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RESUMO 
 

O álcool é a droga lícita mais consumida no mundo. Em 2016 gerou um impacto 
negativo na qualidade de vida de aproximadamente 133 milhões de pessoas. O uso 
de álcool gera riscos para o desenvolvimento de transtorno por uso de álcool (TUA). 
O seu metabolismo é iniciado pela conversão do etanol a acetaldeído, pela enzima 
álcool desidrogenase (ADH), e então do acetaldeído a acetato, pela enzima aldeído 
desidrogenase (ALDH). No cérebro, esses metabólitos alteram o funcionamento de 
diversos sistemas de neurotransmissão, como o glutamatérgico e o colinérgico, 
além de prejudicar a memória e aprendizagem. Os medicamentos para tratamento 
do TUA causam efeitos adversos e contraindicações. A N-acetilcisteína (NAC) um 
fármaco antioxidante, com evidências de proteger a memória e reestabelecer os 
níveis de acetilcolinesterase (AChE), além de ser um antioxidante que atua 
juntamente a glutationa, que está relaciona a sinapse do glutamato. O peixe-zebra 
é um modelo animal consolidado para estudos com álcool e fármacos, já tem seus 
sistemas neurotransmissores caracterizados e em estudos com etanol e NAC, ela 
foi capaz de reverter os danos do álcool na ansiedade e no estresse oxidativo. Neste 
contexto, o propósito do presente estudo foi investigar os efeitos da exposição 
repetida ao etanol (ERE) na sinalização colinérgica e glutamatérgica, como também 
na memória do peixe-zebra. Os animais foram expostos ao etanol 1% por 8 dias 
durante 20 minutos. Receberam tratamento com NAC após a oitava exposição ao 
etanol por 10 ou 60 minutos. A eutanásia ocorreu um dia após a oitava exposição. 
Foram realizados os comportamentos de esquiva inibitória e reconhecimento de 
objeto, e as dosagens das atividades das enzimas colina acetiltransferase (ChAT) 
e AChE, e captação de glutamato. Os resultados mostram um aumento significativo 
da AChE no grupo exposto ao etanol e uma diminuição nos expostos, porém 
tratados com NAC por 10 minutos. Nenhuma diferença foi observada na ChAT.  A 
captação de glutamato foi significativamente menor no grupo exposto ao etanol, 
mas o grupo tratado com NAC após a exposição não apresentou diferenças em 
relação ao controle. Na esquiva inibitória todos os grupos demonstraram aquisição 
da memória aversiva exceto o grupo exposto ao etanol. No reconhecimento de 
objeto o único grupo que apresentou maior tempo de exploração ao objeto novo foi 
o grupo tratado com NAC. O presente estudo demonstrou que a ERE alterou a 
AChE, a captação de glutamato e a memória aversiva da esquiva inibitória, e que 
esses danos foram atenuados pela NAC. Esses efeitos ocorreram após um único 
tratamento com NAC, sugerindo que outros protocolos de tratamento podem 
apresentam resultados mais significativos. Estes resultados contribuem para um 
melhor entendimento dos mecanismos da ERE, bem como das propriedades da 
NAC frente aos danos causados pelo etanol no peixe-zebra. 

 

Palavras-chave: alcoolismo, colinérgico, glutamato, memória, NAC, peixe-zebra 

 

 



 
 

 
ABSTRACT 

 
Alcohol is the most consumed legal drug in the world. In 2016, it had a negative 
impact on the quality of life of approximately 133 million people. Alcohol use 
increases risks for developing alcohol use disorder (AUD). Its metabolism is initiated 
by the conversion of ethanol to acetaldehyde, by the enzyme alcohol dehydrogenase 
(ADH), and then from acetaldehyde to acetate, by the enzyme aldehyde 
dehydrogenase (ALDH). In the brain, these metabolites alter the functioning of 
several neurotransmission systems, such as glutamatergic and cholinergic, and 
impaired memory and learning. Medications for treating AUD cause side effects and 
have contraindications. N-acetylcysteine (NAC) is an antioxidant drug, with evidence 
of protecting memory and restoring acetylcholinesterase (AChE) levels, in addition 
it is an antioxidant that works together with glutathione, which is related to the 
glutamate synapse. Zebrafish is a consolidated animal model for studies with alcohol 
and drugs, its neurotransmitter systems have already been characterized and in 
studies with ethanol and NAC, it was able to reverse the damage caused by alcohol 
in anxiety and oxidative stress. In this context, the purpose of the present study was 
to investigate the effects of repeated exposure to ethanol (ERE) on cholinergic and 
glutamatergic signaling, as well as on memory in zebrafish. The animals were 
exposed to 1% ethanol for 8 days for 20 minutes. They received treatment with NAC 
after the eighth exposure to ethanol for 10 or 60 minutes. Euthanasia occurred one 
day after the eighth exposure. Inhibitory avoidance and object recognition behaviors 
were performed, as well as biochemistry of the activities of the enzymes choline 
acetyltransferase (ChAT), AChE, and glutamate uptake. The results show a 
significant increase in AChE in the group exposed to ethanol and a decrease in those 
exposed but treated with NAC for 10 minutes. No difference was observed in ChAT. 
Glutamate uptake was significantly lower in the group exposed to ethanol, but in the 
group treated with NAC after exposure there were no differences in comparison to 
control group. In inhibitory avoidance, all groups demonstrated acquisition of 
aversive memory except the group exposed to ethanol. In object recognition, the 
only group that showed longer exploration time in the new object was the group 
treated with NAC. The present study demonstrated that ERE altered AChE, 
glutamate uptake and aversive memory of inhibitory avoidance, and that these 
damages were attenuated by NAC. These effects occurred after a single treatment 
with NAC, suggesting that other treatment protocols may provide more significant 
results. These results contribute to a better understanding of the mechanisms of 
ERE, as well as the properties of NAC in the face of damage caused by ethanol in 
zebrafish. 
 
Keywords: alcoholism, cholinergic, glutamate, memory, NAC, zebrafish 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO ÁLCOOL 

 

O álcool é a droga lícita mais consumida no mundo. Na região das Américas, 

Europa e Pacífico Ocidental, o percentual da população que faz uso dessa substância de 

forma recorrente ultrapassa os 50%. Especificamente nas Américas, a quantidade 

consumida pela população total é de 17,4 g/dia per capita. Já entre os consumidores 

recorrentes, o consumo chega a atingir cerca de 32,8 g/dia. Embora existam diversos 

fatores sociais e ambientais que levem a diferenças entre os continentes, vem sendo 

observado um aumento geral na quantidade de álcool ingerida entre os consumidores 

recorrentes: no ano de 2000 a média de consumo era de 11,1 litros e, em 2016, atingiu 

15,1 litros de álcool puro per capita (WHO, 2018). 

Existem diferentes padrões de consumo de álcool que levam ao risco para o 

desenvolvimento de transtorno por uso de álcool (TUA). Um deles é uso em binge, 

definido pelo Instituto Nacional de Abuso de Álcool e Alcoolismo dos Estados Unidos 

(2023) como a dose necessária para atingir a concentração de 0,08 g/dL de álcool no 

sangue em um período de duas horas. Ocorre também o uso pesado de álcool, que pode 

ser crônico, definido pelo Ministério da Saúde do Brasil (2023) como a ingestão de mais 

de 4 drinks por dia ou mais de 14 por semana, para homens, e mais do que 3 por dia ou 

mais do que 7 por semana, para mulheres e idosos. No Brasil, em 2016, 48,1% dos 

consumidores recorrentes vivenciaram pelo menos um episódio de uso pesado de álcool 

(WHO, 2020). 

Segundo o Manual Diagnóstico Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5), o 

TUA é uma doença crônica e multifatorial, que causa comprometimento ou sofrimento 

clinicamente significativos, ele ainda pode ser subclassificado como leve, moderado ou 

grave, dependendo da quantidade de critérios manifestados, que abrangem desde a 

quantidade e frequência de uso, até o desejo de consumir e o quanto ele interfere nas 

atividades do dia a dia do indivíduo. 

O uso nocivo de álcool provoca diversas consequências para a saúde: em 2016, 

aproximadamente 3 milhões de mortes no mundo ocorreram devido ao uso da 
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substância, representando 5,3% das mortes totais daquele ano. A maioria das mortes 

atribuídas ao uso nocivo de álcool foram devido a doenças digestivas (21,3%), lesões 

não intencionais (20,9%), doenças cardiovasculares e diabetes (19%). Além de mortes, 

em 2016 o álcool comprometeu anos de vida em saúde plena e diminuiu a expectativa 

de vida de cerca de 133 milhões de pessoas devido à violência doméstica, acidentes de 

trânsito, relações sexuais sem proteção e inúmeras doenças, tais como canceres, 

diabetes, epilepsia, doenças cardiovasculares e digestivas. Devido a isso, ocorre a 

promoção de diversas políticas em saúde pública para combater o uso nocivo de álcool 

na população (WHO, 2018). 

