concentragdo 20 mg/L de AG
possui um perfil toxico pro-oxidante e que as demais concentragdes possuem acao
antioxidante em cérebro de peixe-zebra, caracteristica de um fendmeno de hormese.

Sabendo que alteragbes no balanco oxidativo levam a alteragdes
neuroquimicas e comportamentais, o préximo passo foi avaliar se o AG
isoladamente poderia desencadear mudancas comportamentais. O comportamento
natural do peixe-zebra é tipificado pela constante atividade de natacdo afim de
explorar o aquario integralmente (SIEBEL et al., 2015). Os resultados insinuam que
o AG néo influencia a locomogéo do peixe-zebra, no entanto, a concentragdo de 20
mg/L revela um perfil exploratério intenso devido ao tempo imovel e redugdo
episddios de freezing, que se caracterizam por um estado de imobilidade e alerta
onde todos o0s movimentos cessam, com excessao daqueles necessarios a
respiracdo (GODSIL et al.,, 2000). Notou-se que esta exploragdo se deu
principalmente na parte superior do aparato, visto que o tempo de permanéncia
nesta zona e o numero de entrada foram significativamente maiores.

Estudos tém demonstrado que o tratamento do peixe-zebra com farmacos
ansioliticos, como benzodiazepinicos, induz ao aumento da atividade exploratoria
dos animais especialmente no topo do aparato (GEBAUER et al., 2011; VOSSEN et
al., 2020). Desta forma, poderia ser sugerido que a concentragado de 20 mg/L de AG
apresentou um perfil comportamental ansiolitico—simile. Porém, o teste claro/escuro
nao apresentou achados que indicassem atividade ansiolitica desta concentracéo. O
teste claro/escuro possui a sensibilidade para analise de comportamentos de
ansiedade em peixes-zebra, sendo uma ferramenta complementar importante para
investigar o efeito de substancias ansioliticas sobre esse comportamento
(MAXIMINO et al., 2012). Certamente, novos estudos sdo necessarios para
confirmar ou excluir esse efeito ansiolitico—simile do AG em peixe-zebra.

O AG na concentragao de 20 mg/L apresentou uma diminuigdo na atividade
da AChE, enzima responsavel pela degradagao da ACh, o que resulta no aumento
dos niveis deste neurotransmissor na fenda sinaptica levando a um excessivo

estimulo de seus receptores (ANTYBORZEC et al., 2016). A lipoperoxidagéo
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observada pode induzir alteracbes na permeabilidade e fluidez das membranas,
causando perda da seletividade, alteracdes na troca ibnica, liberacdo do conteudo
das organelas e formagcao de aldeidos citotoxicos, como o malondialdeido e o 4-
hidroxinonenal (HERNANDEZ et al., 2016). Esses eventos estdo relacionados com o
decréscimo da viabilidade neuronal (RENDON-RAMIREZ et al., 2013). A AChE ¢é
uma enzima que se apresenta ancorada na membrana de neurdnios pds-sinapticos,
e uma alteracdo na membrana promovida pela peroxidacéao lipidica pode ocasionar
prejuizos em sua fungdo (LOPES et al., 2017). Nesse sentido, sugere-se que a
intensidade exploratdria exibida pelos animais expostos ao AG na concentragao 20
mg/L tenha relagdo com uma possivel agao toxica, corroborando os eventos pro-
oxidativos e colinérgicos demonstrados.

Apesar do crescente interesse sobre o efeito do AG no comportamento, as
informagdes disponiveis ainda sdo dispersas e muitas vezes conflitantes nos
diversos modelos experimentais. Em camundongos e ratos, a administragdo aguda
de AG bloqueia a tensdo psicomotora e a hiperatividade, resultando em uma
atividade ansiolitica (DHINGRA et al., 2012; MANSOURI et al., 2013). Por outro lado,
o AG esta ativamente envolvido na protecéo e restauracédo da fungao 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 exposi¢do ao AG induz hiperexcitabilidade motoneuronal justificada por um
comprometimento agudo do equilibrio gabaérgico-glutamatérgico sem descartar a
influéncia de outros sistemas (ANNONA et al., 2021). Este estudo reforga os
achados encontrados na concentracdo de 20 mg/L levando a exclusdo desta
concentragao nos testes com o etanol. As concentragcdes de 5 e 10 mg/L de AG néo
apresentaram alteragbes nos parametros colinérgicos e comportamentais. Nao se
pode descatar que o AG possa ter um efeito espécie-especifica.

