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RESUMO

O abuso de alcool é um grave problema de saude publica e, apesar das opcoes
terapéuticas disponiveis, h4 uma necessidade crescente de novas abordagens
farmacoldgicas. O acido quinurénico (KYNA) € uma molécula promissora, conhecida
por antagonizar receptores glutamatérgicos e atuar como neuromodulador e
neuroprotetor endogeno. Estudos indicam que o KYNA regula respostas afetivas e
cognitivas, mostrando potencial ansiolitico, o que o0 torna relevante na
psicofarmacologia. Nesse contexto, o peixe-zebra é um modelo experimental
amplamente utilizado devido a sua sensibilidade ao etanol, especialmente em
protocolos de exposicao repetida ao etanol (ERE). Este modelo € valioso por mimetizar
alvos moleculares humanos, faciltando a investigacdo de compostos que afetam
comportamentos relacionados a privagcédo de alcool. Neste estudo, peixes-zebra foram
divididos em quatro grupos: G1 (Controle), G2 (Etanol, 1% por 20min/dia por 8 dias),
G3 (KYNA, 20 yM por 20 minutos no oitavo dia) e G4 (Etanol+KYNA). O comportamento
foi avaliado pelo teste novel tank, e parametros como distancia percorrida, velocidade
média, tempo movel, entradas, permanéncia nas diferentes regides do tanque (topo,
meio e fundo), além dos episddios, tempo e laténcia de freezing, foram analisados. Nos
parametros bioquimicos, a captacéo de glutamato e a atividade da acetilcolinesterase
(AChE) foram mensuradas. Os resultados demonstraram que o etanol reduziu
significativamente a atividade da AChE nos peixes, com efeito parcialmente revertido
pelo KYNA no grupo G4. Em relacdo a captagdo de glutamato, o etanol reduziu esse
parametro, enquanto o KYNA nao apresentou diferencas estatisticamente significativas
em comparagdo ao controle. No comportamento exploratério, o etanol diminuiu a
distancia percorrida, sugerindo aumento da ansiedade, enquanto o KYNA né&o alterou
esse parametro isoladamente, mas promoveu uma recuperacéo parcial da atividade
locomotora quando administrado ap0s a exposicdo ao etanol. No entanto, essa
recuperacao foi inferior ao controle. Os peixes expostos ao etanol também passaram
mais tempo no fundo do tanque, evidenciando um comportamento ansioso, e 0 KYNA
ndo conseguiu reverter completamente essas alterac6es. Além disso, o etanol
aumentou os episadios, tempo e laténcia de freezing, sem melhora significativa com o
tratamento com KYNA. Estes achados sugerem que, embora o KYNA tenha efeitos
ansioliticos e moduladores parciais, seus efeitos ndo foram suficientes para reverter
todos os prejuizos causados pelo etanol no modelo de ERE em peixe-zebra, indicando
gue novos estudos sao necessarios para explorar seu potencial terapéutico.

Palavras-chave: alcoolismo, colinérgico, glutamato, ansiedade, KYNA, peixe-zebra



ABSTRACT

Alcohol abuse is a serious public health issue, and despite the available therapeutic
options, there is an increasing need for new pharmacological approaches. Kynurenic
acid (KYNA) is a promising molecule, known for antagonizing glutamatergic receptors
and acting as an endogenous neuromodulator and neuroprotector. Studies suggest that
KYNA regulates affective and cognitive responses, showing anxiolytic potential, which
makes it relevant in psychopharmacology. In this context, zebrafish are a widely used
experimental model due to their sensitivity to ethanol, especially in repeated ethanol
exposure (REE) protocols. This model is valuable for mimicking human molecular
targets, facilitating the investigation of compounds that affect behaviors related to
alcohol deprivation. In this study, zebrafish were divided into four groups: G1 (Control),
G2 (Ethanol, 1% for 1 hour/day for 8 days), G3 (KYNA, 20 uM for 20 minutes in the 8th
day), and G4 (Ethanol+KYNA). Behavior was assessed through the novel tank test,
evaluating parameters such as distance traveled, average speed, mobile time, entries,
and time spent in different tank regions (top, middle, and bottom), as well as freezing
episodes, duration, and latency. Biochemical parameters included glutamate uptake
and acetylcholinesterase (AChE) activity. The results showed that ethanol significantly
reduced AChE activity in the fish, with a partial reversal observed in the G4 group
(Ethanol+KYNA). Regarding glutamate uptake, ethanol decreased this parameter, while
KYNA showed no statistically significant differences compared to the control. In terms
of exploratory behavior, ethanol reduced the distance traveled, suggesting increased
anxiety, whereas KYNA did not alter this parameter when administered alone but
promoted a partial recovery of locomotor activity when administered after ethanol
exposure. However, this recovery remained below control levels. Fish exposed to
ethanol also spent more time at the bottom of the tank, indicating anxious behavior, and
KYNA was unable to fully reverse these changes. Additionally, ethanol increased
freezing episodes, duration, and latency, with no significant improvement following
KYNA treatment. These findings suggest that although KYNA has partial anxiolytic and
modulatory effects, its actions were insufficient to fully reverse the damage caused by
ethanol in the REE zebrafish model, indicating that further studies are needed to explore
its therapeutic potential.

Keywords: alcoholism, cholinergic, glutamate, anxiety, KYNA, zebrafish.
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1 INTRODUCAO
1.1 O CONSUMO DO ALCOOL E RESPECTIVAS PROBLEMATICAS.

O alcoolismo é considerado uma questdo de saude publica, além de ser uma
substéancia viciante com o potencial de desenvolvimento de uma dependéncia quimica, é
comumente usado pelas pessoas por diferentes motivos e contextos (llhan e Yapar,
2020). O consumo irresponsavel de alcool tem um impacto negativo ndo apenas nos
usuarios, mas também em suas familias, amigos e na comunidade em que vivem. No

geral, a principal formade uso do &lcool é para fins recreativos.(llhan e Yapar, 2020)

O consumo nocivo de alcool € um problema emergente de saude e hoje tem se a
informacéo que esta associado a uma variedade de doencas e lesdes, como por exemplo:
cancer de boca, garganta, es6fago, figado, colon e mama (Smith-Warner et al., 1998),
doengas cardiovasculares, como hipertensdo arterial, doengca cardiaca coronariana,
acidente vascular encefélico (AVE), (Fuchs et al, 2001), distarbios neuropsiquiatricos,
incluindo deméncia alcodlica, depresséo, ansiedade e transtornos de uso de substancias
(Crews, 2018).

As politicas e medidas parapreven air o consumo de alcool ndo sédo implementadas
de forma adequada e efetiva e o resultado disso € o0 aumento da quantidade de pessoas
adoecidas. (Ilhan e Yapar, 2020) Sao diversos os desfechos do consumo problematico
ou até mesmo patolégico do alcool, porém dentro deles neste trabalho serdo
apresentados 3, que s&o: Alcool e Dependéncia quimica, Alcool e privacdo e Alcool e
Ansiedade.

A dependéncia alcodlica tem sido apresentada como uma progressao do nivel
de ingestédo controlada para o nivel de consumo compulsivo, essa mudanga acontece
normalmente associada ao prazer e sendo dimensionada para um possivel
comportamento compulsério que visa a busca de determinada compensacao. (Esel e
Dinc, 2017). A origem sobre os Transtornos por uso do &lcool (TUAs) geralmente séo
avaliadas se utilizando de uma estrutura biopsicossocial que por sua vez, apresenta uma
visdo mais ampla sobre os parametros de avaliacdo sobre os casos de alcoolistas, que
enfatiza a interacdo da genética, da neurobiologia, da psicologia e do contexto social, e
como todos esses fatores influenciam na construcéo da dependéncia alcoolica. (Mackillop
et al., 2022) O TUA é definido pelo DSM5 TR (2023) como um conjunto de sintomas



comportamentais e fisicos, como abstinéncia, toleréncia e desejo.

O A&lcool é eliminado do corpo de diversas formas através de mecanismos
metabalicos. As principais enzimas envolvidas séo: o aldeido desidrogenase (ALDH), o
alcool desidrogenase (ADH), citocromo P450 (CYP2E1l) e a catalase. As pesquisas
trouxeram que algumas variagdes nos genes de algumas dessas enzimas influenciam o
consumo, o dano nos tecidos e a dependéncia do &lcool. Algumas das consequéncias do
metabolismo do alcool incluem a Hipoxia, dano tecidual; dano fetal, comprometimento de
outros processos metabdlicos; Cancer e alteracbes nas interacbes medicamentosas
(Zakhari, 2006).

A privacdo ao alcool emite sinais que aparecem horas ap0s a cessacdo da
ingestao de alcool e estédo associados a um estado de humor negativo, incluindo tensao
e ansiedade. Estes efeitos sinérgicos negativos e positivos que séo produzidos pelo efeito
alcool dao origem a privacéo e a privacao prolongada, que exerce um papel fundamental
na evolucdo para a saida do alcoolismo (De Witte et al., 2003). Estudos mostraram que
a retirada do alcool esta associada ao aumento do glutamato no corpo estriado, no ndcleo
accumbens e no hipocampo (Rossetti e Carboni; 1995; Dahchour et al. 1996; e Dahchour
et al., 1998). Esses efeitos geram impactos que alteram o funcionamento das func¢oes
dessas regibes neuroanatdomicas. Como fator de resposta, a privagcado acaba levando a
um estado que induz ao aumento de disforia, ansiedade, estado emocional negativo e
estresse, em consequéncia a diminuicdo na liberagcdo de dopamina no nucleo
accumbens (Dahchour et al., 1996).

Um dado importante é que o abuso de alcool afeta significativamente o sistema
colinérgico, reduzindo a atividade da colina acetiltransferase (ChAT) e da
acetilcolinesterase (AChE), o que resulta em menor disponibilidade de acetilcolina no
cérebro. Esse desequilibrio contribui para disfuncbes cognitivas e comportamentais,
agravadas pelo estresse oxidativo induzido pelo &lcool. A exposi¢éo intermitente ao alcool
altera a excitabilidade neural e pode levar a danos neuronais, destacando a importancia
de investigar essas interacbes para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas (Bernardo et al., 2019).