 

1.2  METABOLISMO DO ÁLCOOL E EFEITOS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

A absorção do álcool pelo organismo se dá rapidamente após a ingestão, devido 

à alta solubilidade à água presente no sangue, e a constante de Michaelis-Menten (Km) 

da enzima álcool desidrogenase (ADH) ser baixa, o que leva a reação a saturar 

rapidamente (Norberg et al., 2003). O metabolismo ocorre primariamente no fígado, 

iniciado pela conversão do etanol a acetaldeído, pela enzima ADH, e então do 

acetaldeído a acetato, pela enzima aldeído desidrogenase (Palmer et al., 2019). Os 

metabólitos do álcool são altamente tóxicos e influenciam na respiração celular, então, 

ao serem transportados por todo o corpo, atravessam a barreira hematoencefálica (BHE) 

e chegam ao sistema nervoso central (SNC), onde interagem com membranas celulares 

e canais iônicos, neurônios e seus receptores, gerando efeitos dose-dependentes 

(Abrahão et al., 2017; Wei et al., 2021).  

O glutamato, como o principal neurotransmissor excitatório do SNC, tem seus 

neurônios distribuídos por todo o encéfalo e é indispensável para vários processos, 

principalmente os envolvidos na neuroplasticidade, aprendizagem e memória (Bell et al., 

2016). Em situações fisiológicas, o glutamato liberado na fenda sináptica tem sua 

recaptação realizada por células gliais próximas, no qual é convertido a glutamina (Bak 

et al., 2006). Esta, consequentemente, é transportada ao neurônio pré-sináptico, onde é 

convertida novamente a glutamato, que fica armazenado nas vesículas pré-sinápticas, 

reiniciando o ciclo (Bell et al., 2016). A glutamina também pode ser desviada para o ciclo 
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de síntese de GABA, ou ainda, o glutamato pode ser desidrogenado a α-cetoglutarato, 

um componente do ciclo de Krebs (Petroff, 2002; Tapiero et al. 2002). 

Ademais, na exposição aguda ao álcool, ocorre a inibição de todos os receptores 

do glutamato em diversas regiões do cérebro, e por consequência, causa diminuição da 

função cognitiva e atenção, pois altera os mecanismos de sono-vigília, além de ser capaz 

de causar o fenômeno do blackout (Costardi et al., 2014; Bell et al., 2016). Estudos 

demonstraram que o uso de álcool ativa a via de sinalização da proteína alvo da 

rapamicina (mTOR), que altera a permeabilidade dos receptores de glutamato, 

contribuindo para o aumento do uso e recompensa de álcool (Laguesse et al., 2017). Já 

quando administrado de forma crônica, o efeito exercido é o aumento extracelular de 

glutamato, ativando de forma secundária diversas vias neurais, a depender da área 

cerebral. No sistema mesocorticolímbico o aumento de glutamato reforça os mecanismos 

de abstinência, e já demonstrou estar associado ao aumento de consumo de álcool em 

animais (Christian et al., 2013; Griffin et al., 2014; Bell et al., 2016). 

Outro neurotransmissor envolvido na fisiopatologia do consumo de álcool é a 

acetilcolina (ACh). Os neurônios colinérgicos são, assim como os do glutamato, 

distribuídos por todo o cérebro, inclusive no hipocampo, sendo relacionados a memória, 

aprendizagem, sono e atenção (Armstrong et al., 1968; Picciotto et al., 2012; Ferreira-

Vieira et al., 2016; Haam e Yakel, 2017). Quando liberada na fenda sináptica, a ACh é 

hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato, então a colina é 

transportada de volta ao terminal pré-sináptico, onde a colina acetiltransferase (ChAT) 

adiciona um acetil-CoA a colina, transformando-a novamente em acetilcolina 

(Zimmermann, 2008). 

Estudos demonstraram que, no sistema mesocorticolímbico, o etanol modula a 

ação da ACh ao aumentar a despolarização pré-sináptica, levando a altos níveis 

extracelulares de ACh, que interagem com seus receptores nos neurônios 

dopaminérgicos, causando uma maior liberação de dopamina na fenda (Hendrickson et 

al., 2013; Schilaty et al., 2013; Loftén et al., 2020). Este fenômeno é fortemente 

relacionado ao mecanismo de recompensa e reforço do álcool, sendo considerado um 

potencial alvo farmacológico para tratamento de TUA. (Rahman e Prendergast, 2012; 

Walker et al., 2020).  
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Embora muito dos efeitos diretos e indiretos relacionados aos sistemas de 

neurotransmissão promovidos pela toxicidade do consumo abusivo de álcool já tenham 

sido descritos, inúmeros fatores podem estar relacionados a outros mecanismos 

biológicos. Trata-se de fatores genéticos, que contribuem para o desenvolvimento de 

TUA, a regulações epigenéticas, alterações em fatores de transcrição e proteínas. Por 

consequência, ocorre uma ampla neuromodulação no funcionamento dos neurônios e 

seus receptores, transportadores e demais participantes do funcionamento das sinapses 

cérebro (Shabani e Gharehziaaddin 2020; Egervari et al., 2021). 

 

1.3 TRATAMENTOS PARA O USO DE ÁLCOOL 

 

Os medicamentos atualmente utilizados para o tratamento por uso de álcool, 

variam em tipo e dose, a depender se os sintomas requerem um atendimento 

emergencial ou não, se são um tratamento de TUA, ou uma síndrome de abstinência 

alcoólica. No caso de tratamento para TUA, os medicamentos aprovados pela Food and 

Drug Admnistration (FDA) são: Disulfiram, Acamprosato e Naltrexona. No continente 

europeu e outros países também são aprovados o uso de Nalmefene e Baclofen. Outros 

diversos medicamentos são utilizados de forma off label e incluem anticonvulsivantes e 

remédios para enjoo, como topiramato, ondansetrona, gabapentina e vareniclina, entre 

outros (Witkiewitz et al., 2019). 

O Disulfiram foi o primeiro medicamento aprovado para tratamento do TUA, sendo  

um inibidor irreversível da enzima aldeído desidrogenase, provocando o acúmulo de 

acetaldeído, que por ser uma substância tóxica, gera efeitos como taquicardia, dor de 

cabeça, náusea e vômitos (Witkiewitz et al., 2019). Desta forma, esses sintomas 

desagradáveis são psicologicamente associados ao álcool pelo paciente, o que 

desincentiva o uso dele. Portanto, para que esta medicação seja a escolhida para o 

tratamento e tenha seu objetivo alcançado, o paciente deve estar comprometido em 

entrar em abstinência e entender os riscos que ele pode trazer se usado 

concomitantemente ao álcool, visto que o Disulfiram aumenta o risco de hepatite aguda 

e não deve ser utilizado por pacientes com doenças cardíacas (Skinner et al., 2014; Reus 

et al., 2018; Cohen et al., 2022). 
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O Acamprosato ajuda iniciar e manter a abstinência em pacientes com TUA 

moderada ou severa, auxilia também na redução do consumo de álcool (Reus et al., 

2018). Seu mecanismo de ação não é totalmente compreendido, mas sabe-se que é um 

neuromodulador nas situações de hiperativação glutamatérgica (Rӧsner et al., 2010). O 

efeito colateral mais comum é a diarreia, mas pode ocorrer náusea, vômito, dor de cabeça 

e tontura (Witikiewitz et al., 2019). Como sua excreção é renal, não é indicado como 

tratamento para indivíduos com comprometimento deste órgão (Reus et al., 2018; Cohen 

et al., 2022). 

A Naltrexona é um antagonista de receptor opioide utilizada para tratamento de 

alcoolismo, ela é mais eficaz em reduzir as chances de recaída e auxiliar na redução do 

consumo para que o paciente possa entrar na abstinência (Reus et al., 2018). Seus 

efeitos colaterais incluem náusea, dor de cabeça, tontura e problemas de sono 

(Witikiewitz et al., 2019). Por ser um antagonista opioide, não deve ser utilizado por 

pacientes que tenham transtorno por uso de opioides. Outro fator que descarta seu uso 

são pacientes com hepatite ou falência hepática, pois este medicamento tem risco de 

hepatotoxicidade. (Reus et al., 2018; Cohen et al., 2022). 

