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Resumo 

O etanol é uma das substâncias psicoativas com propriedades que causam dependência 

mais comumente utilizadas no mundo. Uma das consequências do uso do etanol é a Síndrome 

Alcoólica Fetal (SAF), caracterizada por um conjunto de alterações no desenvolvimento de 

crianças cujas mães ingeriram etanol durante a gestação. O etanol afeta vários sistemas de 

neurotransmissão, incluindo o sistema purinérgico. O período de desenvolvimento 

embrionário é uma fase de grande suscetibilidade a agentes exógenos e endógenos e as 

perturbações capazes de alterar a sinalização adenosinérgica durante a fase embrionária 

podem estar relacionadas com alterações morfológicas, bioquímicas e comportamentais que 

vão do nascimento à vida adulta. Nos últimos anos, um substancial conjunto de evidências 

têm surgido, demonstrando que a síntese e o metabolismo das purinas e pirimidinas 

desempenham papéis importantes no controle do desenvolvimento embrionário e fetal e da 

organogênese. Disfunções na homeostase normal da adenosina durante o desenvolvimento 

inicial do cérebro podem ter consequências importantes na formação de circuitos neuronais, 

contribuindo assim para as alterações do neurodesenvolvimento. 

Nos capítulos que seguem nesta tese foram abordadas diferentes alterações 

mnemônicas, bioquímicas e comportamentais em peixes-zebra expostos ao etanol em dois 

estágios distintos de desenvolvimento e o possível papel da adenosina em tais alterações. No 

primeiro capítulo foi analisado o prejuízo causado pelo etanol nos estágios de gástrula / 

segmentação e faríngula em parâmetros mnemônicos, e sugere que alterações no controle dos 

níveis de adenosina causadas pelo etanol poderiam alterar a neuromodulação de componentes 

importantes na formação da memória, como os neurotransmissores. Foi mostrado que o ajuste 

dos níveis de adenosina pela inibição da ecto-5’-nucleotidase parece ser eficaz na restauração 

da aquisição de memória em animais expostos ao etanol durante a faríngula. Foi detectada 

uma diminuição no tamanho corporal dos animais e nas proporções do telencéfalo / encéfalo e 

cerebelo / encéfalo em ambos os estágios, quando comparado com os controles. 

No segundo capítulo foram avaliadas as alterações causadas pelo etanol nos estágios de 

gástrula / segmentação e faríngula na atividade enzimática das enzimas ecto-5´-nucleotidase e 

adenosina deaminase e expressão gênica da enzima ecto-5´-nucleotidase, em parâmetros 

morfológicos a na quantificação da adenosina em encéfalo total de peixe-zebra. A exposição 

ao etanol 1% não promoveu efeitos morfológicos severos, porém foi percebido uma 

dimunição no comprimento corporal. A atividade enzimática da ecto-5´-nucleotidase foi 
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aumentada em animais adultos expostos ao etanol no estágio de gástrula. A expressão gênica 

da ecto-5´-nucleotidase e a atividade enzimática da adenosina deaminase não sofreram 

alterações significativas em ambos os estágios de desenvolvimento. A quantificação da 

adenosina não mostrou diferenças na concentração do nucleosídeo em encéfalo total de 

animais adultos expostos ao etanol no início do desenvolvimento.  

No terceiro capítulo foram avaliados os parâmetros comportamentais de locomoção, 

ansiedade, agressividade e interação social em animais de 3 e 12 meses pós fertilização (mpf) 

que foram expostos ao etanol 1% durante os estágios de desenvolvimento da gástrula / 

segmentação e faríngula. Adicionalmente, avaliou-se o uso de inibidores das enzimas ecto-5´-

nucleotidase (3 e 12 mpf) e adenosina deaminase (3 mpf) sobre as alterações comportamentais 

investigadas.  Não houve alterações significativas nos parâmetros locomotores. Um perfil 

ansiolítico foi detectado aos 3 mpf nos animais expostos ao etanol em ambos estágios de 

desenvolvimento, porém, este perfil não se manteve aos 12 mpf e o uso dos inibidores não 

gerou efeitos significativos neste parâmetro. A agressividade teve um aumento significativo 

em animais de 3 mpf expostos ao etanol no estágio de faríngula e manteve-se aumentada aos 

12 mpf, sendo recuperada com o uso do inibidor da ecto-5´-nucleotidase. A interação social 

diminuiu nos animais de 3 mpf expostos ao etanol em ambos os estágios de desenvolvimento, 

sendo recuperada pelo uso do inibidor da ecto-5´-nucleotidase naqueles animais expostos ao 

etanol na fase de faríngula. Aos 12 mpf não houve alterações significativas.  

Esses resultados estão de acordo com uma série de estudos que reportam a  

importância da sinalização adenosinérgica durante o desenvolvimento, 

bem como os efeitos deletérios provenientes de perturbações nessa via de sinalização. Os 

resultados desta tese, em contribuição ao que há na literatura, indicam que a modulação da 

sinalização adenosinérgica, em especial ajustes compensatórios entre ecto-5´-nucleotidase e 

transportadores de nucleosídeos, podem ser alvos importantes da exposição gestacional ao 

etanol. 

 

Palavras-chave: Adenosina, Ecto-5´-nucleotidase, Etanol, Desenvolvimento, Peixe-zebra. 
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Abstract 

Ethanol is one of the most commonly used psychoactive substances with addictive 

properties in the world. One of the consequences to ethanol use is the Fetal Alcohol 

Syndrome (FAS), characterized by a set of changes in the development of children whose 

mothers ingested ethanol during gestation. Ethanol affects several neurotransmission systems, 

including the purinergic system. The embryonic development period is a phase of great 

susceptibility to exogenous and endogenous agents and the perturbations capable of altering 

the adenosinergic signaling during the embryonic phase may be related to morphological, 

biochemical and behavioral changes that go from birth to adult life. In recent years, a 

substantial number of evidence has emerged demonstrating that the synthesis and metabolism 

of purines and pyrimidines play important roles in controlling embryonic and fetal 

development and organogenesis. Dysfunctions in normal adenosine homeostasis during early 

brain development may have important consequences in the formation of neuronal circuits, 

thus contributing to neurodevelopmental changes. 

In the chapters that follow this thesis different mnemonic, biochemical and behavioral 

alterations in zebrafish exposed to ethanol were discussed in two distinct stages of 

development and the possible role of adenosine in such alterations.  

In the first chapter, the damage caused by ethanol in the gastrula / segmentation and 

pharyngula stages in the mnemonic parameters was analyzed, and suggests that the changes in 

the control of adenosine levels caused by ethanol could alter the neuromodulation of 

important components in memory formation, such as neurotransmitters. It was shown that 

adjustment of adenosine levels by the inhibition of ecto-5'-nucleotidase appears to be effective 

in restoring normal adenosine levels and memory acquisition in animals exposed to ethanol 

during pharyngula stage. A decrease in the body size of the animals in the proportional 

analysis of the telencephalon / encephalon and cerebellum / encephalon at both stages was 

detected when compared to controls.  