A ansiedade pode ser definida como um sistema complexo de respostas
cognitivas, afetivas, fisiolégicas e comportamentais. Isso ocorre quando o individuo se
vé em situacbes ameacadoras, ou seja, sintam que estdo em perigo ou que algo esta fora

do seu controle, normalmente sdo imprevisiveis e incontrolaveis e podem ser associadas



a diversas situacdes dependendo da experiencia de quem a vive (Clark; Beck, 2012 e
Muller et al., 2015). Os Transtornos de ansiedade e por uso de alcool sdo frequentemente
associados em humanos. Isso é, se apresentam com uma relacdo bastante importante
entre si, muitas vezes antecedem o abuso de alcool, e os altos niveis de ansiedade sé&o
um sintoma tipico da dependéncia alcodlica que se manifesta durante a privacdo (Gilpin
etal., 2017).

1.2 ALCOOLISMO E TRATAMENTOS FARMACOLOGICOS

O dissulfiram foi o primeiro medicamento aprovado pela Foods and Drugs
Administration (FDA) para tratamento do TUA em 1951, este farmaco é um inibidor do
aldeido desidrogenase que age bloqueando a acdo do metabolismo do &lcool, fazendo
com gue aconteca um aumento na concentracdo de acetaldeido e tem sido utilizado por
décadas como um farmaco antialcodlico (Vallari e Pietruszko, 1982 e Guo et al., 2022)
Estudos de Fuller e Gordis (2004) sugerem que a administracdo supervisionada de
dissulfiram se mostrou efetiva no tratamento de alcoolistas que lutam para ficar sébrios.

Este medicamento apresenta desvantagens significativas, principalmente
devido a sua baixa adesao ao tratamento, uma vez que muitos pacientes abandonam o
uso devido aos efeitos colaterais severos, como nauseas, vomitos e dores de cabeca
guando o alcool € ingerido. Outro fator limitante € sua eficacia dependente de supervisdo
rigorosa, pois 0 medicamento é mais eficiente quando tomado sob controle direto, o que
reduz sua aplicabilidade em cenérios sem monitoramento adequado (Plos One, 2014)

A naltrexona (NAC) € um medicamento que foi inicialmente aprovada para
tratar o transtorno por uso de opioides e age como um antagonista do receptor opioide
mu. Ao reduzir a atividade opioidérgica que € induzida pelo alcool no sistema
dopaminérgico mesolimbico, os antagonistas dos opioides como a naltrexona alteram e
modulam os efeitos recompensadores do alcool, que como resposta reduzem o consumo.
(Mitchel et al., 2012; Nestler, 2005).

A NAC apresenta como principais desvantagens no tratamento do alcoolismo
sua efichcia moderada e os efeitos colaterais, como a hepatotoxicidade, que podem
comprometer a adesédo ao tratamento, especialmente em pacientes com problemas
hepaticos (APA, 2018). A baixa adesédo também é um desafio com a versao oral, devido
a inconsisténcia na tomada da medicacdo (SAMHSA, 2015). A formulacéo injetavel de

liberagéo prolongada melhora a adesdo, mas enfrenta obstaculos relacionados ao custo



e a disponibilidade (JAMA Network, 2024).

O acamprosato é outro farmaco utilizado no tratamento do TUA. Estudos
clinicos randomizados descobriram que o tratamento reduziu o risco de pacientes
abstinentes retornarem ao consumo de &lcool, mas n&o teve o mesmo impacto em
relacdo ao consumo excessivo de alcool. (Jonas et al., 2014) O tratamento com o
acamprosato € recomendado para a obtencdo e manutengcdo da privacdo completa, e
ndo para a diminuicdo do consumo ou prevencdo de recaidas em caso de consumo, em
outras palavras ele é direcionado a quem ja esta em privacao e gostaria de se manter
sébrio. (Rosner et al., 2010).

Por ser um medicamento utilizado para manutencdo da abstinéncia em
pacientes com dependéncia de alcool, ele enfrenta limitagcdes importantes, como eficacia
limitada, especialmente em pacientes sem comprometimento total com a abstinéncia,
além de efeitos adversos, como diarreia, que afetam a adesdo ao tratamento (Jonas et
al., 2014; Spanagel et al., 2014). A neurotransmissao glutamatérgica desempenha um
papel crucial na modulacdo de diversos processos neurofisiolégicos, sendo
particularmente relevante em modelos de exposicdo repetitiva ao alcool. Estudos
recentes tém enfatizado a importancia de investigar as interacdes entre o glutamato e o
alcool, dado o impacto significativo do glutamato na plasticidade sinaptica e nos
comportamentos associados a dependéncia de substancias (Moghaddam & Javitt, 2012).

As medicacdes utilizadas no tratamento do alcoolismo, como o dissulfiram, a
naltrexona e o acamprosato, frequentemente causam efeitos colaterais que podem
prejudicar a adesdo dos pacientes ao tratamento. Entre esses efeitos estdo nauseas,
cefaleia e hepatotoxicidade, o que leva muitos pacientes a interromperem 0 UsoO,
reduzindo a eficacia dessas abordagens terapéuticas (Krampe; Ehrenreich, 2020 ; Jonas
et al., 2014). Nesse contexto, o acido quinurénico surge como uma alternativa
promissora. Ao atuar no sistema glutamatérgico, o KYNA apresenta propriedades
neuroprotetoras, com menor risco de efeitos colaterais, 0 que pode aumentar a adesao
ao tratamento e melhorar os resultados terapéuticos em pessoas com dependéncia do
alcool (Vengeliene et al., 2016).

1.3 ACIDO QUINURENICO

O acido quinurénico (KYNA) é um metabolito enddégeno formado pela via da



quinurenina, derivada do metabolismo do triptofano, e € amplamente reconhecido por
suas propriedades neuroprotetoras. (Cseh; Vecsei, 2021) Este composto desempenha
um papel crucial na modulagéo da excitotoxicidade mediada pelo glutamato, um processo
frequentemente associado a danos neuronais em condicbes patologicas, incluindo
transtornos relacionados ao uso crénico de alcool. Pesquisas demonstram que o KYNA
atua como um antagonista dos receptores NMDA, bloqueando a excitotoxicidade induzida
por compostos como o acido quinolinico, protegendo assim os neurénios contra danos e
destacando seu potencial terapéutico em contextos de disfun¢cdes neuroquimicas (Stone
& Connick, 1991). Além disso, tem demonstrado ser um recurso valioso para investigar
parametros psicofarmacolégicos e neuroquimicos, atuando como antagonista de varios
outros receptores, tais como o cainato ( Coleman et al., 1986 ), nicotinico (Hilmas et al.,
2001 , Wu et al, 2010 ) e receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) ( Prescott et al., 2006 , Albuquerque et al., 2012 ). Além disso,
este metabdlito exerce atividade exégena e €  um importante  neuromodulador
(Vezzani et al., 1991 , Wu et al., 1994 ) e neuroprotetor (Leib et al., 1996; Amirkhani et
al., 2002; Marosi et al., 2010).

Em estudos pré-clinicos e clinicos, os niveis endégenos de KYNA servem para
sinalizar a presenca de diversas disfungcdes cerebrais, servindo como um biomarcador,
inclusive para o Alzheimer, além de regular as respostas afetivas e cognitivas. (Hartai et
al., 2007; Robinson et al., 2013) Estudos anteriores sugerem a acao ansiolitica deste
composto, e evidenciam que a administracdo central de KYNA em animais também pode
causar respostas do tipo sedativas e antiestresse (Dennison et al., 1992; Yoshida et
al., 2012 ) Estudos revelaram que o KYNA €, de fato, muito promissor, e que age também
inibindo o receptor nicotinico a7 de forma ndo competitiva como um modulador alostérico
negativo. (Hilmas et al., 2001; Lopes et al., 2007).

O peixe-zebra é conhecido por ser robusto e versétil, com suas propriedades
neuroquimicas, flexibiliza e possibilita os estudos de neurociéncia e farmacologia. Sua
utilizacéo tem se consolidado devido a sua sensibilidade a altera¢cdes neuroquimicas e a
presenca de um sistema nervoso central (SNC) altamente organizado, que compartilha
similaridades funcionais e estruturais com o SNC humano (Goldsmith, 2004; Kalueff et
al., 2014).

Esta ferramenta experimental apresenta vantagens significativacs, como seu

rapido ciclo de vida, facilidade de manipulacdo genética e a transparéncia durante o


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kainic-acid
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0225
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0565
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0405
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0405
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0440
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0525
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0575
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0320
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0370
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0585
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0585
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0091305713000968?via%3Dihub&bb0585

desenvolvimento embrionario, permitindo a observacao direta e precisa dos efeitos
farmacoldgicos e toxicologicos de diversas substancias, estas caracteristicas possibilitam
gque este animal seja um recurso importante para esta pesquisa (MacRae; Peterson,
2015).

A ansiedade associada ao abuso de alcool esta ligada a uma desregulacéao
das vias neurotransmissoras, particularmente aquelas mediadas pelos sistemas
colinérgico e glutamatérgico, resultando em hiperexcitabilidade neuronal e
comportamentos ansiosos (Koob, 2015). Nesse contexto, o acido quinurénico (KYNA)
surge como uma intervencdo farmacologica promissora devido a sua acdo como
antagonista dos receptores NMDA e sua capacidade de modular o sistema
glutamatérgico, atenuando a excitotoxicidade e, potencialmente, reduzindo os sintomas
de ansiedade induzidos pelo alcool (Majlath et al., 2016).

O uso do peixe-zebra como ferramenta experimental oferece uma
possibilidade Unica para investigar detalhadamente o papel do acido quinurénico (KYNA)
nas vias neuroquimicas desreguladas associadas a dependéncia de alcool. Estudos tém
demonstrado que 0 peixe-zebra possui sistemas neurotransmissores que sao analogos
aos humanos, incluindo o sistema glutamatérgico, que € crucial para entender a
excitotoxicidade induzida pelo alcool. Este modelo permite uma analise aprofundada dos
efeitos terapéuticos do KYNA, especialmente em seu papel como antagonista dos
receptores NMDA e na modulagcdo do glutamato. Através dessas investigacbes, €
possivel desenvolver intervencbes farmacologicas mais eficazes e especificas,
contribuindo significativamente para o tratamento de transtornos de ansiedade

relacionados ao uso crénico de alcool (Rico et al., 2011).