Para tratamento da síndrome de abstinência alcoólica, os medicamentos de 

primeira linha são os benzodiazepínicos, que são usados para cessar os sintomas graves 

de convulsões e delirium tremens (Attilia et al., 2018; Cohen et al., 2022). Como esses 

medicamentos são muitos passíveis de abuso e overdose, normalmente só são 

administrados em ambiente hospitalar (Votaw et al., 2019). Seu uso deve ser feito com 

atenção em caso de alterações hepáticas prévias (Cohen et al., 2022). 

Diversos outros medicamentos e suplementos são estudados atualmente, em 

busca de encontrar melhores esquemas de tratamentos, junto aos já aprovados para o 

uso, e também alternativos, a fim de evitar efeitos adversos, melhorar os sintomas e 

promover uma maior adesão ao tratamento pelos pacientes (Attilia et al., 2018; Witikiewitz 

et al., 2019). 

 

1.4 MEMÓRIA E O IMPACTO DO USO DE ÁLCOOL 

 

As memórias são formadas a partir da aquisição de experiências, que  aumentam 
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as sinapses glutamatérgicas, e esse aumento promove uma transição de memória de 

curto para longo prazo, devido a transcrição de novos genes, novas proteínas e fatores 

de crescimento, que reforçam essas sinapses (Asok et al., 2020). O hipocampo é a 

principal área do cérebro responsável pela retenção de memória recente e memórias de 

reconhecimento fortes, tanto de objetos como de situações, sendo crucial na 

neurogênese na fase adulta, além de aprendizagem, comportamento e cognição (Opitz, 

2014; Toda e Cage, 2017). No entanto, diversos danos fisiológicos ou ambientais, como 

o uso de álcool, podem impactar nessa área (McClain et al., 2014). Estudos em humanos 

e em animais obtiveram resultados de declínio de performance de atividades cognitivas 

em indivíduos que fizeram uso de álcool (Elliot et al., 2021; Amorim et al., 2017), inclusive 

impactando na aquisição e consolidação da memória em ratos (Zhu et al., 2020). O álcool 

também pode causar alterações cerebrais e prejudicar o neurodesenvolvimento de 

adolescentes (Less et al., 2020) e aumentar o risco de sequelas e demência em idosos 

(Topiwala e Ebmeier, 2018). 

Estudos já correlacionaram o uso agudo de álcool a disfunção da atividade celular 

do hipocampo, por diversos mecanismos, que geram efeitos na memória e aprendizado 

(White et al., 2000). Ademais, o uso pesado de álcool altera as funções cerebrais e 

diminui a capacidade cognitiva (Gutwinski et al., 2018). Achados encontraram uma 

conexão entre o TUA e a resposta neuroimune, estresse e excitotoxicidade 

hiperglutamatérgica, pela intervenção em vias de sinalização celular como a mTOR, 

quinase dependente de ciclina 5 (CDK5), glicogênio sintase quinase-3β (GSK3β) e 

hiperfosforilação direta da proteína TAU, gerando neurodegeneração e Alzheimer (Kamal 

et al., 2020). 

 

1.5  N-ACETILCISTEÍNA  

 

A N-Acetilcisteína (NAC) é um fármaco já conhecido e aprovado para uso em 

humanos desde 1963 pela FDA e 1999 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa). A Anvisa autoriza seu uso nas formas de solução nasal, xarope, granulado e 

solução injetável, na indicação de dificuldade para expectorar, quando há muita secreção 

densa e viscosa, tais como: bronquite crônica e suas exacerbações, enfisema, doença 
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pulmonar obstrutiva crônica, bronquite aguda, pneumonia, colapso pulmonar/atelectasia, 

fibrose cística/mucoviscidose. Também é indicado como antídoto na intoxicação 

acidental ou voluntária por paracetamol.  

A NAC é um derivado de cisteína com um grupo acetil ligado ao seu nitrogênio. 

Ela penetra a BHE e funciona como um provedor do aminoácido cisteína no sistema da 

glutationa redutase (GSH), atuando como um antioxidante neste e em outros sistemas 

protetores, interagindo com diversas rotas metabólicas que regulam até mesmo o ciclo 

celular e apoptose (Samuni et al., 2013). 

Este medicamento tem sido alvo de diversos estudos que buscam compreender 

seu funcionamento em uma ampla gama de doenças, tais como transtornos de vícios de 

diversas substâncias, doenças neurodegenerativas e doenças psiquiátricas, visto que 

suas ações no cérebro podem até mesmo modular sistemas de neurotransmissão, tais 

como o do glutamato, importante neurotransmissor na maioria dos distúrbios (Bavarsad 

Shahripour et al, 2014; McClure et al., 2014; Slattery et al., 2015; Smaga et al., 2021). 

Diversos estudos, incluindo revisões sistemáticas e meta-análises, em animais e 

humanos, encontraram evidências de que a NAC é capaz de reduzir o desejo e busca 

por drogas de abuso, como a cocaína, heroína, nicotina e álcool, devido a reestruturação 

do funcionamento das sinapses glutamatérgicas, pela ação nos transportadores de 

glutamato e no sistema co-transportador de cistina e glutamato (Brown et al., 2013; 

McClure et al., 2014; Duailibi et al., 2017; Back et al., 2020; Quintanilla et al., 2020; Smaga 

et al., 2021). A NAC também auxilia na cognição, pois, estudos em animais demostraram 

que ela previne déficits e protege a memória após diferentes insultos que impactam nas 

sinapses colinérgicas, reestabelecendo os níveis de AChE (Gonçalves et al., 2010; Costa 

et al., 2016).  

 

1.6 PEIXE-ZEBRA 

 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um teleósteo de água doce da família Cyprinidae. 

Ele tem sido utilizado como modelo experimental em diversas áreas como: genética e 

genômica, teratologia, biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia 

(Vascotto et al., 1997; Sheets et al., 2021; Horzmann e Freeman, 2018). O peixe-zebra é 
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igualmente consolidado para estudos de drogas e medicamentos diversos, visto que a 

administração de muitas substâncias pode ser feita pela diluição em água, que é capaz 

de atingir o SNC do animal e gerar efeitos variados (Goldsmith, 2004; Blank et al., 2009; 

Froehlicher et al., 2009; Yang et al., 2009; MacRae e Peterson, 2015). 

Sabe-se que o peixe tem um SNC desenvolvido, com diversos sistemas de 

neurotransmissão identificados e descritos, tais como: colinérgico (Behra et al., 2002), 

dopaminérgico (Boehmler et al., 2004), GABAérgico (Kim et al., 2004), glutamatérgico 

(Edwards e Michel, 2002), histaminérgico (Kaslin e Panula, 2001), serotoninérgico (Rink 

e Guo, 2004) e purinérgico (Kucenas et al., 2003; Rico et al., 2003; Rosemberg et al., 

2010; Savio et al., 2012; Senger et al., 2004; Vuaden et al., 2014).  

Em estudos com álcool, o peixe-zebra é um modelo animal largamente utilizado a 

mais de 20 anos, com protocolos comportamentais e doses de administração crônica e 

aguda estabelecidas (Gerlai et al., 2000; Gerlai et al., 2006). Estudos demonstraram que 

a administração crônica e a retirada do álcool são capazes de impactar no aprendizado 

de experiência aversiva da esquiva inibitória (Amorim et al., 2017). Diferentes condições 

de exposição alteram parâmetros glutamatérgicos, dopaminérgicos e colinérgicos 

(Agostini et al., 2018; Bernardo et al., 2019; Alexandre et al., 2019; Vizuette et al., 2022). 

Um recente protocolo de administração, a exposição repetida ao etanol (ERE) trouxe 

alterações comportamentais e de estresse oxidativo no peixe (Müller et al., 2017). 