In the second chapter were evaluated the changes caused by ethanol exposition in the 

gastrula / segmentation and pharyngula stages in the ecto-5'-nucleotidase and adenosine 

deaminase enzymatic activity, gene expression of the enzyme ecto-5'-nucleotidase, 

morphological parameters and in the quantification of adenosine in zebrafish encephalon. 

Exposure to 1% ethanol did not promote severe morphological effects, but a decrease in body 

length was observed. The enzymatic activity of the ecto-5'-nucleotidase was increased in adult 
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animals exposed to ethanol in the gastrula / segmentation stage. The ecto-5'-nucleotidase gene 

expression and the enzymatic activity of adenosine deaminase did not change significantly at 

both stages of development. The adenosine quantification did not show differences in 

nucleoside concentration in total encephalon of adult animals exposed to ethanol at early 

development. 

In the third chapter, the behavioral parameters of locomotion, anxiety, aggressiveness 

and social interaction were evaluated in animals at 3 and 12 months after fertilization (mpf) 

that were exposed to1% ethanol during gastrula / segmentation and pharyngula stages. In 

addition, was evaluated the use of inhibitors of the enzymes ecto-5'-nucleotidase (3 and 12 

mpf) and adenosine deaminase (3 mpf) on the behavioral changes investigated. There were no 

significant changes in locomotor parameters. An anxiolytic profile was detected at 3 mpf in 

the ethanol exposed animals at both stages of development, however, this profile did not 

remain at 12 mpf and the use of the inhibitors did not generate significant effects in this 

parameter. The aggressiveness had a significant increase in ethanol exposed animals at the 

pharyngula stage at 3 mpf and remained increased at 12 mpf, being recovered with the use of 

the ecto-5'-nucleotidase inhibitor. The social interaction decreased in the ethanol exposed 

animals in both stages of development at 3 mpf, being recovered by the use of the ecto-5'-

nucleotidase inhibitor in those animails exposed to ethanol in the pharyngula stage. At 12 mpf 

there were no significant changes.  

These results are in agreement with a series of studies that show the importance of 

adenosinergic signaling during development, as well as the deleterious effects of disturbances 

in this signaling pathway. The results of this thesis, in contribution to what is in the literature, 

indicate that the modulation of adenosinergic signaling, especially compensatory adjustments 

between ecto-5'-nucleotidase and nucleoside transporters, may be important targets of 

gestational exposure to ethanol.  

 

Key –words: Adenosine, Ecto-5'-nucleotidase, Ethanol, Development, Zebrafish. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Etanol 

O etanol (C2H6O) também conhecido como álcool ou álcool etílico é uma substância 

psicoativa com propriedades que causam dependência, sendo obtido da fermentação de 

açúcares, hidratação do etileno ou redução de acetaldeídos (Marek e Kraft, 2014). A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) divulgou dados apontando para um aumento de 43,5% no 

consumo de álcool no Brasil, no decorrer da última década. A taxa anual per capita elevou-se de 6,2 para 

8,9 litros de álcool puro, fazendo o Brasil ocupar a posição de número 49 entre os 193 países avaliados – a 

média mundial é de 6,4 litros ao ano por habitante com 15 anos ou mais (OMS, 2017). Os estudos 

realizados indicam que 5,9% de todas as mortes no mundo estejam relacionadas ao consumo de álcool e 

também que, na população em idade fértil entre 20 e 39 anos, esse percentual sobe para 25% (OMS, 

2017).  No Brasil, estudos realizados com diferentes metodologias entre 2001 e 2014, estimam 

a frequência de consumo de álcool entre gestantes em torno de 10 a 40% (Baptista et al., 

2017).  

A concentração sanguínea de etanol depende da quantidade ingerida e absorvida pelo 

trato gastrointestinal, do volume de distribuição no organismo e da razão de eliminação. 

Menos de 10% do etanol é excretado no suor, respiração e urina (Marek e Kraft, 2014). A 

maioria dos tecidos do organismo contém enzimas capazes de metabolizar o etanol, mas a 

atividade mais significativa dessas enzimas ocorre no fígado e, em menor extensão, no 

estômago
 

(Cassini e Linden, 2011; Chaudhuri, 2000). A maior fração do etanol é 

metabolizada no fígado pela ação das enzimas álcool desidrogenase (ADH) e aldeído 

desidrogenase (ALDH). Em humanos, a enzima ADH, mais precisamente da classe 1, 

converte o etanol em acetaldeído, que então sofre a ação da enzima ALDH e é transformado 

em acetato. O acetato formado no fígado destina-se à corrente sanguínea onde será captado e 

utilizado em outros tecidos (Tran et al., 2015; Plawecki e Crabb, 2014) e / ou convertido em 

acetil-Coenzima A para produzir dióxido de carbono e água (Marek e Kraft, 2014). O 

acetaldeído antes de se tornar acetato, é uma molécula tóxica e reativa e pode estar envolvido 

na neurotoxicidade induzida pelo etanol in vivo através da formação de aductos com proteínas 

e macromoléculas cerebrais (Rintala et al., 2000). O acúmulo de acetaldeído devido ao 

consumo excessivo de etanol pode levar ao aumento da interação desse aldeído com 

biomoléculas e várias proteínas como albumina, tubulina, lipoproteínas, colágenos e proteínas 

da membrana eritrocitária servem como alvos para a formação de aductos com esse aldeído 

(Sapkota e Wyatt, 2015). 
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O metabolismo do etanol também ocorre pela ação do Sistema de Enzimas 

Microssomais Oxidativas (SEMO) que utiliza as enzimas do grupo citocromo P450, mais 

especificamente a enzima CYP2E1. A CYP2E1 tem um Km elevado para o etanol, portanto, 

tem um papel mais significativo quando os níveis de etanol no sangue são elevados. CYP2E1 

facilmente gera espécies reativas de oxigênio, incluindo radical hidroxila (OH
-
), ânion 

superóxido (O2
-
) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Plawecki e Crabb, 2014). 

Uma terceira forma de metabolização do etanol ocorre através da catalase. A catalase é 

uma enzima antioxidante que degrada peróxido de hidrogênio em água e oxigênio. Ela pode 

oxidar uma série de componentes através do uso de peróxido de hidrogênio, incluindo o 

etanol. A via da catalase é responsável por cerca de 2% do metabolismo do etanol (Marek e 

Kraft, 2014). 

 

1.1.1 Transtornos do Espectro Alcoólico Fetal 

 A exposição fetal ocorre quando uma mulher ingere etanol durante a gravidez. O etanol 

pode atrapalhar o desenvolvimento fetal em qualquer estágio, incluindo nos estágios iniciais 

quando a mulher pode ainda não saber que está grávida (DMS-5, 2013).  