1.4 PEIXE ZEBRA

O peixe-zebra (Danio rerio) € um teledsteo de agua doce da familia Cyprinidae.
Ele tem sido utilizado como modelo animal experimental em diferentes areas de pesquisa,
tais como: Biologia do desenvolvimento, comportamento, genética e gendmica,
teratologia e toxicologia (Vascotto et al., 1997; Horzmann e Freeman, 2018; Sheets et al.,
2021). O peixe-zebra é um modelo fortemente consolidado para estudos de drogas e
diversos farmacos, visto que a administracdo de muitas substancias pode ser feita pela
diluicdo em agua, 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



Peterson, 2015).

Sabe-se que o peixe tem um SNC desenvolvido, com diversos sistemas de
neurotransmissao identificados e descritos, tais como: dopaminérgico (Boehmler et al.,
2004), GABAérgico (Kim et al.,, 2004), glutamatérgico (Edwards; Michel, 2002),
serotoninérgico (Rink; Guo, 2004) e colinérgico (Behra et al., 2002). Em estudos com o
alcool, o peixe-zebra é um modelo animal amplamente utilizado ha mais de 20 anos, com
protocolos comportamentais e doses de administragdo cronica e aguda estabelecidas
(Gerlai et al., 2000; Gerlai et al., 2006). As diferentes condi¢cdes de exposicao alteram
parametros glutamatérgicos, dopaminérgicos e colinérgicos (Agostini et al., 20+18;
Bernardo et al., 2019; Alexandre et al., 2019). O peixe- zebra, além de ser um modelo
animal que auxilia na compreenséao da fisiopatologia do alcool, também é utilizado para
compreender mecanismos de agdo farmacoldgicos, contribuindo assim para a pesquisa
(Kaluef et al., 2014; MacRae e Peterson, 2015; Muller et al., 2020). O peixe zebra é um
animal ideal para pesquisas de laboratorio, pois possui um baixo custo, requer pouca

manutencdao e pode produzir descendentes em grandes quantidades. (Gerlai et al., 2006)

1.5 JUSTIFICATIVA

O consumo excessivo de alcool foi identificado como um grave problema de saude
publica, com implicacdes neuropsiquiatricas como ansiedade, depressdo e prejuizos
cognitivos, decorrentes de sua acao neurotdxica no sistema nervoso central. Embora os
efeitos do alcool no cérebro sejam amplamente conhecidos, ainda ha uma lacuna na
compreensdo dos mecanismos envolvidos e nas opcdes terapéuticas eficazes. Nesse
contexto, o &cido quinurénico (KYNA) destacou-se como uma molécula promissora,
conhecida por suas propriedades neuroprotetoras e moduladoras, o que a tornou
relevante em pesquisas recentes sobre a regulagéo da neurotransmissao. O KYNA, um
metabdlito da via da quinurenina, atua como antagonista dos receptores NMDA e
modulador dos receptores nicotinicos de acetilcolina, regulando a neurotransmissao
glutamatérgica. Esses sistemas sao significativamente afetados pelo alcool, tornando a
investigacdo dos efeitos do KYNA essencial. Embora os impactos do alcool em modelos
animais como o peixe-zebra ja sejam bem estabelecidos, a novidade deste estudo esta
na exploracdo da capacidade do KYNA de mitigar os danos causados pelo alcool no
sistema nervoso central. O peixe-zebra, bastante utilizado em estudos devido a sua

homologia genética com humanos e facilidade de manipulacédo, permanece um modelo



translacional eficaz. Este estudo investigou a capacidade do KYNA de atenuar os efeitos
neurotoxicos do alcool no peixe-zebra, focando em parametros bioquimicos e
comportamentais relacionados a ansiedade e neurotransmissdo. Foram avaliadas as
influéncias do KYNA sobre a atividade da acetilcolinesterase (AChE), a captacdo do
glutamato e as alteracbes comportamentais induzidas pela exposicao repetida ao alcool.
Essas andlises foram cruciais para entender como o KYNA poderia modular sistemas
essenciais para a homeostase neuronal, como o sistema glutamatérgico e colinérgico. Ao
demonstrar os efeitos ansioliticos e neuroprotetores do KYNA em um modelo
estabelecido de exposicdo ao alcool, este estudo contribuiu para o entendimento dos
mecanismos de dano do alcool e abriu novas perspectivas terapéuticas. A aplicacao do
KYNA representa uma abordagem inovadora para o tratamento de transtornos
associados ao consumo de alcool, oferecendo potencial para menos efeitos colaterais
em comparagdo com o0s tratamentos convencionais. Assim, os achados deste estudo
proporcionam avancos para o desenvolvimento de novas substéancias farmacoldgicas,
com foco em intervencdes mais eficazes para distarbios de ansiedade e dependéncia

alcodlica, além de abrir novas frentes de pesquisa na neurociéncia translacional.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do KYNA em peixes-zebra expostos repetidamente ao etanol

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros neuroquimicos que estdo associados a sinalizacéo
colinérgica e glutamatérgica no tecido de cérebros de peixes-zebra
expostos ao alcool e ao acido quinurénico;

e Avaliar o efeito do protocolo da ERE em animais tratados com KYNA sobre
0S parametros comportamentais utilizando o teste Novel Tank.

e Avaliar se houve alteracdo nos padrfes ansiogénicos de animais
expostos ao alcool e tratados com o KYNA.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Este estudo foi submetido a avaliacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e foi aprovado sob
protocolo nimero 63/2023.

Os peixes-zebras (Danio rerio) foram obtidos do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O ambiente de moradia foi uma sala
adequada e exclusiva para os peixes, onde foram mantidos nos aquarios a uma
temperatura constante de 28,5 £ 1°C, em agua de osmose reversa aerada e salinizada,
num ciclo de 14 horas no periodo claro e 10 horas no periodo escuro controlado de forma
programada e automatica, numa proporcdo de machos/fémeas 50:50. As condi¢des de
moradia seguiram o padrao de 2 peixes por litro de agua e a alimentacao realizada duas

vezes ao dia com racédo flocada Alcon® e Artémia salina, alternadamente.

Foram utilizados 228 animais, distribuidos em 4 grupos apresentados na tabela a seguir:

Nome do grupo Quantidade de Tipo de tratamento TOTAL
animais

Grupo 1 — Controle 57 animais Apenas o estresse da troca

de aquario.
Grupo 2 — ERE 57 animais Protocolo ERE
Grupo 3 — KYNA 57 animais Estresse da trocade aquario

+ exposicdo ao KYNA
Grupo 4 — 57 animais Protocolo ERE e tratamento
ERE + KYNA com o KYNA.

228 animais

ApOs os experimentos os animais foram eutanasiados utilizando o protocolo de
imersao em tricaina 160mg/L por 30 segundos seguido de decapitacdo com bisturi para

a retirada dos encéfalos.

3.2 EXPOSICAO REPETIDA AO ETANOL E TRATAMENTO COM ACIDO
QUINURENICO

Durante a exposicdo ao etanol, os peixes dos grupos correspondentes foram
transferidos de seus aquarios habituais para um aquario contendo 1% de alcool diluido
em agua, onde permaneceram por 20 minutos. Apds esse periodo, os peixes foram

transferidos de volta para seus aquarios habituais. Esse procedimento, conhecido como
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exposicao repetida ao etanol (ERE), foi realizado durante 8 dias consecutivos para 0s
grupos G2 e G4. Para controlar possiveis estresses de manipulacédo, os peixes dos
grupos controle (G1) e (G3) foram transferidos com a mesma frequéncia e duracéo para
um aquario diferente, contendo apenas agua salinizada habitual. No grupo G3, apds o
término do experimento no 8° dia, os peixes foram expostos ao acido quinurénico (KYNA)
por 20 minutos, uma unica vez. No grupo G4, os peixes foram submetidos ao protocolo
ERE e, apds o 8° dia, foram tratados com KYNA. A dosagem de KYNA utilizada foi de
20mg por litro, conforme testado por Kalueff e colaboradores em um estudo sobre

exposicao aguda ao KYNA (Robinson et al., 2011).

3.3 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS
3.3.1 Novel Tank

O teste novel tank € um metddo comportamental utilizado para avaliar a ansiedade
em peixes-zebra. Este teste se baseia na observacédo do comportamento de natagéo dos
peixes quando introduzidos em um novo ambiente, onde a tendéncia dos peixes ansiosos
€ permanecer na metade inferior do tanque, enquanto peixes menos ansiosos exploram
mais a metade superior. De acordo com Rosemberg et al. (2011), o tempo gasto na
metade inferior do tanque e a laténcia para entrar na metade superior sédo indicadores
robustos de comportamento ansiogénico.

A analise comportamental foi realizada com o software ANY-maze® para rastrear
a atividade da natacdo dos peixes-zebra, medindo a distancia percorrida, velocidade
meédia, tempo de mobilidade, tempo mével, entradas, tempo e distancia no topo, meio e
fundo e episddios, tempo e latencia de freezing. A atividade exploratéria vertical e
horizontal foi avaliada por meio de medidas de tempo gasto, nUmero de transicdes e
distancias percorridas em cada area. A razao entre o numero de transi¢cées por secao e
area ajudou a estimar o perfil ansiogenico. A distribuicdo dos animais foi avaliada por

comparacdes entre grupos.

3.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS
3.4.1 Dosagem de proteinas

O método de dosagem utilizado foi adaptado de Lowry e colaboradores (1951). O

primeiro passo foi realizar a curva de calibracdo em 6 microtubos, em duplicata, onde
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cada um continha uma quantidade decrescente (200-120uL) de agua milli-Q, e uma
guantidade crescente (0-80uL) de solucédo padrao de albumina, junto a 1000uL Reativo
C por microtubo. O Reativo C foi preparado no dia da dosagem, contendo uma parte do
Reativo B1 e uma parte do reativo B2 para cem partes do Reativo A.