O peixe-zebra, além de ser um modelo animal que auxilia na compreensão da 

fisiopatologia do álcool, também é utilizado para compreender mecanismos de ação 

farmacológicos (Kalueff et al., 2014; MacRae e Peterson, 2015; Müller et al., 2020). A 

NAC tem protocolos estabelecidos e resultados promissores no peixe-zebra, que 

demonstra apresentar propriedades protetoras contra estresse agudo e ansiedade 

(Mocelin et al., 2015). Além disso, peixes submetidos a repetidas exposições agudas de 

etanol, e tratados com NAC, apresentaram redução no comportamento tipo ansioso e em 

parâmetros relacionados ao dano oxidativo (Mocelin et al., 2018; Mocelin et al. 2019). No 

entanto, ainda não se sabe os efeitos da NAC no peixe-zebra, em sistemas de 

neurotransmissores e tarefas cognitivas associados ao uso de álcool. 
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1.6  JUSTIFICATIVA 

Considerando a importância do uso de álcool na sociedade e seus efeitos 

negativos para o organismo, principalmente no cérebro e na cognição, como também as 

limitações existentes nos tratamentos, são necessárias mais pesquisas para sanar estas 

lacunas. O peixe-zebra é um organismo consolidado para diversos estudos relacionados 

a neurociências, como modelos de exposição a drogas de abuso e varredura de fármacos 

para seu tratamento, além disso, as evidências prévias têm apresentado a NAC como 

uma molécula promissora em protocolos consolidados de exposição ao álcool. Dito isto, 

o presente projeto busca investigar neste modelo animal os efeitos neuroquímicos do 

álcool no sistema colinérgico e glutamatérgico, e comportamentais relacionados a 

memória, como também compreender ação da NAC por si só e seus efeitos frente a 

exposição ao álcool. Os achados deste estudo poderão contribuir para a compreensão 

dos eventos biológicos do uso de álcool e de substâncias farmacológicas sob uma nova 

perspectiva. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos comportamentais e neuroquímicos da N-acetilcisteína (NAC) em 

peixes-zebra submetidos a exposição repetida ao etanol (ERE). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar parâmetros colinérgicos: atividade das enzimas da neurotransmissão 

colinérgica (ChAT e AChE) em encéfalos de peixes-zebra adultos submetidos a 

ERE e tratados com NAC. 

 Aferir a atividade dos transportadores de glutamato por meio da captação de 

glutamato em encéfalos de peixes-zebra adultos submetidos a ERE e tratados 

com NAC.  

 Comparar se os peixes-zebra adultos submetidos a ERE e tratados com NAC 

apresentam alterações na capacidade de consolidação de memória aversiva da 

esquiva inibitória.  

 Elucidar se os peixes-zebra adultos submetidos a ERE e tratados com NAC 

apresentam alterações na capacidade de memória de reconhecimento de objeto.  

 

  



18 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

 

Este estudo foi submetido à avaliação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e aprovado sob protocolo 

número 39/2022 (ANEXO).  

Os peixes-zebras (Danio rerio) foram obtidos do Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O ambiente de moradia consistiu em uma 

sala climatizada e exclusiva para os peixes, onde permaneceram alocados nos aquários 

a uma temperatura constante de 28,5 ± 1ºC, em água de osmose reversa aerada e 

salinizada, num ciclo de 14 horas no período claro e 10 horas no período escuro, 

controlado de forma programada e automática, numa proporção de machos/fêmeas 

50:50. As condições de moradia seguiram o padrão de 3 peixes por litro de água e a 

alimentação foi realizada duas vezes ao dia com ração flocada Alcon® e Artêmia salina, 

alternadamente.  

No presente estudo foram utilizados 216 animais, distribuídos em 6 grupos: 1 - 

Controle (C); 2 - Controle + NAC 10 minutos (N1); 3 - Controle + NAC 60 minutos (N6); 4 

- Etanol (E); 5 - Etanol + NAC 10 minutos (EN1); 6 - Etanol + NAC 60 minutos (EN6). Os 

grupos com a letra “E” foram expostos ao etanol, os grupos com a letra “N” foram tratados 

com NAC. Os números 1 e 6 representam os tempos de tratamento com NAC por 10 ou 

60 minutos, respectivamente. O método de eutanásia seguiu o protocolo de imersão em 

tricaína 160 mg/L por 30 segundos seguido de decapitação com bisturi para a retirada 

dos encéfalos. 

 

3.2 EXPOSIÇÃO REPETIDA AO ETANOL E TRATAMENTO COM N-ACETILCISTEÍNA 

 

 Os reagentes utilizados, etanol (CAS · 64-17-5) – DCB – 00475) e a NAC (N-

acetilcisteína DCB - 616-91-1) foram obtidos da Sigma Aldrich. A exposição ao álcool 

seguiu o protocolo ERE, validado para o peixe-zebra por Mathur e Guo (2011), que 

consistiu em transferir os peixes de seu aquário moradia para um outro aquário contendo 



19 
 

1% de álcool diluído na água, onde permaneceram por 20 minutos. Passado o tempo, 

foram transferidos novamente ao seu aquário moradia, esse procedimento foi realizado 

durante 8 dias consecutivos nos grupos E, EN1 e EN6. A fim de equiparar possíveis 

estresses de manipulação, os animais dos grupos C, N1 e N6 foram transferidos, na 

mesma frequência e durante o mesmo período, para um outro aquário, com somente a 

água salinizada habitual. 

O tratamento com NAC ocorreu no último dia da ERE, logo após a última 

exposição, quando os peixes dos grupos N1, N6, EN1 e EN6 foram movidos para 4 

aquários com concentração já estabelecida para o peixe-zebra de 1 mg de NAC por litro 

de água durante 10 minutos (grupos N1 e EN1) e 60 minutos (grupos N6 e EN6) (Mocelin 

et al., 2015). Após, os 6 grupos foram mantidos em aquários distintos e a eutanásia 

ocorreu no dia seguinte. O delineamento experimental das exposições, tratamentos e 

comportamentos podem ser observadas na figura 1 a seguir. 

 

 

Figura 1: Desenho experimental do protocolo de exposição repetida ao etanol (ERE). Durante 8 dias 
consecutivos os animais dos grupos E, EN1 e EN6 foram expostos a 1% de etanol  por 20 minutos. No 
oitavo dia os grupos N1, N6, EN1 e EN6 foram tratados com NAC. No dia seguinte ao tratamento os peixes 
foram eutanasiados. O experimento comportamental de esquiva inibitória ocorreu nos dias 8 e 9 do 
protocolo ERE. A tarefa comportamental de reconhecimento de objeto ocorreu entre os dias 5 e 8 da ERE. 

3.3 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

  

O método de dosagem de proteínas utilizado foi adaptado de Lowry e 

colaboradores (1951). Inicialmente, realizou-se a curva de calibração em 6 microtubos, 

em duplicata, onde cada um continha uma quantidade decrescente (200-120 µL) de água 
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milli-Q, e uma quantidade crescente (0-80 µL) de solução padrão de albumina, junto a 

1000 µL Reativo C por microtubo. O Reativo C foi preparado no dia da dosagem, 

contendo uma parte de Reativo B1 e uma parte de reativo B2 para cem partes do Reativo 

A.  

As amostras foram previamente homogeneizadas com tampões específicos a 

depender da técnica bioquímica posterior a ser feita. Para a dosagem foi utilizado o 

sedimento, em duplicados, onde juntamente adicionou-se 190 µL de água milli-Q, 10 µL 

do homogeneizado e 1000 µL de Reativo C, nesta ordem.  

Posterior aos procedimentos descritos, cada microtubo foi agitado em um vórtex, 

então adicionado 100 µL de reagente Folin na concentração 1N em todos os tubos e 

foram agitados novamente. Após aguardar 20 minutos com as amostras no escuro 

transferiu-se a curva de calibração e as amostras dos microtubos para uma microplaca 

de 96 poços, na quantidade de 280 µL por poço. A leitura foi feita no espectrofotômetro, 

no comprimento de onda de 650 nm no modo endpoint. 

 

3.4 AVALIAÇÕES NEUROQUÍMICAS DO SISTEMA COLINÉRGICO 

 

3.4.1 Determinação da atividade da colina acetiltransferase (ChAT) 

 

A atividade da ChAT foi realizada de acordo com o método adaptado de Chao e 

Wolfgram (1973). Foram utilizados um pool de 2 encéfalos por amostra, sendo 6 amostras 

por grupo, totalizando 72 animais. Os encéfalos foram homogeneizados em tampão 

fosfato de sódio 0,5 M e seu sedimento foi utilizado para a dosagem de proteínas pelo 

método descrito no item 3.5.  