 Uma das consequências do uso do etanol, que faz parte dos transtornos do espectro 

alcoólico fetal, é a Síndrome Alcoólica Fetal (SAF), caracterizada por um conjunto de 

alterações no desenvolvimento de crianças cujas mães ingeriram etanol durante a gestação 

(DSM-5, 2013; Momino, Sanseverino e Schüler–Faccini, 2008; Stratton et al., 1996). A SAF 

é caracterizada por anormalidades faciais, retardo do crescimento, deficiências do Sistema 

Nervoso Central (SNC), entre outras características (Momino, Sanseverino e Schüler–Faccini, 

2008) (Figura 1).  

A exposição ao etanol pode causar alterações em níveis diferentes de gravidade, 

dependendo do tempo e dose de contato. As crianças expostas ao etanol de forma branda e 

moderada podem ser diagnosticadas com SAF parcial (Stratton et al., 1996), sem alterações 

morfológicas, mas com alterações neurológicas que se refletem em parâmetros 

comportamentais, mnemônicos e de aprendizado (Momino, Sanseverino e Schüler–Faccini, 

2008; Stratton et al., 1996). Déficits no comportamento social têm sido associados com a 

exposição pré-natal ao etanol em adolescentes e adultos sem o diagnóstico completo de SAF, 
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ou seja, sem que apresentem todas as caracteristicas da síndrome (Streissguth et al., 1991; 

Streissguth et al., 1997). 

A Associação Americana de Psiquiatria, através do  Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais (DSM-5) caracterizou também o Transtorno Neurocomportamental 

Associado à Exposição Pré-Natal ao Álcool (EA-PA), sendo esse, um novo diagnóstico 

psiquiátrico que exige evidências de exposição pré-natal ao etanol e envolvimento do SNC, 

indicado por deficiências em três áreas: cognição, auto-regulação e funcionamento adaptativo 

(DSM-5, 2013). Este novo diagnóstico tem por objetivo melhorar a compreensão dos déficits 

comportamentais multifacetados observados em algumas pessoas expostas ao etanol durante o 

desenvolvimento e facilitar o tratamento desses indivíduos (DSM-5, 2013). 

O comportamento social em um indivíduo adulto é o resultado de uma complexa 

interação de fatores genéticos, desenvolvimento do cérebro, experiências sociais na primeira 

infância e de aprendizagem ao longo da vida. Claramente, as mudanças no comportamento 

social observadas em adultos com SAF parcial poderiam ser consequência de vários fatores e, 

dentre estes, estão as alterações induzidas pelo etanol em estruturas cerebrais envolvidas no 

comportamento social (Kelly, Day e Streissguth, 2000). Do ponto de vista social, as pessoas 

com SAF têm um alto grau de inadimplência e / ou criminalidade e alguns destes problemas 

podem surgir a partir de dificuldades de comportamento em geral (Streissguth et al., 1997). 

Recém-nascidos com SAF ou crianças expostas ao etanol durante a gravidez apresentam 

elevados níveis de irritabilidade (Coles e Platzman, 1993), o que possivelmente desenvolverá 

um temperamento difícil e problemas de comportamento mais tarde.  Adolescentes e adultos 

com SAF ou SAF parcial (com idade média de 17 anos) mostram falta de resposta aos sinais 

sociais, falta de amizades recíprocas e dificuldades em cooperar com os colegas (LaDue, 

Streissguth e Randels, 1992; Streissguth et al., 1991). Mesmo os adultos com SAF que 

apresentam um QI normal demostram problemas no domínio social (Streissguth et al., 1991).  

Quando se tratam de efeitos cognitivos causados pela exposição embrionária ao etanol, 

déficits de aprendizagem e memória são os efeitos mais relatados em crianças. A exposição 

pré-natal ao etanol está associada a imparidades tanto na recordação de informações quanto 

no reconhecimento da memória verbal (Mattson et al., 1996; Mattson e Riley, 1999). Também 

há estudos que relatam déficits na memória auditiva e memória espacial (Carmichael–Olson 

et al., 1992; Uecker e Nadel, 1996). Willford  et al. (2004) realizaram um estudo incluindo 
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580 crianças e suas mães, sendo que, as mulheres foram avaliadas durante cada trimestre de 

gravidez e seus filhos desde o nascimento até os 16 anos de idade, com exposição ao etanol de 

leve a moderada, durante o primeiro trimestre de gravidez. Aos 14 anos, a função de memória 

foi avaliada e a exposição pré-natal ao etanol foi associada com um déficit generalizado na 

aprendizagem e memória. Os resultados deste estudo demonstraram que a exposição pré-natal 

ao etanol afetou parâmetros que exigiam recordar informações aprendidas (Willford  et al., 

2004). Déficits semelhantes no aprendizado e memória foram relatados em outro estudo 

realizado em 2002 por Richardson et al. Aos 10 anos, crianças cujas mães utilizaram etanol 

durante o período pré-natal, tiveram o desempenho no aprendizado e na memória verbal e 

não-verbal prejudicado (Richardson et al., 2002).    

 

FIGURA 1: Resumo das principais características evidenciadas após exposição embrionária ao etanol em 

humanos. Produzido pelo autor. Informações baseadas em Mattson et al., 1996 e Momino, Sanseverino e 

Schüler–Faccini, 2008.  

 

 

1.1.2 Mecanismos de Ação do Etanol 

Os alvos moleculares que dão subsídios aos efeitos morfológicos e cognitivos da 

exposição ao etanol não são plenamente identificados. Os déficits cognitivos associados à 

SAF parecem ser consequência de alterações moleculares que prejudicam a plasticidade 

neuronal, que é a capacidade do cérebro de se moldar e estabelecer conexões essenciais para 

os processos de aprendizado e de memória. O etanol afeta vários sistemas de 



18 

 

neurotransmissão, incluindo os sistemas serotoninérgico, dopaminérgico, gabaérgico, 

glutamatérgico e purinérgico (Bliss, Collingridge e Morris, 2014; Choi et al., 2004; Howard et 

al., 2011; Rao et al., 2015; Trudell et al., 2014). Já foi demonstrado que o etanol pode 

remodelar membranas em roedores e peixe-zebra (Podechard et al., 2017; Tang et al., 2011). 

Devido a sua natureza anfifílica, o etanol pode interagir com moléculas polares e igualmente 

com regiões hidrofóbicas, presentes em lipídios e proteínas, podendo regular indiretamente a 

função de canais iônicos alterando o processamento pós-tradução e / ou o tráfico de proteínas. 

Por exemplo, o etanol pode alterar a função das proteínas tirosina-quinases Src e Fyn, que 

modulam os receptores NMDA e a plasticidade sináptica (Trudell et al., 2014). 