Assim sendo, o proximo passo foi estabelecer se as concentracdes de 5 e
10 mg/L eram capazes de reverter os danos neuroquimicos gerados pelo etanol em
cérebro de peixe-zebra. Ha evidéncias claras que os efeitos sobre o0 SNC se devem
a influéncia do etanol sobre o balango inibitério/excitatério relacionado aos
receptores gabaérgicos e glutamatérgicos, embora outros receptores e
neurotransmissores também estejam envolvidos na sua agdo (CHATTERJEE et al.,
2014; HARSHBERGER et al., 2016; ALEXANDRE, 2019). O etanol misturado ao

ambiente do aquario é absorvido pelos vasos sanguineos da branquia e da pele dos
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peixes-zebra, que rapidamente é difundido pela circulagao sistémica atingindo todos
os tecidos (GERLAI ET AL., 2000; DLUGOS; RABIN, 2003; CHATTERJEE et al.,
2014). DLUGOS e RABIN (2003) demonstraram que apés 15 minutos de exposi¢cao
ao etanol numa concentragdo de 0,5 % (v/v) um equilibrio entre o nivel de etanol no
aquario e no cérebro do peixe-zebra foi alcangcado e mantido por 24 horas.
CHATTERJEE et al. (2014) descreveram alteracbes nos niveis de dopamina,
serotonina, glutamato, GABA, aspartato, glicina e taurina em cérebro de peixe-zebra
submetidos a exposic¢ao crénica de etanol.

Em relagdo ao sistema colinérgico, modelos de exposicdo 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 nao foi sensivel ao
efeito prolongado do etanol. De maneira analdga, o tratamento com AG né&o alterou
a cinética desta enzima. Estudos realizados em modelos de amnésia induzida por
escopolamina (NAGPAL et al., 2013) e Doenga 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 doencas, revertendo o acumulo de ACh na fenda
sinaptica. Estes autores sugerem um perfil neuromodulatério do AG na
neurotransmisséo colinérgica. Considerando essas informagdes, como o etanol nao
gerou prejuizo cinético a AChE, igualmente n&o houve alteragdo 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
exposicao crbnica ao etanol, e por BERNARDO et al. (2019), em modelo de binge
drink. Estes estudos demonstram a influéncia direta do etanol sobre a cinética desta
enzima, visto que o imunoconteudo da mesma nao foi alterado. Os mesmos autores
sugerem o estresse oxidativo gerado pelo etanol nos neurdnios colinérgicos como
fonte do prejuizo no funcionamento de suas enzimas. A enzima colinérgica ChAT é
responsavel pela sintese de ACh a partir da ligagcao entre acetil-coenzima A e colina
nas varicosidades neuronais parassimpaticas, logo, a diminuicéo da atividade desta
enzima gera um decaimento nos niveis deste neurotransmissor levando a altera¢des
cognitivas e comportamentais (ABREU-VILLACA et al., 2016; GAWEL et al., 2017).
O tratamento com o AG na concentragao de 5 mg/L nao foi capaz de reverter o dano
na atividade enzimatica da ChAT, todavia, na concentragdo de 10 mg/L houve a

reversdo do efeito lesivo. Outrossim, estudos com compostos fendlicos em doencgas
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neurodegenerativas comprovaram aumento na atividade desta enzima apos o
tratamento (KHAN et al., 2012; DOU et al., 2018; KONG et al., 2019), associando
este beneficio com a capacidade antioxidante destes compostos.

Uma vez percebido os efeitos deletérios do etanol sobre o sistema
colinérgico e conhecendo da importancia deste sistema nas fungdes cognitivas e
comportamentais, o estudo investigou o efeito do AG sobre o peixe-zebra apos
exposicao ao etanol. Nao foi percebido dano locomotivo nos animais testados, nao
obstante, o grupo etanol apresentou perfil ansiolitico-simile em relagdo ao grupo
controle observado nos parametros de tempo imovel, episddeo de freezing e tempo
na parte superior do aparato. O comportamento ansiolitico induzido pelo etanol ja foi
descrito em estudos com peixe-zebra expostos em diferentes concentracbes e
periodo 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
permanéncia no topo em relagdo ao grupo etanol, porém os animais tratados com 5
mg/L diminuiram todos os parametros alterados pelo etanol demonstrando ser mais
efetivo em reverter os efeitos comportamentais gerados por esta substancia.

Estudos em ratos tém demonstrado que ap6s uma situacédo de estresse, 0s
animais tratados com AG demonstram caracteristica ansiolitica-simile (DHINGRA et
al., 2012; MONU YADAYV et al., 2018). Os resultados evidenciaram que o perfil
ansiolitico foi identificado no grupo exposto somente ao etanol e no caso do
tratamento com AG, esse padrdao ndo se manteve, ao contrario, reestabeleceu o
modelo obtido no grupo controle. Um estudo realizado por MOGHADAS et al. (2015),
ratificou que o tratamento com AG modulou o protétipo ansioso e depressivo de
camundongos em modelo de intoxicagao por cloreto de tributilestanho. Dessa forma,
pode-se propor que o AG apresentou perfil modulatério 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 presenga de estresse oxidativo e lesdo no sistema colinérgico,
a qual foi revertido pela administracdo do antioxidante resveratrol. Neste sentido,
para verificar a presenca de estresse oxidativo no cérebro de peixe-zebra expostos
ao etanol e tratado com AG nas concentragbes de 5 e 10 mg/L, foram avaliados