Em uma microplaca UV foi pipetado cerca de 190-195 µL de água milli-Q calculada 

para cada amostra conforme a quantidade de proteínas. Em seguida adicionou-se 10 µL 

do tampão fosfato de sódio 0,5 M com NaCl 3 M e EDTA 1,1 mM, então 10 µL de sulfato 

de Neostigmina 0,76 mM e 4,4'-ditiodipiridina 1 mM (4-PDS). Adiante, incorporou-se as 

amostras, calculadas para conter 25 ug de proteína, e por último 10 µL de cloreto de 

colina. Todos esses componentes foram incubados por 5 minutos a 37ºC. 
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Decorrido este período foi adicionado 10 µL de Acetil-CoA em todos os poços e 

realizado a leitura no espectrofotômetro a 324 nm durante 20 minutos a 37 ºC, com 

intervalo de 30 segundos. A atividade enzimática foi medida pela formação do conjugado 

4-tiopiridona (4-TP), produto resultante da ligação da Coenzima A ao 4-PDS. Os 

resultados foram calculados utilizando o coeficiente de extinção molar de 4-TP, 1,98 x 

104 M-1cm-1, e expressos em nanomoles.minuto-1. miligrama de proteína-1. 

 

3.4.2 Determinação da atividade da acetilcolinesterase (AChE) 

 

A determinação da atividade da AChE foi adaptada a partir do método de Ellman 

e colaboradores (1961) e Rico e colaboradores (2007), sendo determinada pela reação 

de tiocolina com ditiobisnetrobenzoato, que gera coloração amarela característica. Para 

esta reação foram utilizados um pool de três encéfalos de peixe-zebra por amostra, sendo 

um total de 6 amostras por grupos e 6 grupos no total. Esses encéfalos foram 

homogeneizados em um tampão de homogeneização de tris-citrato 250 mM com EDTA 

2 mM e EGTA 2 mM, e, em seguida, centrifugados a 1000 rcf por 10 minutos a 4 ºC.  

Após a retirada do sobrenadante, utilizou-se o sedimento para a dosagem de proteína, 

descrita no item 3.5. 

Após os procedimentos descritos, adicionou-se 145 µL de água milli-q em uma 

microplaca de 96 poços. Posterior a esta etapa, adicionou-se 75 µL de dianion-tiolato 

(DTNB) preparado no dia com tampão fosfato de potássio 150 mM e bicarbonato de 

sódio, protegido da luz. A última substância a ser adicionada antes da reação foi 5 µL do 

sedimento do homogeneizado das amostras. 

Antes da adição do substrato (acetilcolina), as amostras e o meio de reação 

mencionado foram previamente incubados por 10 minutos a 25 °C. Em seguida, 

adicionou-se nos poços 25 µL de acetilcolina (ACSCh, 0,8 mM) para realizar a leitura em 

espectrofotômetro no método cinético, onde a hidrólise do substrato foi monitorada pela 

formação de DTNB a 412 nm por 2 minutos e 30 segundos (intervalos de 30 s). Todas as 

amostras foram feitas em duplicata e a atividade da AChE expressa em micromoles de 

tiocolina (SCh) liberada por hora por miligrama de proteína. 
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3.5 AVALIAÇÕES NEUROQUÍMICAS SISTEMA GLUTAMATÉRGICO 

 

3.5.1 Ensaio do transporte de glutamato 

 

3.5.1.1 Preparação do tecido 

 

Os animais foram anestesiados e posteriormente eutanasiados para dissecação 

do encéfalo. Os encéfalos foram colocados em placas de 24 poços com 0,5 mL de 

solução salina balanceada de Hank (HBSS) contendo: NaCl 137mM; Na2HPO4 0,63mM; 

NaHCO3 3,0 mM; KC1 5,36mM; KH2PO4 0,44mM; CaCl2 1,26mM; 0,90 mM MgSO4; 

glicose 5,55mM; e HEPES 20 mM, pH 7,2. Foram utilizados 9 animais por grupo sendo 4 

grupos, totalizando 36 animais. 

 

3.5.1.2 Ensaio de captação de glutamato 

 

O ensaio de captação de glutamato foi realizado conforme descrito anteriormente 

por Rico e colaboradores (2010). Para avaliação do transporte de glutamato a captação 

total de glutamato foi medida com a adição de glutamato marcado (0,33μCimL−1L-[3H]) 

ao meio de incubação a 37°C. Em todos os ensaios, a captação foi interrompida com 

duas lavagens subsequentes usando 1 ml de tampão HBSS-HEPES gelado após um 

período de 7 minutos .  

A absorção de glutamato independente de Na+ foi medida usando as mesmas 

condições descritas acima, exceto que N-metil-d-glucamina foi usada no lugar do sódio. 

O glutamato dependente de Na+ foi calculado com a diferença de radioatividade 

incorporada entre a absorção total de glutamato e a absorção de glutamato independente 

de Na+.  
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Após os respectivos procedimentos de incubação, o tecido encefálico foi 

imediatamente transferido para NaOH 0,5 N e incubado durante 24 horas, quando 

transcorrido esse tempo foi homogeneizado com seu próprio conteúdo. O 

homogeneizado resultante foi utilizado para dosar proteínas conforme o método descrito 

no item 3.5 e a radioatividade foi medida por cintilação líquida. 

3.6 ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

 O teste comportamental foi realizado em um aquário específico, com dimensões 

de 45 cm x 10 cm x 15 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente), metade preto 

e metade branco, com uma porta-guilhotina no meio. Na parte preta possui grades 

metálicas nas laterais, conectadas a um dispositivo que transmite corrente elétrica de 6V 

controlada por temporizador ajustável.  

O primeiro dia do teste ocorreu em paralelo ao oitavo dia da ERE, após a última 

exposição ao álcool nos grupos E, EN1 e EN6 e o tratamento com NAC nos grupos N1, 

N6, EN1, EN6. Foram utilizados 12 animais por grupo e o teste resumiu-se a colocar um 

peixe por vez no lado branco do aparato, com a porta guilhotina fechada, onde aguardou-

se 1 minuto para habituação do animal ao ambiente, após este período a porta foi 

levantada e um cronômetro acionado no mesmo momento para medir o tempo em que o 

peixe levou para atravessar da parte branca para a parte preta. Quando o peixe 

atravessou para o lado preto do aquário, a porta guilhotina foi fechada e um choque de 6 

V por 5 segundos foi aplicado. Após isso, cada peixe permaneceu por 30 segundos no 

lado preto e em seguida foram devolvidos para o aquário moradia correspondente ao seu 

grupo. Os animais que excederam 3 minutos (180 segundos) para cumprir a tarefa foram 

descartados do experimento. 

O segundo dia do teste avaliou-se a capacidade de memória aversiva do animal. 

Neste dia, os mesmos passos foram seguidos, exceto a aplicação do choque, pois, no 

instante em que o peixe atravessou do lado brando para o lado preto o cronômetro 

registrou o tempo para essa tomada de decisão e então, o animal foi retirado do aparato 

e eutanasiado imediatamente como ilustrado na figura 2. O tempo cronometrado máximo 

foi de 10 minutos, se algum animal atingiu este tempo, sem atravessar para o lado preto, 

os 10 minutos foram considerados o tempo final para o cálculo estatístico. 
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Figura 2: Linha do tempo da esquiva inibitória. Este experimento dura 2 dias, o primeiro dia é o treino, 
que inicia após a 8ª exposição ao etanol do protocolo ERE, logo após o treino há o tratamento com NAC 
nos grupos N1, N6, EN1 e EN6. O dia 2 é o teste, logo após é feito a eutanásia para retirada dos encéfalos. 
 

3.7 RECONHECIMENTO DE OBJETO 

  

O teste comportamental de reconhecimento de objeto foi realizado com base no 

protocolo de Gaspary e colaboradores (2018). Em um aquário com capacidade para 10 

litros e dimensões de 35 cm x 35 cm x 10 cm (comprimento, largura e altura, 

respectivamente), a parte externa do aquário é revestida em preto para reduzir 

interferências externas e a profundidade de água usada foi de 6cm. Este experimento 

ocorreu entre o 5º dia até 1 dia após o protocolo ERE. A primeira parte deste teste foi a 

habituação, onde, durante três dias (5º ao 7º), os animais foram colocados 

individualmente no aquário, sem qualquer objeto, para explorarem livremente durante 5 

minutos duas vezes ao dia para habituarem-se ao ambiente.  