 Em ratos, o consumo de etanol causa um aumento da inibição e atenuação da 

neurotrasmissão excitatória (Basavarajappa et al., 2008; Leriche et al., 2008; Roberto et al., 

2003). A exposição ao etanol regula negativamente os receptores NMDA e toda a cascata 

posterior (onde participam segundos mensageiros como o cálcio e o AMP cíclico), que 

culmina na ativação da transcrição de genes relacionados à plasticidade neuronal (Medina, 

2011). A DARPP-32, localizada nos neurônios que contêm receptores de dopamina é um 

potente inibidor da proteína fosfatase 1 e também parece estar envolvida nas respostas ao 

etanol, agindo na regulação da capacidade do etanol de inibir a função dos receptores NMDA 

(Svenningsson, Nairn e Greengard, 2005). 

 O prejuízo do desenvolvimento cerebral intrauterino provocado pelo etanol pode ser 

evidenciado pelo volume diminuído do cérebro / estruturas cerebrais e alterações na sua 

constituição (Duffy et al., 1991; Miki et al., 2008). De fato, o giro denteado, parte do 

hipocampo, região cerebral crucial para memória, aprendizado e atenção, tem o seu 

desenvolvimento diminuído pelo etanol (Medina, 2011). 

 O etanol também induz ao estresse oxidativo, e o SNC, por conter baixos níveis de 

antioxidantes, alta concentração de lipídeos e consumir muito oxigênio, torna-se suscetível ao 

dano (Li e Wang, 2004). Exposições de longo período ao etanol levam à perda 

desproporcional de substância branca cerebral e deficiências nas funções executivas (de la 

Monte e Kril, 2014). O etanol prejudica a função de neurônios e células da glia, 

interrompendo uma ampla gama de funções incluindo a sobrevivência neuronal, a migração e 

a diferenciação celular (de la Monte e Kril, 2014). Os oligodendrócitos e terminais sinápticos 

são os principais alvos do etanol no sistema nervoso, quando afetados levam à inflamação, 

toxicidade neural e deficiências na sinaptogênese (de la Monte e Kril, 2014). Em geral, ocorre 
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a ativação de vias de indução de morte celular pela formação de moléculas tóxicas (Goodlett, 

Horn e Zhou, 2005). A exposição ao etanol leva ao prejuízo do desenvolvimento neuronal por 

inibição de fatores neurotróficos e déficit de energia celular por alterar o transporte e a 

utilização de glicose, provocando prejuízo no neurodesenvolvimento (Goodlett, Horn e Zhou, 

2005).  

  Adicionalmente, em camundongos, tem sido proposto que o etanol eleva os níveis 

extracelulares de adenosina, um potente neuromodulador, estimulando de forma indireta os 

receptores de adenosina (Choi et al., 2004). Estudos com diferentes preparações biológicas, 

indicam que a elevação da concentração extracelular de adenosina na presença de etanol 

parece estar envolvida com a inibição dos transportadores de nucleosídeos equilibrativos do 

tipo 1 (ENT 1) e aumento da hidrólise de AMP, o que leva a um acúmulo de adenosina 

extracelular (Choi, 2004; Dunwiddie e Masino, 2001; Lutte et al., 2015).  

 Considerando que o nucleosídeo adenosina tem um papel essencial na modulação de 

diversos sistemas de neurotransmissão é possível que os efeitos do etanol sobre o 

metabolismo e ação da adenosina exerçam papel importante nas alterações relacionadas à 

exposição ao etanol.  

 

1.2 Adenosina  

A adenosina é um nucleosídeo presente no meio intra e extracelular. No meio 

intracelular, a adenosina exerce um papel homeostático participando do balanço energético 

celular (Dunwiddie e Masino, 2001). No meio extracelular, a adenosina exerce seus efeitos 

neuromodulatórios através da ativação de receptores específicos localizados na membrana 

celular, denominados receptores purinérgicos P1 (A1, A2A, A2B e A3) (Fredholm et al., 2005) 

(Figura 2). Estudos em humanos e roedores indicam que esses receptores são diferentes 

quanto a afinidade pelo ligante, distribuição tecidual, via de sinalização e perfil farmacológico
 

(Dunwiddie e Masino, 2001; Fredholm et al., 2001). Os receptores A1 e A3 são de caráter 

inibidor, e inibem a enzima adenil ciclase e os receptores A2A e A2B são facilitadores e 

estimulam a adenil ciclase (Fredholm et al., 2005). Os receptores A1 e A2A apresentam alta 

afinidade pelo ligante, enquanto que os receptores A2B e A3 apresentam menor afinidade
 

(Sebastião e Ribeiro, 2000).  
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Os receptores A1 atuam na inibição da adenil ciclase através da ativação da proteína Gi e 

estão localizados, em mamíferos, em várias regiões do cérebro, como hipocampo, tronco 

cerebral, medula espinhal e gânglios basais (Guillén-Gómez et al., 2004; Rathbone et al., 

1999). Os seguintes efetores também estão envolvidos na ativação dos receptores A1: guanilil  

ciclase, canais de K
+
, canais de cálcio dependentes de voltagem, a fosfolipase C e a 

fosfolipase A2 (Guillén-Gómez et al., 2004; Scheimann e Hicks, 1991). Diferentemente dos 

receptores A1, os receptores A2 estimulam a adenil ciclase acoplando-se à proteína Gs e 

provocando o aumento dos níveis de AMPc
 
(Olah e Stiles, 1990; Ruby et al., 2010). A 

ativação dos receptores A2A medeia ações excitatórias através de um aumento na liberação de 

neurotransmissores nos terminais pré-sinápticos
 
(Li e Henry, 1998).  

Para manter os níveis intra e extracelulares da adenosina em equilíbrio, a adenosina que é 

formada intracelularmente pode se difundir através da membrana celular por meio de 

transportadores de nucleosídeos equilibrativos (ENT1 e ENT2) para o espaço extracelular 

(Nagai, Nagasawa e Fujimoto, 2005). Transportadores de nucleosídeos concentrativos (CNT) 

também são encontrados no sistema nervoso central e transportam a adenosina de forma 

acoplada ao gradiente de Na
+ 

(Fredholm et al., 2005).  

No meio extracelular, a adenosina pode ser produzida a partir da hidrólise sequencial do 

ATP, exercida pela cascata das ectonucleotidases
 

(Zimmermann, 2001). A cascata das 

ectonucleotidases é composta pelas famílias de enzimas ectonucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolases (E-NTPDase), ectonucleotídeo pirofosfatase / fosfodiesterases (E-NPP), 

fosfatase alcalina e a ecto-5’- nucleotidase
 
(Zimmermann, 2001; Zimmermann, 1996; Cunha, 

2001).  

A hidrólise seqüencial dos nucleotídeos 5’- trifosfatados até adenosina tem a ecto-5´-

nucleotidase como enzima marcapasso do processo (Fredholm et al., 2001) (Figura 2). A ecto-

5´-nucleotidase é uma proteína de membrana ancorada à superfície celular por um fosfatidil-

inositol-glicano (GPI)
 
(Zimmermann, 1994). A atividade enzimática das ecto-5´-nucleotidases 

é dependente de cátions divalentes, como cálcio e magnésio. A enzima encontra-se presente 

na maioria dos tecidos e seus principais substratos são nucleotídeos monofosfatados 

extracelulares, tais como AMP, GMP ou UMP, sendo o AMP o nucleotídeo hidrolisado com 

maior eficiência
 
(Zimmermann, 1996).  