danos oxidativos a proteinas e lipideos por meio da determinagcédo de conteudo de
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grupos sulfidrilas e dos niveis de TBA-RS, respectivamente. No modelo experimental
utilizado, ndo foi verificado diferengca no conteudo de grupos sulfidrila entre os
grupos avaliados, assim como, nos niveis de GSH, descartando o dano proteico.
Porém, observou-se que os niveis de TBA-RS se encontram significativamente
aumentados nos grupos expostos ao etanol em comparagdo ao grupo controle,
indicando a presenca de peroxidagao lipidica. O tratamento com AG nas duas
concentracdes testadas reverteram estes niveis.

Uma vez notado o aumento de peroxidagao lipidica, foi avaliada a geracéo
de espécies reativas, por mintermédio da determinacdo dos niveis de nitratos e
nitritos e pela oxidagdo do DCFH. No estudo, ndo foi possivel observar aumento nos
niveis de nitratos e nitritos. Por outro lado, houve incremento da oxidacdao do DCFH
no cérebro dos peixes-zebra expostos ao etanol, que € um indicativo de producgao de
ERO. Estudos atribuiram que a maior parte das ERO produzidas pelo consumo de
etanol sdo provenientes de seu metabolismo (SHAH et al., 2015). Foi descrito que o
consumo prolongado de etanol induz a via de metabolizagao associada a enzima
CYP2E1, e que este processo metabdlico esta diretamente relacionado ao aumento
de ERO (HAORAH et al., 2007). Conquanto, o tratamento com AG na concentragéo
de 10 mg/L restringiu a oxidagdo do DCFH gerada pelo etanol, ou seja, reduziu a
presenca de ERO no cérebro do zebrafish. Estudos tém demonstrado o efeito
neuroprotetivo do AG devido a sua alta capacidade “sequestrante” de radicais livres
(como anions superoxido, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila), pela eficacia
em atenuar a ruptura do potencial da membrana mitocondrial, por efeitos quelantes
de metal e também pela capacidade de interagir com vias de transdugéo 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 doenga de Parkinson em cérebro de ratos.

Como mencionado anteriormente, além de suas propriedades de eliminagio
de radicais livres, o AG aumenta a capacidade enzimatica. Um estudo realizado por
CHANDRASEKHAR et al. (2018) em modelo de doenga de Parkinson induzido por
6-OHDA, revelou que apds a decremento da expressdo do fator de transcrigao
nuclear eritroide 2 (Nrf2) induzido por esta neurotoxina, o AG recuperou 0s niveis
deste fator melhorando o perfil oxidativo e as lesdes nos neurdnios dopaminérgicos.
Em condi¢cdes de estresse oxidativo, a ligagdo de Nrf2 ao elemento de resposta

antioxidante leva a transcrigdo de varias enzimas antioxidantes, especialmente SOD
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e CAT (WANG et al., 2016). Isso pode justificar em principio, 0 aumento da atividade
da SOD observado no estudo, nos grupos tratados e nas duas concentragdes
testadas de AG apds a exposicao ao etanol. O grupo etanol, no entanto, apresentou
diminuicdo na atividade da SOD em relagéo ao grupo controle. Isso ja 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 enzimatica contra a producgao
intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacdo do radical superdxido e
produzindo peréxido de hidrogénio, substrato da enzima CAT (HALLIWELL, 2012).
Nos resultados, ndo houve diferenca na atividade da CAT entre os grupos
analisados. Esta enzima participa do processo de metabolismo do etanol, utlilizando
como substrato o proprio etanol e o perdxido de hidrogénio produzido por outra
enzima que participa deste processo, a CYP2E1 (SCOLARO et al., 2012). Logo,
como o estudo aborda um modelo prolongado de exposicdo ao etanol,
possivelmente a concentragado de perdxido de hidrogénio e de etanol, possivelmente
devido a um processo adaptativo, nao influenciaram na atividade da catalase. O
tratamento com o AG n&o apresentou alteragdo na atividade desta enzima,
sugerindo uma possivel agado modulatoria desta substancia.
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7 CONCLUSAO

Tomado em conjunto, os resultados do estudo sugerem que a concentragao
de 20 mg/L de AG parece ser téxica ao nivel oxidativo, comportamental e colinérgico
ao cérebro do peixe-zebra. Além disso, o0 AG nas concentragbes de 5 e 10 mg/L
revertem as lesdes neuroquimicas e comportamentais induzidas pela exposicéo
prolongada ao etanol em cérebro de peixe-zebra, e que este mecanismo esta
associado principalmente ao balanco oxidativo. Este estudo abre perspectiva para
que o AG seja abordado em novos estudos como uma molécula terapéutica diante

de insultos e/ou doengas de fisiopatologia relacionada ao estresse oxidativo.
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