Além disso, após a habituação ocorreu o teste, nesse momento metade do aquário 

permaneceu livre de objetos, enquanto a outra metade foi subdivida em 2 áreas de igual 

tamanho, onde no centro de cada uma delas foi posicionado um objeto quadrado de 

dimensões 2cm x 2cm x 2cm, de cor azul. Durante 15 minutos os animais exploraram 

individualmente os objetos do aquário e o tempo em que permanecerem em cada 

quadrante de um dos objetos foi cronometrado. Após esta etapa os animais aguardaram 

um intervalo de retenção de 1 hora para então repetir o procedimento. Desta vez, porém, 

substitui-se um dos objetos por outro de mesmo tamanho na cor amarela, o 

reconhecimento deste novo objeto foi avaliado pelo tempo em que o peixe permaneceu 
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no seu quadrante correspondente. Um dia após este experimento os animais foram 

eutanasiados e retirados seus encéfalos utilização na bioquímica. Foram utilizados 12 

peixes por grupo e apenas os animais dos grupos C, N1, E e EN1  foram submetidos a 

este experimento. Os detalhes da realização do teste podem ser visualizados na figura 

3. 

 

Figura 3: Linha do tempo do teste de reconhecimento de objeto. Os primeiros 3 dias correspondem a 
fase de habituação dos peixes ao aparato. No dia 4, ocorre o teste, após a última exposição ao etanol e 
tratamento com NAC onde apresentam-se dois objetos semelhantes e, após o intervalo de retenção, um 
dos objetos é substituído por outro de cor diferente. A eutanásia ocorre um dia posterior ao teste.  
 

3.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, com valor de 

significância (p) definido como 0,05. Se o valor de p obtido foi maior que 0,05, foi aceita 

a hipótese de nulidade (H0) e as amostras consideradas paramétricas. Quando 

comparadas três ou mais médias foi utilizada análise de variância (ANOVA) de duas vias, 

seguido do teste Post Hoc de Tukey, e os resultados expressos por média ± desvio 

padrão. Se o teste de normalidade rejeitou H0, os dados não paramétricos foram 

submetidos ao teste de Wilcoxon quando pareados e o de Kruskal-Wallis seguido pelo 

teste post-hoc de Dunn quando não pareado. Os dados não paramétricos estão 

expressos por mediana e intervalo interquartil. As diferenças entre os grupos foram 
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consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as análises foram realizadas 

utilizando o programa estatístico GraphPad Prism (Boston, Massachusetts, EUA). 

4 RESULTADOS 

 

4.1 SISTEMA COLINÉRGICO 

 

 Para compreender os impactos do etanol administrado de forma repetitiva, 

avaliamos o protocolo de ERE no sistema colinérgico no tecido cerebral do peixe-zebra 

através da atividade das enzimas de síntese e de degradação da acetilcolina (ChAT e 

AChE). A atividade enzimática da ChAT não apresentou diferença significativa dentre as 

múltiplas comparações entre os grupos (Figura 4). No entanto, quando analisada a 

atividade da enzima AChE (Figura 5), o grupo exposto ao etanol e não tratado com NAC 

apresentou um aumento significativo em comparação com o grupo controle (p = 0,0425). 

Além disso, o grupo exposto ao etanol e tratado com NAC por 10 minutos apresentou 

diminuição significativa em relação ao grupo etanol não tratado (p = 0,0088). 

 
Figura 4: Efeito da ERE nos grupos controle e etanol não tratados e tratados com NAC por 10 
minutos ou 60 minutos sobre a atividade da ChAT em encéfalos de peixe-zebra. (Os resultados estão 
expressos em média ± desvio padrão. Os valores das atividades enzimáticas estão expressos em nmol 4-
TP.min-1.mg de proteína-1. *p < 0,05 em múltiplas comparações (ANOVA de duas vias seguida de post-hoc 
de Tukey) 
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Figura 5: Efeito da ERE nos grupos controle e etanol não tratados e tratados com NAC por 10 
minutos ou 60 minutos sobre a atividade da AChE em encéfalos de peixe-zebra. Os resultados estão 
expressos em média ± desvio padrão. Os valores das atividades enzimáticas estão expressos em μmol 
ACSCh/h/mg de proteína. *p < 0,05 em múltiplas comparações (ANOVA de duas vias seguida de post-hoc 
de Tukey). 
 

4.2 CAPTAÇÃO DE GLUTAMATO 

 

Ao avaliar os efeitos do ERE no glutamato buscou-se realizar o ensaio de captação 

de glutamato. Como demonstrado na figura 6, observa-se uma diminuição significativa 

do grupo etanol em comparação ao grupo controle (p = 0,0383). Em contrapartida, ambos 

os grupos tratados com NAC não apresentaram diferença significativa em relação ao 

grupo controle. 
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Figura 6: Efeito da ERE e tratamento com NAC sobre a captação de glutamato em encéfalos de 
peixe-zebra. Os resultados estão expressos em mediana ± intervalo interquartil. O valor do glutamato 
captado está expresso em nmol de glutamato marcado por minuto por miligrama de proteína. *p < 0,05 em 
múltiplas comparações (Kruskal-Wallis seguido de post-hoc de Dunn). 
 

4.3 ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

 Considerando as alterações bioquímicas apresentadas até então, o próximo passo 

foi avaliar se diferentes tipos de memórias poderiam igualmente demonstrar alterações 

frente ao efeito do álcool no protocolo de ERE e tratamento com NAC. O primeiro 

experimento avaliado foi através da memória aversiva, por meio da esquiva inibitória, no 

qual trata-se de um teste que verifica se o peixe tem a capacidade de se lembrar de um 

acontecimento prejudicial vivenciado. O parâmetro avaliado neste experimento é a 

latência, ou seja, o tempo que o peixe leva para atravessar do lado branco do aquário 

para o lado preto, e sua comparação com a etapa de treino.  
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Quando avaliada essa memória verificou-se que o grupo etanol (E) não apresentou 

diferença significativa, demonstrando uma falha no aprendizado dessa memória (figura 

7). No entanto, o grupo controle (C) apresentou aumento significativo no teste (p = 

0,0049), como também o tratado com NAC por 10 minutos (N1) (p = 0,0005); o tratado 

com NAC por 60 minutos (N6) (p = 0,0254); o exposto ao etanol e tratado com NAC por 

10 minutos (EN1) (p = 0,0093) e o exposto ao etanol e tratado com NAC por 60 minutos 

(EN6) (p = 0,0151).  

 
Figura 7: Efeito da ERE sobre a memória aversiva da esquiva inibitória no peixe-zebra. Os resultados 
estão expressos em mediana ± intervalo interquartil. O valor da latência está expresso em segundos. *p < 
0,05 em análise pareada de Wilcoxon. 
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4.4 RECONHECIMENTO DE OBJETO 
 
 No teste de reconhecimento de objeto, avaliou-se os efeitos da ERE e do 

tratamento com NAC sobre a capacidade do peixe identificar um novo objeto introduzido 

em seu ambiente. Esta avaliação baseou-se no tempo (em segundos) em que o animal 

passou no quadrante do aquário do objeto novo como um sinal de que é capaz de 

identificá-lo como tal. Neste teste o grupo N1 teve um aumento significativo no tempo 

passado no quadrante do objeto novo (figura 8). Os demais grupos não apresentaram 

mudança significativa, inclusive o grupo controle. 

 
Figura 8: Efeito da ERE sobre a memória de aprendizado no teste de reconhecimento de objeto no 
peixe-zebra. Os resultados estão expressos em mediana ± intervalo interquartil. *p < 0,05 em análise 
pareada de Wilcoxon. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 O álcool tem sido estudado de forma extensiva nas últimas décadas, pois seu 

consumo é vasto na humanidade e seus efeitos gerados são igualmente diversos. 

Existem padrões de consumo e situações de manejo do álcool que geram diferentes 

efeitos no SNC. Alguns padrões estudados já estabelecidos em peixe-zebra são o uso 

crônico e o intermitente, tanto semanal (Weekly-binge) como diário (ERE), que 

mimetizam o hábito de consumo humano. Neste estudo investigamos que o ERE 

associado ao tratamento com NAC promove efeitos neuroquímicos e comportamentais 

no peixe-zebra.  

Considerando as mudanças nos sistemas de neurotransmissão que o etanol pode 

causar, buscamos avaliar se a ERE atingiria o sistema colinérgico por meio das enzimas 

de síntese (ChAT) e degradação (AChE) do neurotransmissor acetilcolina. Primeiramente 

sobre a ChAT não observamos alterações significativas entre os grupos, e, como a 

atividade desta enzima está diretamente ligada aos níveis de acetilcolina (Agostini et al. 

2018), podemos sugerir que este modelo de exposição ao etanol não influenciou a 

síntese deste neurotransmissor. Para este mesmo organismo, outros tipos de exposição 

ao etanol promoveram diminuição significativa na atividade da ChAT em tecido cerebral 

do peixe-zebra (Agostini et al. 2018; Bernardo et al. 2019). No entanto, os resultados 

obtidos nesses estudos foram através de exposições utilizando maiores concentrações,  

em um período mais prolongado e com  a eutanásia imediatamente após a exposição. 