A ausência da ecto-5’-nucleotidase durante o desenvolvimento do sistema nervoso 

impede a diferenciação neuronal e leva a morte celular. Segundo Zimmermann (1996), o 
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contato de neurônios em migração ou crescimento com outras células expressando a ecto-5’-

nucleotidase leva a um aumento significativo na duração dos processos neuríticos induzidos 

por NGF (fator de crescimento neuronal) e sugere que a ecto-5'-nucleotidase pode ter um 

efeito trófico sobre a extensão neurítica. Já a aplicação de anticorpos que inibem a atividade 

da ecto-5'-nucleotidase ou a aplicação de AOPCP (αβ-metileno-adenosina-5’-difosfato), um 

inibidor competitivo da atividade da ecto-5'-nucleotidase, resulta em uma diminuição da 

formação de neuritos induzidos pelo NGF
 
(Zimmermann, 1996).  

A degradação da adenosina pode ocorrer pela ação da adenosina deaminase (ADA) 

(Figura 2) que catalisa a conversão da adenosina e da deoxiadenosina à inosina e 

deoxiinosina, respectivamente (Zavialov e Engström, 2005). A ADA pode ser encontrada 

como uma enzima citosólica e também pode ser expressa na superfície celular como uma 

ectoenzima. Dois membros desta família já foram descritos, sendo eles denominados como 

ADA1 e ADA2 (Hirschhorn e Ratech, 1980; Zavialov e Engström, 2005), além de um grupo 

similar desta família de proteínas denominado ADAL (adenosine deaminase-like) (Maier, 

Galellis e McDermid, 2005). Todos estes membros foram classificados como subfamílias 

pertencentes ao grupo das adenil-desaminases. Por apresentar sítios de aminoácidos 

importantes relacionados à desaminação de adenosina e motivos conservados entre as 

subfamílias da ADA, é possível que a ADAL também realize a desaminação hidrolítica de 

adenosina à inosina (Maier, Galellis e McDermid, 2005).   

No SNC, a atuação da ecto-5’-nucleotidase, da ADA e dos transportadores de adenosina 

sobre a produção de adenosina impacta diretamente a neurotransmissão, visto que, através da 

ativação dos receptores específicos, a adenosina atua como neuromodulador endógeno e 

apresenta forte ação depressora sobre a atividade neuronal, principalmente através da ativação 

de receptores A1
 
(Cunha, 2005; Fredholm et al., 2005). 
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FIGURA 2 - Mecanismos envolvidos na concentração de adenosina. Modificado de Tilley e Boucher (Tilley e 

Boucher, 2005). 

 

1.2.1 Adenosina e etanol 

A adenosina parece estar envolvida nas respostas neuroquímicas e comportamentais 

causadas pela exposição aguda e crônica ao etanol.  Embora a adenosina não seja a única 

responsável por estas alterações, ela tem um papel neuromodulador que afeta as funções de 

muitos neurotransmissores que também estão envolvidos nas respostas à exposição ao etanol
 

(Dohrman, Diamond e Gordon, 1997).  

Como um neuromodulador, uma das funções da adenosina é inibir a liberação de 

glutamato. Uma vez que os níveis de adenosina são aumentados em resposta à exposição 

aguda ao etanol, a inibição da liberação de glutamato regulada pela adenosina pode ser 

parcialmente responsável pelos efeitos intoxicantes do etanol (Nam et al., 2012; Dunwiddie e 

Masino, 2001). Além disso, estudos demonstram que a deleção ou inibição do transportador 

de nucleosídio equilíbrativo tipo 1 (ENT1) provoca uma alteração nos níveis extracelulares de 

adenosina e regula negativamente um dos principais transportadores de glutamato, 

consequentemente, aumentando os níveis de glutamato sináptico (Holmes, 2011; Nam et al., 

2011; Wu et al.,  2011). 

Exposições agudas e crônicas ao etanol através de diversas metodologias indicam 

alterações nos níveis extracelulares de adenosina. O efeito sedativo do etanol, por exemplo, 

que ocorre depois da ingestão, quando os níveis de etanol no sangue estão declinando, é 
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regulado pelo aumento de adenosina (Sharma et al., 2010). Quando o etanol é consumido, 

ocorre o bloqueio da recaptação da adenosina, levando ao aumento da sua concentração 

extracelular (Choi  et al., 2004; Krauss et al., 1993; Marczinski, 2014; Sharma et al., 2010). A 

exposição aguda ao etanol também resulta no aumento dos níveis intracelulares de AMPc 

dependente de adenosina que é mediado pela ativação dos receptores A2A, embora, os 

receptores A2A tornem-se desensibilizados com a exposição prolongada ao etanol
 
(Tracy e 

Mark, 2012; Jarvis e Becker, 1998). O transportador de nucleosídeos ENT1 parece 

desempenhar papel importante no que se refere aos efeitos motores do etanol, visto que, 

animais sem a expressão destes possuem respostas hipnóticas e de ataxia reduzidas após a 

exposição ao etanol
 
(Choi et al., 2004; Marczinski, 2014). 

Os receptores de adenosina A1 medeiam vários efeitos do etanol e antagonistas dos 

receptores A1 atenuam a descoordenação motora induzida pelo etanol, indicando que a 

sinalização mediada por receptores A1 está envolvida nos efeitos de ataxia causados pelo 

etanol
 
(Dohrman, Diamond e Gordon, 1997). Já os agonistas de receptores A1 diminuem 

efeitos como ansiedade, tremor e convulsões durante a retirada aguda do etanol
 
(Ruby et al., 

2010). Assim, respostas ansiolíticas a exposição aguda ao etanol são também alteradas por 

agonistas de receptores de adenosina
 
(Prediger, Batista e Takahashi, 2004).  

Em ratos, a exposição aguda ao etanol diminui o estado de vigília e aumenta o 

movimento dos olhos durante o sono. Esses efeitos são revertidos pela administração de um 

antagonista de receptores A1 (DPCPX)
 
(Thakkar et al., 2010). Também já foi visto que 

antagonistas dos receptores A2A diminuem o nível de consumo de etanol em ratos que 

preferiam etanol anteriormente
 
(Adams et al., 2008). 