As amostras foram previamente homogeneizadas com tampdes especificos, a
depender da técnica bioguimica posterior a ser feita, foi entdo, utilizado o sedimento para
a dosagem de proteinas, que foram pipetados em microtubos duplicados, onde adiciona-
se 190uL de agua milli-Q, 10uL do homogeneizado e 1000uL de Reativo C, nesta ordem.
Posterior aos procedimentos descritos, Foi agitado cada microtubo em um vértex e
aguardado 10 minutos, entéo, adicionado 100uL de reagente Folin 1N em todos os tubos
e agitado novamente, em seguida foi aguardado 20 minutos em ambiente escuro. O
ultimo passo foi transferir a curva de calibracdo e as amostras para uma microplaca de 96
pocos, na quantidade de 280uL por pogo e em duplicata. A leitura foi feita em

espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 650nm no modo endpoint.

3.5 AVALIACOES NEUROQUIMICAS DO SISTEMA COLINERGICO
3.5.1 Determinacgéo da atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi adaptada a partir do método de Ellman e colaboradores
(1961) e Rico e colaboradores (2007), sendo determinada pela reacéo de tiocolina com
ditiobisnetrobenzoato, que gera coloragdo amarela caracteristica. Para esta reacdo foram
utilizados um pool de trés encéfalos de peixe-zebra por amostra, sendo um total de 6
amostras. Esses encéfalos foram homogeneizados em um tampéao de homogeneizacao
de tris-citrato 250mM com EDTA 2mM e EGTA 2mM. Em seguida, foram centrifugados a
1000rcf por 10 minutos a 4°C. Apés a retirada do sobrenadante, utilizou-se o sedimento
para a dosagem de proteina, descrita no item 3.4.1.

ApGs os procedimentos descritos, em uma microplaca de 96 pocos foi adicionado
agua 150uL no branco e 145uL nos pogos que receberam as amostras. Posterior a esta
etapa, adicionou-se 75uL de dianion-tiolato (DTNB), preparado no dia com tampao fosfato
de potassio 150mM e bicarbonato de sddio, protegido da luz. A Ultima substancia que foi
adicionada antes da reacao foi 5uL do sedimento do homogeneizado das amostras. (Rico
et al, 2007)

Antes da adicdo do substrato (acetilcolina), as amostras e 0 meio de reacdo

mencionado foram previamente incubados por 10 minutos a 25 °C. Em seguida, adiciona-
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se nos pogos 25uL de acetilcolina (ACSCh, 0,8 mM) para realizar a leitura em
espectrofotbmetro no método cinético, onde a hidrdlise do substrato sera monitorada pela
formacdo de DTNB a 412 nm por 2-3 minutos (intervalos de 30 s). Os controles sem a
preparacdo de homogeneizado foram realizados para determinar a hidrélise né&o
enzimatica de ACSCh. Todas as amostras foram feitas em duplicata e a atividade da
AChE expressa em micromoles de tiocolina (SCh) liberada por hora por miligrama de
proteina.

3.6 AVALIACOES NEUROQUIMICAS SISTEMA GLUTAMATERGICO
3.6.1 Ensaio do transporte de glutamato

3.6.1.1 Preparacéo do tecido
Os animais foram anestesiados e posteriormente eutanasiados antes da

dissecacao do cérebro. Os cérebros foram colocados em placas de Petri com solucéo
salina balanceada de Hank (HBSS) contendo: NaCl 137mM; Na2HPO4 0,63mM;
NaHCO3 3,0 mM; KC1 5,36mM; KH2PO4 0,44mM; CaClI2 1,26mM; 0,90 mM MgSO4;

glicose 5,55mM; e HEPES 20 mM, pH 7,2. Cada cérebro foi entdo separado e transferido
para placas de cultura de 24 pocos, contendo 0,5mL de tampéo HBSS- HEPES. Apenas
um cérebro total foi transferido para cada poco e todas as placas serdo mantidas a 37°C

ao longo dos experimentos. (Gupta; Mullins, 2010)

3.6.1.2 Ensaio de captacéo de glutamato

O ensaio de captacéo de glutamato foi realizado conforme descrito por Rico et al.
(2010). Para avaliar o transporte de glutamato, a captacdo total foi medida pela adicdo
de 0,33 pCi/mL de L-[3H] glutamato ao meio de incubacdo, mantido a 37°C. A captacao
foi interrompida apds um periodo de 7 minutos, seguido por duas lavagens subsequentes
com tampao HBSS-HEPES gelado.

A captacédo de glutamato independente de Na* foi avaliada nas mesmas condicbes
descritas anteriormente, substituindo o sédio por N-metil-D-glucamina no meio de
incubacdo. A captacdo de glutamato dependente de Na* sera determinada pela diferenca
entre a radioatividade incorporada na captacdo total e na captacao independente de Na™.
Apbs os procedimentos de incubacao, o tecido cerebral foi homogeneizado. O contetdo
proteico foi quantificado utilizando aliquotas de 10 pL do homogeneizado, e a

radioatividade foi medida por meio de cintilag&o liquida. (Rico et al, 2010).
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3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, com valor de
significancia (p) definido como 0,05. Se o valor de p for maior que 0,05 sera aceita a
hipotese de nulidade (HO), e as amostras serdo paramétricas com resultados expressos
por média e desvio padrdo. Se o teste de normalidade rejeitar HO, os dados serdo nao
parameétricos e expressos por mediana e intervalo interquartil. O sofware utilizado para
compilar a andlise estatistica ser& o GraphPad Prism 8. Os experimentos
comportamentais foram submetidos a testes pareados, e 0s dados experimentais
bioquimicos foram submetidos a testes ndo pareados. O valor de significancia para todos

0s experimentos sera de p = 0,05.

4 RESULTADOS

Este capitulo apresenta uma andlise detalhada dos resultados obtidos nos
experimentos conduzidos para avaliar os efeitos do KYNA e do ERE sobre os parametros
comportamentais e bioquimicos no peixe-zebra. O objetivo central dos estudos foi
investigar como 0 KYNA, conhecido por suas propriedades neuroprotetoras e moduladoras
do sistema glutamatérgico, influencia os comportamentos associados a ansiedade induzida
pelo alcool, bem como 0s mecanismos bioquimicos envolvidos.

Nos testes comportamentais, foram avaliadosa distancia percorrida, velocidade
meédia, tempo maével e cruzamentos de linha, também foi avaliado o nimero de entradas,
o tempo e a distancia percorrida na se¢éo topo, meio e fundo do tanque, que sao indicativos
da atividade exploratéria e da ansiedade em peixes-zebra. Adicionalmente, foi avaliado o
comportamento de freezing, sobre 0s seguintes parametros: os episddios, tempo e latencia
e foi medido como um indicador direto de respostas de ansiedade, considerando o impacto
tanto do alcool quanto do KYNA na modulagédo desses comportamentos.

Nas avaliagdes bioquimicas, a pesquisa concentrou-se na captacao de glutamato e
na atividade enzimatica colinérgica, a AChE. A captacédo de glutamato foi investigada para
avaliar possiveis alteragdes na neurotransmissao excitatoria, enquanto a AChE foi medida

para entender a modulacdo das fungdes cognitivas e motoras.

4.1 AVALIACOES BIOQUIMICAS

4.1.1 Sistema Colinérgico
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Com o objetivo de entender o impacto do etanol e do acido quinurénico (KYNA) na
atividade da acetilcolinesterase (AChE), foi realizada uma avaliacdo comparativa entre
os diferentes grupos experimentais (Figura 1). A atividade da AChE, medida em pmol
ACSCh/mg de proteina, mostrou uma reducédo significativa no grupo etanol em
comparacado ao grupo controle. O grupo controle apresentou uma média de 2,236 umol
ACSCh/mg de proteina, enquanto o grupo etanol apresentou uma reducdo significativa
para 1,346 pmol ACSCh/mg de proteina (ANOVA, Fs19 = 2,489, p = 0,0914; Tukey, p =
0,0376).

O tratamento isolado com KYNA resultou em uma atividade da AChE de 1,756
pumol ACSCh/mg de proteina, sem diferenca significativa em relacdo ao controle (ANOVA,
p > 0,05), sugerindo que o KYNA, por si sO, ndo exerce um efeito inibitério substancial
sobre a atividade da AChE.

No grupo tratado com etanol e KYNA (Etanol+KYNA), a atividade da AChE foi
parcialmente restaurada, alcancando uma média de 1,98 umol ACSCh/mg de proteina.
No entanto, essa recuperacao ndo atingiu significancia estatistica quando comparada ao
grupo etanol (ANOVA, Fs19 = 2,489, p > 0,05).

Esses resultados sugerem que o etanol exerce um efeito inibitorio significativo
sobre a atividade da AChE, enquanto o tratamento com KYNA pode ter um efeito
modulador, atenuando parcialmente o impacto do etanol sobre essa enzima, mas sem

alcancar significancia estatistica em todos os casos.
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Figura 1. Efeito do ERE e tratamento com KYNA sobre a atividade da AChE em encéfalos de peixe
zebra. Os valores das atividades enzimaticas estdo expressos em média e erro padrdo da média, e em
pgmol ACSCh/h/mg de proteina. *p < 0,05 em multiplas comparagdes (ANOVA de uma via seguido do teste
Dunn).

4.1.2 Sistema Glutamatérgico

Com o objetivo de compreender o envolvimento do sistema glutamatérgico na
modulacéo pelo etanol e acido quinurénico (KYNA), avaliamos a captagcdo de glutamato
no cérebro de peixe-zebra (Figura 2). O grupo exposto ao etanol apresentou uma reducao
significativa na captacdo de glutamato, com uma média de 0,0393 nmol/minuto/mg de
proteina, em comparacao ao grupo controle, que apresentou 0,0645 nmol/minuto/mg de
proteina (ANOVA, F33s = 3.27, p = 0,043; Tukey, p = 0,042).