Dito isso, no estudo de Bernardo e colaboradores (2019) a diminuição da atividade da 

ChAT foi expressiva quando a análise dos peixes foi realizada 9 dias após a última 

exposição ao álcool, mas não na análise feita 2 dias após o binge. Com base nisso, 

sugerimos que o tempo de retirada para eutanásia utilizado no protocolo de nosso estudo, 

de 24 horas após a última exposição ao etanol, pode ter contribuído para a não alteração 

da atividade da ChAT, e que análises realizadas em tempos diferentes poderia produzir 

resultados diversos dessa atividade em nosso estudo, o que iria de encontro a literatura.  

 Na análise da AChE, encontramos um aumento significativo da atividade 

promovido pelo etanol. Adicionalmente, 10 minutos de tratamento com NAC foi capaz de 

diminuir significativamente a atividade da AChE em comparação com o grupo etanol não 

tratado. Em consonância com outros estudos utilizando o peixe-zebra como modelo 
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animal para exposição ao etanol, a AChE aumentada é um achado esperado, mas em 

uma exposição aguda de 1% por um tempo de 1 hora (Rico et al., 2007; Rosemberg et 

al., 2010; Torres et al., 2021). Sugere-se que, devido aos mecanismos de alteração 

promovidos pelo álcool serem dose-dependentes, o tempo de exposição menor em 

relação ao protocolo de exposição aguda pode ter papel direto em nosso resultado.  

Juntamente a isso, encontramos a AChE diminuída no grupo etanol tratado com 

NAC por 10 minutos. No estudo de Rosemberg e colaboradores (2010) o uso 

concomitante da taurina junto a exposição ao álcool preveniu o aumento exacerbado da 

AChE nos peixes expostos ao etanol. A taurina é um aminoácido endógeno que, assim 

como a NAC, modula a atividade neuronal, regulando o balanço excitatório/ inibitório de 

sistemas de neurotransmissão e estimulando sistemas antioxidantes. Como um agonista 

do GABA, este também é capaz de influenciar na diminuição do glutamato extracelular 

(Rafiee et al., 2022). Em um estudo com roedores, a NAC reverteu o aumento da AChE 

e atenuou o comprometimento cognitivo no reconhecimento de objeto em um modelo de 

dano cognitivo induzido por estreptozotocina  (da Costa et al., 2017). Além disso, em um 

modelo de doença neuro metabólica recessiva, a NAC junto a deferoxamina reverteram 

parcialmente o aumento excessivo de AChE causado pela doença (Gomes et al., 2018). 

Em suma, os nossos resultados do sistema colinérgico, pela primeira vez, esclarecem a 

capacidade parcial que a NAC possui em reverter danos causados pela ERE no peixe-

zebra após uma única administração de 10 minutos. Novos estudos com doses e tempos 

de exposição diferentes são necessários para elucidar se a NAC é capaz de produzir 

efeitos mais robustos. 

 Seguimos com as análises bioquímicas através da captação do glutamato. O 

resultado encontrado foi uma diminuição significativa no grupo etanol em relação ao 

controle. O grupo NAC e o tratado com NAC e exposto ao etanol não apresentaram 

diferenças significativas em relação ao controle. Sabe-se que que o glutamato é um dos 

principais neurotransmissores afetados pelo álcool e está relacionado aos mecanismos 

de tolerância e dependência (Bell et al., 2016; Abrahao et al., 2017). No uso agudo de 

álcool o sistema GABAérgico é estimulado e o glutamatérgico inibido, mas em situações 

de uso prolongado as neuro-adaptações invertem o balanço desses sistemas, sendo 
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capaz de promover uma hiperexcitação glutamatérgica se o etanol é retirado do 

organismo (Atillia et al., 2018; Carvalho et al., 2019).  

A ERE no peixe-zebra, primeiramente proposta por Mathur e Guo (2011), tem 

como objetivo chegar a uma concentração de etanol no cérebro do peixe com um efeito 

semelhante aos hábitos dos humanos, desta forma, essa exposição é mais prolongada 

em relação a protocolos agudos, mas em um tempo de exposição menor em relação aos 

protocolos crônicos existentes para o peixe-zebra. Dito isso, os resultados encontrados 

no presente trabalho evidenciam a capacidade do etanol alterar o sistema glutamatérgico, 

causando uma diminuição da atividade dos transportadores de glutamato similar a 

encontrada em estudos com exposição in vitro e exposição crônica no peixe-zebra (Zenki 

et al., 2014; Vizuette et al., 2022). 

Ademais, o nosso resultado da captação de glutamato mostra pela primeira vez a 

efetividade do tratamento com NAC, sendo capaz de reestabelecer os níveis normais 

frente a diminuição da atividade de transporte sódio-dependente após a exposição ao 

etanol. Tendo em vista que a NAC é um antioxidante e doador de cisteína para o sistema 

da glutationa, pode-se pensar que ela desempenha um papel importante na recuperação 

do sistema glutamatérgico. Em um estudo de ERE no peixe-zebra, o etanol foi capaz de 

alterar parâmetros do estresse oxidativo tais como a atividade da superóxido dismutase, 

catalase, glutationa-S-transferase e peroxidação lipídica (Muller et al., 2017). Essas 

alterações foram posteriormente revertidas pelo uso NAC na mesma concentração de 

nosso estudo, porém usada concomitantemente a exposição ao álcool (Mocelin et al., 

2019). A NAC também foi capaz de agir de forma protetora antes de uma exposição 

aguda ao etanol, mantendo normais os níveis de espécies reativas do ácido tiobarbitúrico 

e de tióis não proteicos (Mocelin et al., 2018).  Dito isso, sabe-se que a NAC, doando sua 

cisteína, torna possível a síntese de cistina, que regula o glutamato extracelular por meio 

de transportadores que o trocam com a cistina intracelular e interage com o sistema da 

glutationa. Todo esse sistema está ligado aos mecanismos do uso de substâncias e 

doenças psiquiátricas (Slattery et al., 2015; Smaga et al., 2021). O etanol, através da sua 

via de degradação, principalmente no fígado, é capaz de promover por meio de seus 

metabólitos acetaldeído e acetato efeitos indiretos tanto sistemicamente como também 

no SNC. O acetaldeído, como primeiro metabólito desta via de degradação, destaca-se 
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por mediar muitos dos efeitos tóxicos indiretos, gerando diversas alterações 

neuroquímicas e farmacológicas promovidas pelo etanol. Tais características advém do 

fato de este aldeído ser uma molécula altamente reativa, que pode formar complexos 

com proteínas e outros componentes biológicos, formando aductos (Niemela, 2001). 

Outro efeito indireto do acetaldeído está relacionado com a geração de espécies reativas. 

Trata-se de uma molécula simples, que atravessa facilmente a barreira hematoencefálica 

e que apresenta características neurotóxicas através de dano oxidativo, lipídico e, 

consequentemente na homeostase celular (Fein e Meyerhoff, 2000).  

Neste sentido, considerando que o protocolo de ERE aplicado já é estabelecido 

por gerar efeitos em parâmetros de estresse oxidativo, bem como alterar as defesas 

antioxidantes em tecido cerebral de peixe-zebra, pode-se sugerir que tais efeitos possam 

estar relacionados com as propriedades pró-oxidativas do acetaldeído. Assim, os 

achados relacionados ao efeito do ERE tanto para os parâmetros relacionados a 

atividade da AChE como também na captação de glutamato podem estar relacionados 

aos efeitos indiretos, tanto associados à disruptura do balanço oxidativo cerebral 

promovidos pelo etanol, como também pelo acetaldeído. Além do mais, considera-se 

importante destacar que o efeito da NAC frente ao protocolo do ERE atenuou tais 

parâmetros. Portanto, este conjunto de evidências permite sugerir que tais efeitos 

possam estar atribuídos a uma potencial propriedade antioxidante da NAC mitigando os 

efeitos tóxicos do etanol. Estes achados contribuem para uma compreensão mais 

completa do funcionamento da NAC e seus mecanismos antioxidantes e protetores frente 

aos sistemas colinérgico e glutamatérgico relacionados a exposição ao álcool no peixe-

zebra. 