Quanto aos efeitos morfológicos, um estudo utilizando peixe-zebra, demonstrou que a 

exposição ao etanol 2% causa alterações morfológicas acompanhadas de um aumento na 

hidrólise do AMP, devido a um aumento da atividade da enzima ecto-5´-nucleotidase (Lutte 

et al., 2015). O AOPCP, inibidor da ecto-5´-nucleotidase não é capaz de prevenir plenamente 

as alterações morfológicas causadas pelo etanol. Neste mesmo estudo, a inibição do transporte 

de nucleosídeos com o uso do dipiridamol promoveu uma piora nas alterações morfológicas 

causadas pelo etanol no peixe-zebra (Lutte et al., 2015). Desta forma, a atividade da ecto-5´-

nucleotidase parece ter uma contribuição nas alterações morfológicas causadas pelo etanol, 

enquanto os transportadores de nucleosídeos parecem estar fortemente relacionados, como já 

descrito anteriormente (Choi et al., 2004, Lutte et al., 2015). 
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1.2.2 Adenosina e desenvolvimento 

Um grande número de evidências indica que o metabolismo da adenosina tem grande 

papel no controle do desenvolvimento embrionário e fetal. O período de desenvolvimento 

embrionário é uma fase de grande suscetibilidade a agentes exógenos e endógenos e as 

perturbações capazes de alterar a sinalização adenosinérgica durante a fase embrionária 

podem estar relacionadas com alterações morfológicas e comportamentais que vão do 

nascimento à vida adulta. Nos últimos anos, se tem demonstrado que a síntese e o 

metabolismo das purinas e pirimidinas desempenham papéis importantes no controle do 

desenvolvimento embrionário e fetal e da organogênese (Fumagalli et al., 2017). Mudanças 

dinâmicas e dependentes do tempo na expressão de enzimas que metabolizam purinas (como 

ectonucleotidases e adenosina desaminase) representam um ponto de verificação chave para a 

geração correta das diferentes moléculas sinalizadoras (Fumagalli et al., 2017). 

A adenosina está envolvida na eliminação de membranas interdigitais, na apoptose de 

linfócitos tímicos e no crescimento morfogenético de membros nos vertebrados (Jacobson et 

al., 1999). Além disso, há indícios de que o desenvolvimento de tecidos e órgãos é altamente 

sensível ao aumento na concentração de adenosina, uma vez que a adenosina deaminase 

(ADA), enzima que desamina adenosina em inosina, é expressa em níveis elevados na 

placenta e sua inibição farmacológica interrompe o desenvolvimento fetal (Knudsen et 

al., 1992). Deficiências nas funções da ADA ligadas a mutações recessivas autossômicas no 

gene ADA (20q13.12) têm sido ligadas a severa imunodeficiência e comportamento autista 

(Bottini et al., 2001; Micheli et al., 2011). 

Já a adenosina quinase, enzima que realiza a refosforilação da adenosina em 

nucleotídeo, exibe alterações ontogenéticas, sendo principalmente expressa em neurônios no 

início do desenvolvimento e principalmente em astrócitos na vida adulta (Studer et al., 2006). 

Estes dados aumentam os indícios de que um controle rigoroso nos níveis de adenosina no 

cérebro é fundamental para o desenvolvimento embrionário e a plasticidade neural (Boison et 

al., 2012). 

Disfunções na homeostase normal da adenosina durante o desenvolvimento inicial do 

SNC podem ter consequências importantes na formação de circuitos neuronais, contribuindo 

assim para as alterações do neurodesenvolvimento (Lara e Souza, 2000; Lara et al., 2006). A 

adenosina também parece ter um papel no crescimento dos neuritos através de sua ação pelos 

receptores de adenosina A2A (Heine, Sygnecka e Franke, 2016).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B67
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B74
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B98
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B12
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B79
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B80
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5770749/#B63
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Alterações nas funções dos receptores de adenosina A1 durante a embriogênese também 

parecem estar criticamente ligadas a prejuízos, principalmente cardíacos, na vida adulta. 

Camundongos knockout para os receptores de adenosina A1 apresentam retardo do 

crescimento após hipóxia intrauterina (Rivkees e Wendler, 2012). A adenosina parece atuar 

via receptores A1 desempenhando um papel essencial na proteção do embrião contra estresses 

(Rivkees e Wendler, 2012). Já a exposição durante o início do desenvolvimento aos 

antagonistas de receptores de adenosina, incluindo a cafeína, parece promover disfunção 

cardíaca (Rivkees e Wendler, 2012).  Dados também mostram que a ativação de receptores A1 

pode prejudicar a formação do cérebro levando a reduções no volume da substância branca 

subcortical e hipocampal e perdas em axônios (Rivkees et al., 2001). 

A adenosina está envolvida na regulação de várias vias de sinalização no SNC (Boison, 

2008), atuando como um neuromodulador através de múltiplos mecanismos, incluindo o 

controle da liberação de neurotransmissores, ou via efeitos regulatórios nas células da glia 

(Boison, Chen e Fredholm, 2010; Boison et al., 2012). Já foi demostrado que a ativação dos 

receptores A1 inibe a liberação de neurotransmissores, como a dopamina e o glutamato, e 

diminui a excitabilidade neural pela indução da hiperpolarização pós-sináptica e, por outro 

lado, os receptores A2A promovem a liberação de neurotransmissores  (Fredholm et al., 2005). 

Com base nisso, e nas interações do sistema purinérgico com a neurotransmissão 

glutamatérgica e dopaminérgica, a adenosina tem sido ligada a defeitos no desenvolvimento 

neurológico e envolvimento em patologias como a esquizofrenia (Lara e Souza, 2000; Lewis 

e Levitt, 2002), epilepsia (Boison, 2016; Menezes e Da Silva, 2017) doença de Parkinson e 

processos cognitivos (Soliman et al., 2018). 

 

1.3 Modelos de SAF e SAF parcial em peixe-zebra 

O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno teleósteo da família Cyprinidae, de 

aproximadamente 4 cm de comprimento (Parichy, 2006). O peixe-zebra, além de ser um 

organismo vertebrado, possui um genoma com alto grau de homologia em relação ao genoma 

humano (Howe et al., 2013). O peixe-zebra é uma espécie com comportamento de cardume, 

que procura preferencialmente por interação social com o maior número de indivíduos 

possível (Buske e Gerlai, 2011; Spence et al., 2008). Muito do repertório de respostas 

comportamentais do peixe-zebra pode ser visto em testes de memória (Yu et al., 2006), 

https://www.google.com.br/search?rlz=1C1GGRV_enBR806BR806&q=camundongos+knockout&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiDoorH6ODeAhWFEpAKHSvuB5kQkeECCCooAA
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aprendizado, interação social (Colwill et al., 2005; Sison e Gerlai,  2010) e preferência por 

ambientes (Blaser e Peñalosa, 2011).  