Por outro lado, o tratamento com KYNA de forma isolada n&o resultou em uma
alteracdo significativa na captacdo de glutamato, com uma média de 0,0530
nmol/minuto/mg de proteina, semelhante ao grupo controle. O grupo tratado com etanol
e KYNA (G4) apresentou uma leve recuperacdo na captacédo de glutamato, alcancando
uma média de 0,0560 nmol/minuto/mg de proteina, embora essa diferenca ndo tenha
atingido significancia estatistica quando comparada ao grupo etanol (ANOVA, Fzzs =
2.89, p = 0,067).

Esses resultados indicam que o etanol pode exercer um efeito inibitério sobre a
captacdo de glutamato, enquanto o KYNA, isoladamente ou em combinacdo com o

etanol, pode ter um efeito modulador, mas sem alcangar significancia estatistica.
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Figura 2: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre a captacdo de glutamato em encéfalos de
peixe-zebra. Os resultados estao expressos em media e desvio padrédo. O valor do glutamato captado esta
expresso em nmol de glutamato marcado por minuto por miligramade proteina. *p < 0,05 em multiplas
comparac0es (teste ANOVA de uma via seguido do teste de Dunn).

4.2 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

4.2.1 Avaliagao do perfil locomotor dos animais expostos ao etanol e tratados com
KYNA no teste novel tank

Para avaliar o perfil locomotor apds a exposicdo ao etanol e o tratamento com
acido quinurénico (KYNA), foram analisados a distancia de nado, velocidade média,
tempo mével e cruzamentos de linha (line crossings) no teste de Novel Tank (Figura 3).
O KYNA, quando administrado de forma isolada, ndo alterou significativamente a
distancia ou a velocidade média em relacdo ao grupo controle.

No entanto, a exposi¢cao ao etanol demonstrou um efeito importante, com o grupo
Etanol (G2) apresentando uma reducéo significativa na distancia (grafico A) (média de
7.171 m) e na velocidade média (grafico B) (0,020 m/s), comparado ao grupo controle
(média de 10.855 m e 0,030 m/s, respectivamente), com um valor de p = 0,0335 para
distancia e p = 0,0338 para velocidade (Kruskal-Wallis). Embora o grupo Etanol+KYNA
(gréfico A e B) tenha mostrado uma tendéncia de recuperacédo parcial nesses parametros,
nao foi observada significancia estatistica nessa recuperacéo.

Em relacdo ao tempo movel (grafico C), todos os grupos apresentaram mobilidade
semelhante, sem aumento ou diminuicéo significativa (p = 0,0308). Ao analisar o numero
de cruzamentos de linha (gréfico D), os grupos tratados com KYNA de forma isolada nao
apresentaram diferenga significativa. No entanto, 0os grupos expostos ao etanol e tratados
com KYNA apresentaram uma reducéo significativa no numero de cruzamentos de linha
(p = 0,0072), confirmando o efeito ansiolitico do KYNA no comportamento exploratorio

dos animais.
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Figura3 — Parametros locomotores do peixe-zebrano teste Novel tank. Efeito do tratamento com &cido
guinurénico (KYNA) isolado e combinado a exposi¢céo repetida ao etanol (ERE) sobre os parametros
locomotores distancia (A), velocidade média (B), tempo mével (C) e cruzamento de linhas (D). Nos graficos
(A), (B) e (C) os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de mdiltiplas
comparagdes de Dunn e estéo expressos em mediana e intervalo interquartil. No gréfico (D) os dados foram
analisados pelo teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Tukey e estdo
expressos em média e desvio padrdo. (*p < 0,05 em comparacdo ao grupo controle; * p < 0,05 em
comparacé&o ao grupo ERE néo tratado).

4.2.2 Avaliacédo do perfil exploratorio no fundo do tanque dos animais expostos ao
etanol e tratados com KYNA no teste novel tank

Como forma de verificar o perfil exploratério no fundo pela exposi¢cdo ao etanol,
bem como pelo tratamento com acido quinurénico (KYNA), foram avaliados inicialmente
0 numero de entradas, o tempo de permanéncia e a distancia percorrida no fundo no teste
novel tank (Figura 4). O grupo controle apresentou uma média de 28 entradas no fundo
do tanque. O grupo exposto ao etanol mostrou uma reducdo significativa nesse
parametro, com uma média de 11 entradas (Kruskal-Wallis, p = 0,004; Dunn, p = 0,029),
sugerindo que o etanol pode exercer um efeito ansiolitico ao reduzir a exploracao dessa
regido. O tratamento isolado com KYNA nao alterou significativamente o nimero de

entradas comparado ao grupo controle, com uma média de 22 entradas. No entanto, o



grupo Etanol+KYNA apresentou uma diminui¢do adicional no nimero de entradas, com
uma média de 9 entradas (Kruskal-Wallis, p = 0,002; Dunn, p = 0,017), sugerindo que o
KYNA pode modular, mas néo reverter completamente, o efeito do etanol.

No que diz respeito ao tempo de permanéncia no fundo do tanque, o grupo controle
apresentou um tempo meédio de 250 segundos. Ja o grupo etanol teve um aumento
significativo nesse tempo, alcancando 327 segundos (Kruskal-Wallis, p = 0,003; Dunn,
p=0,034), o que reforca o efeito ansiolitico do etanol. O KYNA, quando administrado de
formaisolada, reduziu o tempo de permanéncia no fundo para 194 segundos. Contudo,
0 grupo Etanol+KYNA demonstrou um tempo de permanéncia aumentado para 339
segundos (Kruskal-Wallis, p =0,001; Dunn, p =0,021), sugerindo uma possivel interacédo
entre o KYNA e o etanol que promove um efeito combinado sobre esse comportamento.

Ao avaliar a distancia percorrida no fundo do tanque, o grupo controle e o grupo
etanol mostraram valores semelhantes, com 7698 metros e 7747 metros,
respectivamente, indicando que o etanol ndo teve um impacto significativo nesse
parametro. No entanto, o grupo tratado apenas com KYNA apresentou uma reducao
consideravel na distancia percorrida, com 4601 metros (ANOVA, p = 0,005; teste de
Tukey, p = 0,042). Interessantemente, o grupo Etanol+KYNA apresentou um aumento na
distancia percorrida, atingindo 8324 metros, sugerindo que o tratamento combinado pode
ter um efeito modulador na atividade locomotora dos peixes (ANOVA, p = 0,002; teste de
Tukey, p =0,031).
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Figura 4: A: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o nimero de entradas dos peixes-zebra na
regido do fundo do tanque no teste novel tank. Os resultados estdo expressos em mediana e intervalo
interquartil. O nimero de entradas esta representado no eixo Y. *p < 0,05 em mudltiplas comparacgdes
(Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn). B: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o tempo de
permanéncia dos peixes-zebra no fundo do tanque durante o teste novel tank. Os resultados séo
expressos em mediana e intervalo interquartil. O tempo de permanéncia esta representado no eixo Y em
segundos (s). *p < 0,05 em multiplas comparacdes (Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn). C: Efeito
do ERE tratamento com KYNA sobre a distancia percorrida pelos peixes-zebra naregido do fundo
do tanque durante o teste novel tank. Os resultados sdo expressos como média e erro padréo da média
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(EPM). A distancia percorrida esta representada no eixo Y em metros por segundo (m/s). p < 0,05 em
multiplas compara¢des (ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey).

4.2.3 Avaliagéo do perfil exploratério no meio do tanque dos animais expostos ao
etanol e tratados com KYNA no teste novel tank

Como forma de verificar o perfil exploratério no meio pela exposicdo ao etanol,
bem como pelo tratamento com acido quinurénico (KYNA), foram avaliados inicialmente
0 numero de entradas, o tempo de permanéncia e a distancia percorrida no meio no teste
novel tank (Figura 5). O grupo controle apresentou uma média de 41 entradas no meio
do tanque. O grupo etanol mostrou uma reducao significativa nesse parametro, com uma
média de 13 entradas (Kruskal-Wallis, p=0,003; Dunn, p=0,026), sugerindo que o etanol
pode exercer um efeito ansiolitico ao reduzir a exploracdo dessa regido. Por outro lado,
o tratamento isolado com KYNA néo alterou significativamente o nimero de entradas
comparado ao grupo controle, com uma média de 32 entradas. No entanto, o grupo etanol
tratado com KYNA apresentou uma diminuicdo adicional no niamero de entradas, com
uma média de 10 entradas (Kruskal-Wallis, p=0,002; Dunn, p=0,018), sugerindo que o
KYNA pode modular, mas n&o reverter completamente, o efeito do etanol.

No que diz respeito ao tempo de permanéncia ho meio do tanque, o grupo controle
apresentou um tempo médio de 74 segundos. Ja o grupo etanol teve uma reducéo
significativa nesse tempo, alcancando 25 segundos (Kruskal-Wallis, p=0,004; Dunn,
p=0,033), o que reforca o efeito ansiolitico do etanol. O tratamento com KYNA, quando
administrado de forma isolada, resultou em um aumento do tempo de permanéncia no
meio para 85 segundos. Contudo, o grupo Etanol+KYNA demonstrou uma diminui¢cado
significativa no tempo de permanéncia para 15 segundos (Kruskal-Wallis, p=0,001; Dunn,
p=0,019), sugerindo uma interacdo complexa entre o KYNA e o etanol, com potencial
efeito modulador.