A partir de nossas análises bioquímicas ficou evidenciado que AChE e a captação 

de glutamato são prejudicadas pelo ERE e que um tratamento único com NAC por 10 

minutos é capaz de reverter esses danos. Sabe-se ainda que os sistemas colinérgico e 

glutamatérgico estão relacionados a processos de memória e aprendizado (Armstrong et 

al., 1968; Petroff, 2002; Tapiero et al. 2002; Picciotto et al., 2012; Ferreira-Vieira et al., 

2016; Bell et al., 2016; Haam e Yakel, 2017). Então, decidimos verificar se o ERE é capaz 

de prejudicar a memória e se a NAC pode trazer um efeito protetor frente a isso no peixe-

zebra, através da esquiva inibitória e reconhecimento de objeto.  



35 
 

A esquiva inibitória é uma tarefa comportamental que visa determinar se o peixe-

zebra apresenta a capacidade de reter uma memória aversiva, neste caso o choque 

elétrico. Essa aferição é realizada por meio da comparação dos tempos de latência entre 

o treino e o teste de cada grupo. Um peixe que recebe uma descarga elétrica ao nadar 

até o lado preto do aquário durante o treino supostamente lembra-se desta condição ao 

ser apresentado ao mesmo ambiente no dia posterior. Essa lembrança é denominada 

como memória aversiva, e essa memória é considerada preservada se o peixe demorar 

mais tempo para atravessar para o lado preto em relação ao dia anterior.  

Em nosso experimento verificamos que todos os grupos tiveram a capacidade de 

reter esse tipo de memória aversiva de forma significativa, exceto o grupo exposto ao 

etanol. Já é bem estabelecido que diferentes formas de exposição ao álcool afetam 

diversos comportamentos do peixe-zebra, tais como a convivência social, a exploração 

espacial, o comportamento do tipo ansiedade e memórias de aprendizado, como a 

memória aversiva por esquiva inibitória  (Gerlai et al., 2000; Gerlai et al., 2006; Amorim 

et al., 2017; Muller et al., 2017; Mocelin et al., 2018). No entanto, o resultado promissor 

que este experimento nos trouxe é a capacidade da NAC em reverter os danos causados 

pela ERE nessa memória aversiva, pois ambos os grupos expostos ao etanol e tratados 

com NAC por 10 e 60 minutos preservaram a capacidade de retenção desta memória. 

A NAC já demonstrou sua capacidade de reverter danos causados por estresse 

agudo e crônico no peixe-zebra (Mocelin et al., 2015; Mocelin et al., 2018). Além disso, o 

compartimento branco do aparato da esquiva já é considerado um estímulo aversivo para 

o peixe, sendo capaz de gerar comportamento similar a ansiedade (Santos et al., 2019). 

Outro estudo verificou que o choque aplicado aumenta de forma significativa os níveis 

séricos de cortisol (Manuel et al., 2014). Ademais, estudos com ratos demonstraram que 

a NAC junto a deferoxamina foi capaz de preservar a memória aversiva da esquiva 

inibitória em modelo de sepse e da doença da urina de xarope de bordo (Barichello et al., 

2007; Scaini et al., 2012). Dito isso, é possível afirmar que a NAC age de forma protetora 

frente a danos diversos que impactam a memória aversiva, incluindo a ERE no peixe-

zebra. 

A partir dos achados obtidos da esquiva inibitória seguimos para o teste de 

reconhecimento de objeto, um tipo de tarefa comportamental que busca identificar se o 
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peixe tem a capacidade de percepção de novos objetos em seu ambiente. Neste 

experimento o grupo N1 apresentou capacidade de reconhecer o objeto novo, mas este 

resultado não foi replicado pelos outros grupos, inclusive pelo controle. A capacidade do 

peixe-zebra em reconhecer objetos já foi extensamente estudada, tendo elucidado que o 

peixe não tem preferência por formatos ou localização de objetos, mas sabe reconhecer 

diferentes cores, em especial a azul e a amarela (Braida et al., 2014; Lucon-Xiccato e 

Dadda 2014; Oliveira et al., 2015; May et al., 2016; Gaspary et al., 2018; Pinheiro-da-

Silva et al., 2017). No protocolo de Gaspary e colaboradores (2018), utilizado por nós, os 

peixes do grupo controle apresentaram uma maior preferência pelo objeto novo, mas isso 

não se manteve em peixes submetidos a estresse agudo de manipulação. Juntamente a 

isto, o estudo de Pinheiro da Silva (2017) também não encontrou diferenças significativas 

na exploração do objeto novo em relação ao objeto familiar em peixes submetidos a 

privação de sono, uma tarefa também considerada estressora. Com base nisso é possível 

afirmar que o estresse é um fator que influencia diretamente na capacidade do peixe em 

explorar de forma significativa um objeto novo. Também podemos questionar se a 

manipulação excessiva do peixe em nosso estudo, desde a fase de habituação, o deixou 

suscetível ao estresse, visto que é um manejo que pode variar dependendo do indivíduo 

que a executa, aumentando o tempo de manipulação do animal e causando 

consequências variáveis em seu comportamento.  

Ademais, os grupos expostos ao etanol (E, EN1) também não apresentaram 

diferenças na exploração. Esses resultados estão de acordo com o estudo de Santos e 

colaborados (2016), onde a exposição aguda ao álcool e a retirada pós exposição crônica 

impactou na exploração do objeto novo pelo peixe zebra, além disso, os expostos de 

forma aguda ao etanol apresentaram maior tempo de freezing, um comportamento 

caracterizado como similar a ansiedade, que pode diminuir a propensão do peixe a se 

expor a situações de risco, como a exploração de um objeto novo. Além disso, o único 

grupo que apresentou um comportamento de maior exploração ao objeto novo foi o N1, 

podendo sugerir algum efeito protetor da NAC frente ao estresse de manejo do animal, 

no entanto, como não avaliamos parâmetros relacionados a isso, tal sugestão requer uma 

análise mais aprofundada deste protocolo experimental e os possíveis efeitos que a NAC 

pode promover no peixe-zebra nesse quesito. Em um estudo com ratos, a NAC promoveu 



37 
 

um efeito protetor ao dano na memória de reconhecimento de objeto causado por uma 

dieta rica em gorduras, que tem forte efeito oxidante, além disso reestabeleceu os níveis 

de glutationa e modulou as interações entre glutamato e glutamina, aumentando os níveis 

de glutamato e gaba (Garcia-Serrano et al., 2023).  

Nesse viés, a NAC, apesar de não ser considerada o mais potente dos 

antioxidantes, tem grande potencial quando utilizada em situações que necessitam da 

reversão do estresse oxidativo, servindo como substrato para a glutationa (Rushworth e 

Megson, 2014). Assim, a NAC pode ter sido o suficiente para atenuar o estresse de 

manipulação do grupo N1, mas não o necessário para também reparar o dano adicional 

de exposição ao etanol do grupo EN1. Considerando isso, é possível questionar se doses 

ou tempos de exposição diferentes podem produzir resultados mais significativos sobre 

os efeitos da NAC. 

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo abrem possibilidades 

para estudar novos mecanismos pelo qual a NAC possa estar envolvida na formação e 

consolidação da memória. Considerando o peixe -zebra um organismo candidato para a 

varredura de compostos neuro protetores, este estudo potencializa, através deste 

organismo alternativo, ampliar perspectivas pré-clínicas por meio de protocolos 

bioquímicos e moleculares complementares.  
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6 CONCLUSÃO 
    

Em síntese, este estudo, por meio de análises bioquímicas e comportamentais 

demonstrou, pela primeira vez, efeitos da NAC após a ERE na neurotransmissão 

colinérgica e glutamatérgica, como também aspectos comportamentais no peixe-zebra. 

Dentre os resultados obtidos, destaca-se o aumento da AChE promovido pelo etanol e 

revertido pela NAC administrada por 10 minutos. Da captação de glutamato, prejudicada 

pelo etanol e reestabelecida pelo tratamento com NAC por 10 minutos, evidenciando uma 

possível atuação deste fármaco como antioxidante frente ao dano oxidativo causado pelo 

etanol na neurotransmissão, como também abrindo novas reflexões acerca da forma de 

administração da NAC frente a exposição ao etanol. Além disso, também é possível 

evidenciar a atuação na NAC em garantir a aprendizagem da memória aversiva na 

esquiva inibitória prejudicada pelo etanol. Em suma o tratamento com NAC, 

principalmente por 10 minutos, demonstrou resultados importantes na captação de 

glutamato e na memória aversiva. Com isso, os resultados esclarecem e abrem 

possibilidades para estudar novos mecanismos pelos quais a NAC possa estar envolvida 

na formação e consolidação da memória e na proteção frente a exposição ao álcool no 

peixe-zebra. 
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