A utilização do peixe-zebra em estudos em estágios iniciais do desenvolvimento está 

em ascensão, pois ele oferece uma série de vantagens. Seu tamanho e a forma de criação 

permitem a manutenção de uma grande quantidade de peixes em um espaço relativamente 

pequeno. O cruzamento resulta em um grande número de ovos e o desenvolvimento ocorre 

rapidamente e progride através de etapas bem definidas
 
(Kimmel et al., 1995; Westerfield, 

2000). Estudos recentes têm empregado o peixe-zebra como modelo para a síndrome 

alcoólica fetal e demonstrado que a exposição embrionária ao etanol resulta em fenótipos 

comparáveis com aqueles observados em outros modelos vertebrados, o que sugere que o 

peixe-zebra é um modelo relevante para entender os danos causados pelo etanol ao longo do 

desenvolvimento
 
(Howarth, Passeri e Sadler, 2011). 

Alguns dos danos causados pela exposição embrionária ao etanol em altas 

concentrações (entre 1.5 e 3%) no peixe-zebra são: microftalmia
 
(Kashyap, Frederickson e 

Stenkamp, 2007; Lutte et al., 2015), ciclopia, aumento da distância ocular, edema pericardial, 

má formação axial
 
(Arenzana et al., 2006; Lutte et al., 2015) e aumento da morte celular na 

parte posterior do cérebro
 
(Loucks e Carvan, 2004). Já quando se usam concentrações mais 

baixas de etanol (entre 0.1 e 1%), raramente as alterações morfológicas se mostram evidentes, 

em contrapartida, podem ser observadas alterações na locomoção, no comportamento, no 

aprendizado e no shoaling (Carvan et al., 2004; Lockwood et al., 2004; Fernandes e Gerlai, 

2009; Willford et al., 2004; Richardson et al., 2002; Baggio et al., 2018).  

No peixe-zebra, a exposição ao etanol provoca alterações no eixo hipotálamo – hipófise 

– interrenal (HPI) (o equivalente ao hipotálamo – hipófise –adrenal (HPA) no ser humano), 

após exposição ao etanol do 1º ao 9º dia pós-fertilização (dpf), reduzindo de forma duradoura 

a resposta do cortisol (Baiamonte, Brennan e Vinson, 2015). Teorias sugerem que adaptações 

no eixo HPA, podem ter um papel importante nas respostas comportamentais e fisiológicas 

causadas por agentes aditivos (Baiamonte, Brennan e Vinson, 2015). 

Estudos indicam que um dos fatores que pode estar envolvido nas alterações de 

shoaling é a alteração no sistema dopaminérgico (Buske e Gerlai, 2011). Sabe-se que a 

quantidade de dopamina e do seu metabólito, DOPAC, é significativamente reduzida em 

encéfalos de peixes-zebra adultos que foram expostos ao etanol durante o desenvolvimento 

embrionário. Tem-se mostrado que testes com imagens animadas específicas induzem a uma 
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rápida elevação dos níveis de dopamina e DOPAC no encéfalo de peixe-zebra (Chatterjee, 

Buske e Gerlai, 2013), mas não em peixes-zebra que foram expostos ao etanol durante o 

desenvolvimento embrionário (Fernandes, Rampersad e Gerlai, 2015).  

No que se refere ao estudo do sistema purinérgico e, em especial, ao metabolismo e 

função da adenosina, a presença da atividade de hidrólise de AMP, bem como a expressão 

gênica da ecto-5´-nucleotidase já foram demonstradas em peixe-zebra (Senger et al., 2004; 

Rico et al., 2008), assim como a presença dos receptores de adenosina A1, A2A e A2B (Capiotti 

et al., 2011; Boehmler et al., 2009). Mais recentemente, o bloqueio temporário da tradução 

desses receptores em peixe-zebra em fase embrionária promoveu alterações na morfologia e 

sobrevivência dos animais (Menezes et al., 2018). O mapeamento do padrão de expressão de 

genes relacionados à adenosina deaminase também foi realizado em vários tecidos de peixe-

zebra (Rosemberg et al., 2007), bem como, a caracterização cinética da atividade da ADA em 

encéfalo de peixe-zebra (Rosemberg et al., 2008).  

Esses achados indicam que a neuromodulação exercida pela adenosina pode estar 

fortemente envolvida nos traços alterados pela exposição ao etanol nas fases críticas do 

desenvolvimento neurológico. O uso do peixe-zebra nesta abordagem é interessante visto que 

durante o seu desenvolvimento, os estágios de gástrula / segmentação e faríngula representam 

períodos importantes no desenvolvimento do sistema nervoso, e por isso, esses períodos se 

tornam fundamentais na avaliação dos danos causados pela exposição ao etanol e a avaliação 

acerca da persistência dos efeitos desta droga até a idade adulta, além disto, existe um vasto 

repertório de análises de parâmetros locomotores, comportamentais, mnemônicos e 

bioquímicos aplicáveis neste estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26097005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rampersad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26097005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gerlai%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26097005
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da exposição embrionária ao etanol nos estágios de Gástrula / 

Segmentação e Faríngula sobre parâmetros comportamentais, locomotores e mnemônicos de 

adultos de peixe-zebra (Danio rerio) e correlacioná-los ao estudo da neuromodulação 

adenosinérgica. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Avaliar a atividade enzimática e a expressão gênica da ecto-5´-nucleotidase e da adenosina 

deaminase em encéfalo de adultos de peixe-zebra de 3 mpf após a exposição ao etanol. 

- Avaliar parâmetros comportamentais e locomotores de adultos de 3 e 12 mpf  após a 

exposição ao etanol. 

- Avaliar parâmetros de memória aversiva em adultos de 3 mpf após a exposição ao etanol. 

- Avaliar o efeito de um inibidor da ecto-5´-nucleotidase e de um inibidor da adenosina 

deaminase sobre parâmetros locomotores, comportamentais e de memória aversiva em adultos 

de 3 mpf após a exposição ao etanol. 

- Avaliar o efeito de um inibidor da ecto-5´-nucleotidase sobre parâmetros locomotores e 

comportamentais em adultos de 12 mpf após a exposição ao etanol. 

- Avaliar o conteúdo de adenosina em encéfalo de adultos de peixe-zebra de 3 mpf após a 

exposição ao etanol. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Capítulo I 

 

Artigo Científico Original 

Early exposure to ethanol is able to affect the memory of adult zebrafish: Possible role 

of adenosine. 

Autores: Aline Haab Lutte, Júlia Huppes Majolo, Luiza Reali Nazario, Rosane Souza Da 

Silva. 

Artigo publicado no periódico Neurotoxicology. 2018 Aug 26;69:17-22.  

doi: 10.1016/j.neuro.2018.08.012. 

 

Qualis Capes: B1 

Área CBl 
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3.2 Capítulo II 

Artigo Científico Original 

 

Persistent increase in ecto-5’-nucleotidase activity from encephala of adult zebrafish 

exposed to ethanol during early development  

Autores: Aline Haab Lutte, Luiza Reali Nazario, Júlia Huppes Majolo, Talita Carneiro 

Brandão Pereira, Stefani Altenhofen, Adilio da Silva Dadda, Maurício Reis Bogo, Rosane 

Souza Da Silva 

 

Artigo publicado no periódico Neurotoxicol Teratol. 2018 Nov-Dec;70:60-66. doi: 

10.1016/j.ntt.2018.10.004. 