Por fim, ao avaliar a distancia percorrida no meio do tanque, o grupo controle
percorreu uma média de 3,3 metros, enquanto o grupo etanol apresentou uma reducao
significativa para 0,9 metros (Kruskal-Wallis, p=0,005; Dunn, p=0,040). O grupo tratado
apenas com KYNA apresentou uma distancia percorrida de 2,6 metros.
Interessantemente, o grupo Etanol+KYNA apresentou a menor distancia percorrida, com
uma média de 0,7 metros (Kruskal-Wallis, p=0,003; Dunn, p=0,028), indicando que a
combinacédo de etanol e KYNA pode ter um impacto mais acentuado na reducédo da

atividade locomotora dos peixes.
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Figura 5: A: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o nimero de entradas dos peixes-zebra na
regido do meio do tanque no teste novel tank. Os resultados estéo expressos em mediana e intervalo
interquartil. O nimero de entradas esta representado no eixo Y. *p < 0,05 em multiplas comparagfes
(Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn). B: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o tempo de
permanéncia dos peixes-zebra no meio do tanque durante o teste novel tank. Os resultados sao
expressos em mediana e intervalo interquartil. O tempo de permanéncia esta representado no eixo Y em
segundos (s). *p < 0,05 em multiplas comparag¢des (Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn). C: Efeito
do ERE tratamento com KYNA sobre a disténcia percorrida pelos peixes-zebra na regido do meio
do tanque durante o teste novel tank. Os resultados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil.
A distancia percorrida estd representada no eixo Y em metros por segundo (m/s). Em multiplas
comparacoes (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn).

4.2.4 Avaliacao do perfil exploratorio no topo do tanque dos dos animais expostos
ao etanol e tratados com KYNA no teste novel tank

Como formade verificar o perfil exploratério no topo pela exposi¢do ao etanol, bem
como pelo tratamento com acido quinurénico (KYNA), foram avaliados inicialmente o
namero de entradas, o tempo de permanéncia e a distancia percorrida no topo no teste
novel tank (Figura 6). O grupo controle apresentou uma média de 16 entradas no topo do
tanque. O grupo etanol mostrou uma reducao significativa nesse parametro, com uma
meédia de 3 entradas (Kruskal-Wallis, p=0,002; Dunn, p=0,025), sugerindo que o etanol
pode exercer um efeito ansiolitico ao reduzir a exploracdo dessa regido. Por outro lado,
o tratamento isolado com KYNA néo alterou significativamente o nimero de entradas
comparado ao grupo controle, com uma média de 13 entradas. No entanto, o grupo etanol
tratado com KYNA apresentou uma diminuigcdo adicional no nimero de entradas, com
uma média de 4 entradas (Kruskal-Wallis, p=0,003; Dunn, p=0,022), sugerindo que o
KYNA pode modular, mas nao reverter completamente, o efeito do etanol.

No que diz respeito ao tempo de permanéncia no topo do tanque, o0 grupo controle
apresentou um tempo médio de 35 segundos. J4 0 grupo etanol teve uma reducao
significativa nesse tempo, alcancando 7 segundos (Kruskal-Wallis, p=0,004; Dunn,

p=0,031), o que reforca o efeito ansiolitico do etanol. O tratamento com KYNA, quando
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administrado de forma isolada, resultou em um aumento do tempo de permanéncia no
topo para 80 segundos. Contudo, o grupo Etanol+KYNA demonstrou uma diminui¢do
significativa no tempo de permanéncia para 6 segundos (Kruskal-Wallis, p=0,001; Dunn,
p=0,019), sugerindo uma interacdo complexa entre o KYNA e o etanol, com potencial
efeito modulador.

Por fim, ao avaliar a distancia percorrida no topo do tanque, o grupo controle
percorreu uma média de 1,6 metros, enquanto o grupo Etanol apresentou uma reducao
significativa para 0,3 metros (Kruskal-Wallis, p=0,005; Dunn, p=0,040). O grupo tratado
apenas com KYNA apresentou uma distancia percorrida de 2,3 metros.
Interessantemente, o grupo Etanol+KYNA apresentou uma distancia percorrida de 0,4
metros (Kruskal-Wallis, p=0,004; Dunn, p=0,030), indicando que a combinacao de etanol
e KYNA pode ter um impacto mais acentuado na reducdo da atividade locomotora dos

peixes.
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Figura 6: A: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o nimero de entradas dos peixes-zebra na
regido do topo do tanque no teste novel tank. Os resultados estao expressos em mediana e intervalo
interquartil. O nimero de entradas esta representado no eixo Y. *p < 0,05 em multiplas comparacdes
(Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). B: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o tempo
de permanéncia dos peixes-zebra no topo do tanque durante o teste novel tank. Os resultados sao
expressos em mediana e intervalo interquartil. O tempo de permanéncia esta representado no eixo Y em
segundos (s). *p < 0,05 em miltiplas comparacdes (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). C: Efeito
do ERE tratamento com KYNA sobre a distancia percorrida pelos peixes-zebra na regido do meio
do tanque durante o teste novel tank. Os resultados s&o expressos como mediana e intervalo interquartil.
A distancia percorrida esta representada no eixo Y em metros por segundo (m/s). *p < 0,05 em multiplas
comparacgoes (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn).

4.2.5 Avaliacdo do comportamento de freezing no tanque dos dos animais expostos
ao etanol e tratados com KYNA no teste novel tank

Para verificar o impacto do etanol e do tratamento com acido quinurénico (KYNA)
no comportamento de freezing, foram avaliados os episodios de freezing, o tempo de
freezing e a laténcia de freezing no fundo do tanque (Figura 7). O grupo controle

apresentou uma média de 64 episodios de freezing. O grupo etanol mostrou uma leve
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reducdo no numero de episédios, com uma média de 50 episodios, embora sem
significancia estatistica em comparacao ao controle. Por outro lado, o tratamento isolado
com KYNA ndo alterou significativamente o nimero de episédios, apresentando uma
média de 72 episodios. Interessantemente, o grupo Etanol+KYNA apresentou uma
reducdo significativa nos episodios de freezing, com uma meédia de 32 episodios,
sugerindo que o KYNA modulou o efeito do etanol (ANOVA, p = 0,007; teste de Tukey, p
=0,022).

No que diz respeito ao tempo de freezing no fundo do tanque, o grupo controle
apresentou um tempo médio de 4,2 segundos. Ja o grupo etanol apresentou uma leve
diminuicdo no tempo de freezing, alcancando 1,9 segundos, mas sem significancia
estatistica. O tratamento com KYNA, quando administrado de forma isolada, resultou em
um aumento leve no tempo de freezing para 2,55 segundos. O grupo Etanol+KYNA
apresentou o menor tempo de freezing, com uma média de 0,52 segundos, sugerindo
gue o KYNA pode atenuar o efeito do etanol (ANOVA, p = 0,036; teste de Tukey, p =
0,025).

Por fim, ao avaliar a laténcia para o primeiro episddio de freezing, o grupo controle
apresentou uma laténcia média de 7.697 segundos. O grupo etanol apresentou uma
laténcia semelhante, com uma média de 7.747 segundos. O grupo tratado apenas com
KYNA apresentou uma laténcia reduzida para 4.601 segundos, sem alteragédo
significativa em comparacdo ao controle. Interessantemente, o grupo Etanol+KYNA
apresentou uma laténcia aumentada para 8.323 segundos (ANOVA, p = 0,0048; teste de
Tukey, p = 0,030), sugerindo que o KYNA pode exercer um efeito protetor contra o

aumento do comportamento de freezing induzido pelo etanol.
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Figura 7: A: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o namero de episodios de freezing dos
peixes-zebra no teste novel tank. Os resultados estédo expressos em média e desvio padrdo. O nimero
de entradas estarepresentado no eixo Y. *p < 0,05 em multiplas comparagdes (ANOVA de uma via seguido
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do teste de Tukey). B: Efeito da ERE e tratamento com KYNA sobre o tempo de freezing dos peixes-
zebra durante o teste novel tank. Os resultados sdo expressos em mediana e intervalo interquartil. O
tempo de permanéncia estarepresentado no eixoY em segundos (s). *p < 0,05 em multiplas comparacfes
(Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn). C: Efeito do ERE e tratamento com KYNA sobre alatencia
de freezing apresentada pelos peixes-zebra durante o teste novel tank. Os resultados sdo expressos
como mediana e intervalo interquartil. A distancia percorrida esta representada no eixo Y em metros por
segundo (m/s). Em multiplas comparacoes (Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn).

5 DISCUSSAO

A presente investigacdo focou-se nos efeitos neuroquimicos e comportamentais
do acido quinurénico (KYNA) em peixes-zebra submetidos a exposicdo repetitiva ao
etanol, com o objetivo de elucidar a viabilidade do KYNA como agente ansiolitico em
cenarios da ansiedade gerada pelo alcool. A exposicdo repetida ao etanol causou
alteracbes substanciais nos sistemas colinérgico e glutamatérgico em peixes-zebra,
levando a comportamentos indicativos de ansiedade, como aumento do freezing e
diminuicéo da atividade exploratoria. O KYNA foi avaliado como uma possivel intervencao
para mitigar esses efeitos. Embora esta molécula tenha mostrado um efeito parcial ao
reduzir a frequéncia dos episédios de freezing e aumentar a atividade exploratoria, ele
nao foi capaz de restaurar completamente os padrées normais de neurotransmissao, nem
atuar totalmente na reducao dos comportamentos ansiosos induzidos pelo etanol. Esses
resultados sugerem que, apesar de seu potencial neuroprotetor, 0 KYNA pode ter uma
eficacia limitada como modulador em cenarios de ansiedade provocada pelo alcool,
ressaltando a complexidade de sua interagdo com as vias neuroquimicas afetadas pelo

etanol.

Estudos tém destacado a relevancia do teste novel tank na pesquisa
neurofarmacoldgica devido a sua simplicidade e sensibilidade para detectar mudancas
comportamentais induzidas por substancias ansiogénicas e ansioliticas. Como discutido
por Stewart et al. (2010) em sua revisdo sobre modelagem de ansiedade usando
peixeszebra adultos, esse teste € uma ferramenta valiosa para investigar os efeitos de
tratamentos, como a administracdo de acido quinurénico, nos padrées de ansiedade

induzidos por substancias como o alcool.

O etanol, conhecido por alteracbes a homeostase neuroquimica, promove
mudancas notaveis nos sistemas colinérgico e glutamatérgico, o que, por suavez, resulta
em estados de hiperexcitabilidade sinptica e alteracbes comportamentais, incluindo

ansiedade exacerbada (Crews, 2018; Gilpin; Herman; Roberto, 2015). Neste contexto, 0
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KYNA foi avaliado por sua capacidade de atenuar os efeitos do etanol, modulando a

neurotransmissao excitatoria e reduzindo comportamentos ansiogénicos.

Os resultados desta pesquisa indicam que o grupo etanol apresentou uma inibicao
significativa da atividade da enzima AChE nos encéfalos dos peixes-zebra em
comparacao com o grupo controle. No entanto, essa diferenca nao alcangou significancia
estatistica nos demais grupos (Sizer; Parrish; McCool, 2021). A literatura descreve o
etanol como um agente capaz de alterar a neurotransmisséo colinérgica. Estes dados,
indicam que a exposi¢cdo crbnica ao etanol modula a neurotransmissé@o colinérgica,
especialmente ao aumentar a atividade dos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) na amigdala basolateral, o que pode resultar em mudangas comportamentais

como a ansiedade (Sizer; Parrish; McCool, 2021).

A administracdo de acido quinurénico (KYNA), por outro lado, ndo foi capaz de
restaurar completamente a atividade da AChE aos niveis do grupo controle, seja quando
administrado isoladamente ou em combinacdo com etanol. Este efeito parcial do KYNA
sugere que, embora tenha propriedades neuroprotetoras e moduladoras, sua eficacia na
reversdo da inibicdo da AChE induzida pelo etanol se mostra limitada. Estes achados
enfatizam a importancia promissora de investigacbes futuras para explorar os
mecanismos especificos de acdo do KYNA, especialmente em contextos de disfuncéo
colinérgica induzida pelo etanol, e sua potencial aplicagdo em intervencdes
farmacoldgicas voltadas a modulacdo da ansiedade e outros disturbios neuropsiquiatricos
(Rico et al., 2007; Rosemberg et al., 2010; Bernardo et al., 2019; Torres et al., 2021).

Além disso, os achados desta pesquisa sugerem que a limitagdo do KYNA em
atenuar as alteracbes na atividade da AChE promovidas pelo etanol pode estar
relacionada a mecanismos especificos de sua interacdo com os receptores colinérgicos
e asvias de sinalizacao associadas. Estudos indicam que o KYNA atua como antagonista
nao competitivo dos receptores a7-nicotinicos, influenciando a neurotransmissao
colinérgica e podendo ter um efeito limitado em contextos como o da inibicdo induzida
pelo etanol (Rossi et al., 2019). Apesar do KYNA ser reconhecido por sua eficacia na
modulacdo do sistema glutamatérgico, as nuances de sua acdo sobre a AChE,
especialmente em cendrios de exposicdo crbnica ao etanol, requerem investigacdo
adicional. Em nosso estudo, mostramos que, embora 0 KYNA atue diretamente na

sinalizacdo glutamatérgica, ele pode indiretamente exercer efeitos moduladores sobre o
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sistema colinérgico, como evidenciado pela sua capacidade de mitigar parcialmente a
inibicho da AChE causada pelo etanol. Esses achados sugerem que o KYNA pode
influenciar mudltiplas vias neuroquimicas, ainda que de forma indireta, destacando a
complexidade de sua acdo em cenarios de disfuncéo sinaptica induzida por substancias.
Estudos futuros devem focar na compreensdo dessas interacbes complexas e na
possibilidade de combinagdo do KYNA com outros agentes terapéuticos que possam
complementar suas fungbes neuroprotetoras, especialmente no contexto de alteragoes

colinérgicas induzidas pelo alcool (King et al., 2007; Pocivavsek; Erhardt, 2024).

A neurotransmissao glutamatérgica, fundamental para a excitacdo sinaptica, é
particularmente vulneravel as acbes causadas pelo etanol. Neste estudo, observou-se
uma reducgdo na captacdo de glutamato nos peixes expostos ao etanol, embora essa
reducdo ndo tenha sido estatisticamente significativa, este resultado esta em
concordancia com a literatura, que associa a exposicdo ao etanol a diminuicdo da
neurotransmissao excitatoria e ao aumento da neurotoxicidade (Beckley et al., 2016). A
reducdo na captacdo de glutamato sugere um estresse neuroquimico, que pode ser
agravado pela exposicao continua ao etanol, comprometendo a eficiéncia sinaptica e

contribuindo para o desenvolvimento de comportamentos ansiosos (Cachat et al., 2010)

O acido quinurénico (KYNA) foi utilizado como uma intervencdo devido as suas
propriedades neuroprotetoras conhecidas, particularmente sua capacidade de
antagonizar os receptores NMDA e atenuar a excitotoxicidade induzida pelo glutamato
(Campbell et al., 2014). Contudo, os resultados indicaram que o tratamento com KYNA
nao foi efetivo frente a alteracdo aos niveis observados no grupo controle, sugerindo que
a ansiedade induzida pelo etanol pode estar relacionada a disfuncdo persistente na
neurotransmissao glutamatérgica, que o KYNA isoladamente, ndo foi capaz de modular
de forma eficaz. Este achado esta em consonancia com a literatura que aponta para a
complexidade das alteracdes neuroquimicas induzidas pelo etanol, que influenciam
multiplos sistemas de neurotransmissdo. O estudo de Erickson et al. (2018) indicou que
a exposicdo prolongada ao etanol pode levar a alteragbes duradouras nos circuitos
glutamatérgicos, aumentando a vulnerabilidade ao desenvolvimento de comportamentos

ansiosos

O potencial terapéutico KYNA em condicbes de estresse crbnico, como a

ansiedade induzida pelo uso prolongado de etanol, pode ser melhor compreendido a luz
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das complexidades discutidas por Stone e Darlington (2013) e Leclercq et al. (2021).
Stone e Darlington apontam que, embora o KYNA possua propriedades neuroprotetoras,
sua efichcia pode ser modulada negativamente pela presenca de metabdlitos
neurotoxicos, como o acido quinolinico. Essa observacado sugere que, em contextos de
ansiedade induzida pelo alcool, onde o equilibrio entre KYNA e outros metabdlitos &
crucial, o efeito isolado do KYNA pode ser insuficiente para mitigar os danos ou até

mesmo as alteragbes neuroquimicos.

Além disso, Leclercq et al. (2021) enfatizam a influéncia do microbioma intestinal
e do metabolismo do triptofano na regulacdo do KYNA, particularmente em distarbios
relacionados ao uso de alcool. Essa perspectiva reforca a necessidade de abordagens
terapéuticas combinadas que considerem ndo apenas a modulacdo direta do KYNA, mas
também as interagcbes complexas entre as vias metabdlicas e o sistema nervoso central.
Portanto, ao integrar essas visoes, fica evidente que o tratamento da ansiedade induzida
pelo etanol pode exigir intervengdes que vao além da simples administracdo de KYNA,
abrangendo também estratégias para equilibrar os multiplos fatores neuroquimicos

envolvidos.

A analise comportamental revelou que a exposicdo ao etanol causou uma
diminuicd@o significativa na distancia percorrida e na velocidade média dos peixes-zebra,
sugerindo um aumento no comportamento ansioso. Esses resultados corroboram
estudos anteriores que identificam a reducdo na exploracdo como um marcador de
ansiedade em peixes-zebra (Mathur; Guo, 2011). Conforme observado por Tran e Gerlai
(2013), o etanol induz um estado de ansiedade que limita a exploracdo de novos
ambientes, conforme também relatado por Cachat et al. (2010) e Egan et al. (2009). No
contexto desta pesquisa, isso destaca o desafio de reverter as alteragdes
comportamentais induzidas pelo etanol, mesmo com a administragdo de acido
quinurénico (KYNA).

No entanto, o tratamento com KYNA, seja isoladamente ou em combinagdo com
o0 etanol, ndo alterou o padrao de exploracado observado no grupo controle. Este resultado
sugere que, o KYNA nao apresentou propriedades suficientemente eficazes para reverter
os efeitos ansiogénicos induzidos pelo etanol. Conforme discutido por Osuch et al. (2024),
a modulacdo da via do quinurenina, incluindo o acido quinurénico, pode ser importante,

mas sua eficacia é limitada em contextos onde o etanol compromete profundamente o
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sistema nervoso central. Ao analisar o numero de cruzamentos de linha, os grupos
tratados com KYNA de forma isolada n&do apresentaram diferenca significativa. No
entanto, 0s grupos expostos ao etanol e tratados com KYNA apresentaram uma reducéo
significativa no numero de cruzamentos de linha, confirmando o efeito ansiolitico do

KYNA no comportamento exploratorio dos animais.

A andlise dos dados comportamentais nas trés zonas do tanque (fundo, meio e
topo) revelou que os peixes-zebra exibiram diferentes padrbes de comportamento em
resposta aos tratamentos aplicados (etanol, KYNA, e etanol + KYNA), conforme
apresentado nos graficos anexados. No grafico A, referente ao fundo do tanque, o nimero
de entradas foi significativamente menor nos grupos tratados com etanol e etanol + KYNA
em comparagcdo com o controle, conforme indicado pelos asteriscos. Essa reducao
sugere um comportamento mais ansioso, ja que os peixes tendem a evitar a exploracao
do fundo sob condi¢cBes de estresse ou ansiedade, como também observado em estudos
anteriores (Blaser et al., 2010). O tempo gasto no fundo do tanque (grafico B) foi
significativamente maior nos peixes tratados com KYNA isoladamente, o que pode indicar
um efeito modesto do KYNA na modulacdo da ansiedade, ainda que sem restaurar

completamente o comportamento exploratorio observado no grupo controle.

No que diz respeito a area intermediaria do tanque, o grafico A mostra que o
numero de entradas foi significativamente menor nos grupos expostos ao etanol e KYNA
em comparagao com o grupo controle, confirmando a hipétese de que o etanol aumenta
a ansiedade dos peixes, levando-os a explorar menos as areas abertas do tanque
(Stewart et al., 2015). O gréafico B reforca esse achado, indicando que o tempo gasto no
meio do tanque também foi significativamente reduzido nos grupos expostos ao etanol e
KYNA, o que pode refletir uma maior averséo a exploracdo de areas mais expostas, uma

caracteristica comum de comportamentos ansiosos.

Finalmente, o gréfico referente ao topo do tanque revela uma reducgédo significativa
no numero de entradas e no tempo gasto nessa area pelos grupos tratados com etanol e
KYNA. Esses resultados estdo em consonancia com a literatura, que associa 0 aumento
da ansiedade a preferéncia por areas menos expostas, como o fundo do tanque (Egan et
al., 2009). Os peixes do grupo controle exploraram o topo do tanque de forma mais
consistente, indicando uma menor aversdo a area mais exposta e, portanto, menor

ansiedade. O tratamento com KYNA nado foi capaz de reverter completamente o
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comportamento ansioso induzido pelo etanol, sugerindo que, embora o KYNA tenha
propriedades neuroprotetoras, ele nao foi eficaz o suficiente para restaurar o

comportamento exploratério normal dos peixes.

Esses achados reforgam a complexidade das interagdes entre o etanol e 0 KYNA
no sistema nervoso central, indicando que a modulagcéo da ansiedade pelo KYNA pode
ser limitada em certos contextos. Estudos futuros sdo necessarios para explorar essas
interacbes em maior profundidade e determinar como diferentes dosagens ou

combinacgfes com outras substancias podem influenciar os resultados comportamentais.

Os achados deste estudo revelaram nuances importantes sobre o comportamento
de freezing em peixes-zebra expostos ao etanol e tratados com KYNA, evidenciando
desafios na modulacdo dos comportamentos ansiosos induzidos pelo alcool. O aumento
nos episodios de freezing observado nos grupos expostos ao etanol reforca a ideia de
gue o etanol atua como um potente agente ansiogénico, induzindo comportamentos de
medo e ansiedade, possivelmente através da sensibilizacdo dos circuitos neurais
envolvidos na resposta ao medo. Este efeito é consistente com a literatura, incluindo os
achados de Cachat et al. (2010), que demonstram a eficacia do teste de mergulho em
tanque novo para detectar alteracdes de comportamento ansioso em peixes-zebra,
destacando que, embora o KYNA tenha potencial neuroprotetor, ele ndo conseguiu

mitigar de forma significativa os efeitos ansiogénicos induzidos pelo etanol.

O aumento no tempo de freezing nos grupos expostos ao etanol sugere que o
alcool intensifica o comportamento ansioso, provavelmente devido a sensibilizacdo dos
circuitos neurais responsaveis pelas respostas de medo. O Desafio do KYNA de reduzir
esse efeito indica que, embora tenha propriedades neuroprotetoras, ele isoladamente,
pode ser insuficiente para reverter os impactos do etanol em casos de ansiedade cronica.
Esses achados, conforme Wiggins et al. (2021), sublinham a necessidade de
intervencdes terapéuticas mais eficazes, que possam abordar as vias neuroquimicas

moduladas pelo etanol.

A reducdo na laténcia para o inicio do freezing nos grupos expostos ao etanol, que
permaneceu inalterada mesmo com a administracao de KYNA, sugere que o etanol pode
diminuir o limiar de ativacdo das respostas de medo, um efeito que o KYNA néao
conseguiu neutralizar. Esses resultados indicam que a eficacia isolada do KYNA pode

ser insuficiente para contrabalangar os efeitos do etanol sobre os circuitos de medo e
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ansiedade. De forma similar, a tese de Pinheiro-da-Silva (2021) discute como o etanol,
em modelos de peixes-zebra, influencia comportamentos relacionados a ansiedade,
destacando a complexidade das respostas comportamentais ao alcool e a importancia de
estratégias terapéuticas que abordem mudltiplos mecanismos neurobiolégicos. Essa
conexao reforca a necessidade de explorar terapias combinadas para potencializar os

efeitos neuroprotetores do KYNA.

O KYNA é reconhecido por suas propriedades neuroprotetoras, especialmente
pela sua capacidade de modular receptores NMDA e AMPA, que sdo cruciais para a
regulacdo dos comportamentos relacionados ao medo e a ansiedade. Conforme
destacado por Sas et al. (2018), o KYNA pode ter limitagdes em contextos de estresse
induzido pelo etanol, onde a ansiedade é exacerbada. Isso sugere a necessidade de
estratégias terapéuticas combinadas para maximizar a eficacia do KYNA na modulacao

dos circuitos ansiosos comprometidos pelo alcool.

Estudos recentes, como o de Walczak et al. (2020), indicam que o KYNA exerce
um efeito protetor significativo no sistema nervoso, especialmente ao inibir vias de
sinalizacdo envolvidas na apoptose e na inflamacdo, como a via da proteina quinase
ativada por mitégenos (MAPK). Essas caracteristicas tornam o KYNA um candidato
promissor no contexto de neuroprotecdo, inclusive em situacdes de estresse cronico
induzido por substancias como o etanol. Além disso o estudo de Venkatesan et al. (2020)
explora o papel do KYNA no contexto da neurodegeneracédo, destacando sua capacidade
de proteger neurdnios dopaminérgicos contra danos excitotoxicos, especialmente no
contexto de doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson. Essa
propriedade é particularmente relevante em situagfes de estresse cronico, como aquelas

induzidas pelo etanol.

O KYNA desempenha um papel significativo na neuroprotecéo, particularmente
em condi¢cdes neurodegenerativas. Conforme discutido por Ostapiuk e Urbanska (2022),
ajudando a atenuar a excitotoxicidade e a reduzir a inflamacéo cerebral. No entanto, o
equilibrio entre KYNA e outros metabdlitos da via do quinurenina, como o &cido
quinolinico, é crucial para determinar o impacto final no cérebro, especialmente em

contextos de doengas neurodegenerativas.

Em condigoes de doengas neurodegenerativas, no caso, Alzheimer, caracterizada

por perda progressiva de memoria e declinio cognitivo, esta envolve multiplos
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mecanismos neuroquimicos, entre 0s quais a via do quinurenina, responsavel pelo
catabolismo do triptofano, tem sido amplamente investigada. (Fathi et al, 2022) Dentro
dessa via, o0 &cido quinurénico (KYNA) se destaca por suas propriedades
neuroprotetoras, atuando como antagonista dos receptores NMDA e dos receptores
nicotinicos de acetilcolina (a7nACh), além de exercer uma funcdo antioxidante (Fathi et
al, 2022). Essas caracteristicas fazem do KYNA um possivel modulador glutamatérgico
envolvendo a plasticidade sinaptica e formacao de memoria, comprometida da DA. Essas
informacoes, reforcam a importancia de se aprofundar na compreensao do papel do
KYNA como possivel agente neuroprotetor e biomarcador, assim como sua influéncia no

equilibrio neuroquimico relacionado a progresséo da DA.

A depressdo € uma condicdo de natureza multifatorial, sendo influenciada por
diferentes fatores, incluindo alteracdes no metabolismo do triptofano. Dentro deste
contexto, a via da quinurenina exerce um papel crucial na regulacdo da neuroquimica
cerebral. Estudos indicam que a ativacdo exacerbada dessa via pode induzir efeitos
neurotoxicos, contribuindo para o0 desenvolvimento de sintomas depressivos,
especialmente pela producdo de metabdlitos como o acido quinolinico, que esta
associado a inflamacéo e disfuncédo neuronal (Correia; Vale, 2022). Além da disfuncao
na producdo de acido quinurénico (KYNA), o metabolismo desregulado do triptofano
também resulta no aumento dos niveis de acido quinolinico (QUIN), um metabdlito
neurotoxico fortemente relacionado a danos no hipocampo, uma regido cerebral
essencial para o controle do humor (Hestad et al., 2022). Estudos sugerem que o acido
qguinolinico, ao atuar como agonista dos receptores NMDA, contribui para a
excitotoxicidade e estd envolvido em processos neurodegenerativos e de disfungéo

neuronal, afetando areas como o hipocampo (Hestad et al., 2022).

Segundo Athnaiel et al. (2022), o aumento de QUIN em pacientes com depressao
exacerba os sintomas depressivos, indicando que o desequilibrio na via da quinurenina,
especialmente em contextos de inflamacédo crénica, desempenha um papel central na
patogénese da doenca. Dessa forma, fica claro que tanto o aumento de QUIN quanto a
reducdo de KYNA contribuem para a disfuncdo neuroquimica observada na depresséo.

Este metabdlito da via das quinureninas, tem sido amplamente associado a
fisiopatologia da esquizofrenia. Este composto age como um antagonista endégeno dos

receptores NMDA, que desempenham um papel crucial na neurotransmisséo
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glutamatérgica. Estudos indicam que niveis elevados de KYNA no sistema nervoso
central estdo presentes em pacientes com esquizofrenia, possivelmente devido a uma
condicéo pro-inflamatoria que altera o metabolismo do triptofano. Esse aumento do KYNA
pode contribuir para a disfuncdo da neurotransmissdo glutamatérgica, levando a
alteracbes neuroldgicas responsaveis pelo desenvolvimento dos sintomas da
esquizofrenia, incluindo déficits cognitivos e alteracdes no comportamento (Cunha,
Bachur e Aragéo, 2020).

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que o acido quinurénico
(KYNA) exerce um papel relevante na modulacdo dos efeitos comportamentais e
bioquimicos induzidos pelo etanol em peixes-zebra. Os dados demonstram que o etanol
afeta significativamente o0s sistemas colinérgico e glutamatérgico, alterando a
neurotransmisséo e promovendo respostas ansiogénicas. O KYNA, embora tenha sido
demonstrado pela literatura seu potencial neuroprotetor, apresentou algumas resistencias
e dificuldades em restaurar os niveis funcionais em comparacdo ao grupo controle e suas
funcdes alteradas pelo etanol. No entanto, sua acdo moduladora, especialmente no
comportamento exploratério e no comportamento de freezing, destaca a importancia de
futuras investigacdes sobre o potencial terapéutico deste metabdlito em contextos de
ansiedade induzida por substancias como o alcool. Esses achados sugerem que o KYNA
pode ser uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de novas intervencoes
farmacoldgicas voltadas para a modulacdo dos sistemas neuroquimicos comprometidos
pelo etanol, com possiveis aplicagbes no tratamento de distdrbios relacionados ao uso
de alcool, talvez com sua administracdo em outras doses ou outros protocolos, possa a

vir a exercer seu papel de forma mais eficaz.
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