Qualis Capes: B1 

Área CB1 
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3.3 Capítulo III 

Artigo Científico Original 

 

Modulation of adenosine metabolism is able to reverse long-term behavioral effects of 

early ethanol exposure in zebrafish (Danio rerio) 

 

Autores: Aline Haab Lutte, Júlia Huppes Majolo, Rosane Souza Da Silva 

 

A ser submetido ao periódico: Alcoholism, Clinical and Experimental Research. 

Qualis Capes: B1 

Área CB1 
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ABSTRACT 

 

The behavioral impacts of prenatal exposure to ethanol include lowering of IQ, learning problems, anxiety and 

conduct disorders. The purinergic system has been investigated as one of the targets of ethanol. We used 

zebrafish as a model to evaluate the role of adenosine metabolism in the long-lasting behavioral effects of 

ethanol. Embryos of zebrafish were exposed to 1% (v/v) ethanol in two distinct developmental stages: gastrula / 

segmentation (from 5 to 24 hpf [hours post-fertilization]) or pharyngula (from 24 to 48 hpf).  Ethanol-treated 

animals did not show alteration on morphological or locomotor outcomes when evaluated at 3 or 12 months 

post-fertilization (mpf). However, ethanol-treated animals had long-lasting behavioral effects. At adult life, the 

manipulation of purinergic system was reached by pharmacological inhibition of ecto-5’-nucleotidase or 

adenosine deaminase using AMPCP (150 mg/kg) or EHNA (100 mg/kg), respectively, by intraperitoneal 

injection of adults. At 3 mpf, but not at 12 mpf, ethanol-treated animals from both groups exhibited anxiolytic 

effect and AMPCP and EHNA did not counteract this effect. The exposure to 1% ethanol during gastrula / 

segmentation did not alter aggressiveness when this behavior was evaluated at 3 or 12 mpf. However, animals 

exposed to 1% ethanol at pharyngula stage increased the aggressiveness at 3 and 12 mpf and this effect was 

reversed by AMPCP at 3 and 12 mpf, but not by EHNA. Social interaction was decreased in animals at 3 mpf 

that received 1% ethanol during gastrula / segmentation or pharyngula stages. These alterations were recovered 

by EHNA and AMPCP in those animals treated with 1% ethanol at gastrula / segmentation stage, while only 

AMPCP recovered this parameter in those animals treated with 1% ethanol during pharyngula stage. Ethanol-

treated animals had no significant alterations in social interaction at 12 mpf. These results suggest that ethanol 

could have adenosine metabolism as a target during early life with long-lasting behavioral effects. 

 

Keywords: Alcohol, Development, Purinergic system, Neurodevelopment, Nucleosides.   
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1 INTRODUCTION 

 

The worldwide consume of ethanol is estimated around 10% of pregnant women (WHO, 2017). The 

term alcohol-related neurodevelopmental disorder (ARND) describes a particular pattern of disordered behavior 

and impaired cognitive development in children and young who did not develop physical and morphological 

impacts of alcohol exposure (Comasco et al., 2018). The behavioral impacts of prenatal exposure to ethanol 

include lowering of IQ, learning problems, anxiety and conduct disorders (Streissguth et al., 1990; Khoury et al., 

2018). Several animal models were developed to contribute to a trustworthy picture of the neurobiology of 

behavior sequels of ARND (Brady et al., 2012; Hellemans et al., 2010). Several cellular targets have been 

related to long-lasting neurological outcomes of ethanol exposure including components of serotoninergic, 

glutamatergic and dopaminergic systems (Savage et al., 2002; Samúdio-Ruiz et al., 2009; Sliwowska et al., 

2014). 

The purinergic system is also one of the targets of ethanol exposure but data on the relationship of 

purinergic signaling and behavioral effects of ethanol are limited. Besides the activity of adenosine into energy 

metabolism, epigenetic mechanisms, and the genetic transmission of information, this nucleoside exerts 

important neuromodulatory role (Dunwiddie et al., 1997; Rivkees and Wendler, 2017). The extracellular levels 

of adenosine is a result of several enzymatic activities, such as ecto-5’nucleotidase and ecto-adenosine 

deaminase, and equilibrative and concentrative transport, controlling the availability of adenosine to the P1 

receptors and, consequently, the neuromodulation of major neurotransmitter systems (Zimmermann and Braun 

1999; Fredholm et al., 2005).  

Acute and chronic ethanol exposure can affect adenosine metabolism and action, through production of 

AMP and, consequently, adenosine during ethanol metabolism (Carmichael et al., 1991), reduction of adenosine 

reuptake by inhibition of bidirectional nucleoside transporters (Krauss et al., 1993), and facilitation of the 

receptor-mediated activation of adenylyl cyclase by hormones and neurotransmitters, enhancing the action of 

intracellular cascade of adenosine receptors (Rabin and Molinoff, 1981). However, little is known about the 

long-lasting consequences of altered metabolism and action of adenosine induced by ethanol exposure during 

early brain development.    

Behavior impairments caused by ethanol has been widely studied over the years in zebrafish (Danio 

rerio) model (Gerlai, Lee and Blaser 2006; Echevarria, Toms and Jouandot, 2011; Sterling et al., 2016). The 
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embryonic zebrafish has some advantages as a model of early ethanol exposure, for example, the easy 

manipulation and clear differentiation of the developmental stages through a transparent egg (Kimmel et al., 

1995). Zebrafish neuroanatomy has many similarities to mammals, especially in areas such as the spinal cord 

and hindbrain, also zebrafish shares major neurotransmitter pathways (Cheng et al., 2014). An increasing 

number of studies have demonstrated that ethanol exposure affects a variety of zebrafish behaviors as anxiety 

(Egan et al., 2009), aggressiveness (Gerlai et al., 2000; Gerlai, 2003), memory (Lutte et al., 2018) and social 

interaction (Baggio et al., 2018), and some of these effects are long-lasting (Baggio et al., 2018; Fernandes and 

Gerlai, 2009; Lutte et al., 2018).  

Because adenosine is a potent neuromodulator and ethanol is able to affect adenosinergic tonus, the 

objective of this research was to investigate and understand the possible association of adenosine in the long-

lasting behavioral effects caused by ethanol exposure in different stages of early development. 

2 MATERIAL AND METHODS 

2.1 Animals 

Adult zebrafish (Danio rerio) (09–12 months-old; measuring 3.4 ± 0.5 cm; 2:1 male/female ratio) were 

used for obtaining fertilized eggs. Animals were housed in a re-circulating system equipped with mechanical and 

biological filtration at a temperature of 28 °C and pH of 7.4. After mating, eggs were collected and kept in water 

for maintenance (water from reverse osmosis reconstituted with marine salt [Instant Ocean, Blacksburg, VA] 0.4 

parts per thousand) on a 14:10 light / dark cycle. After the beginning of the swimming phase, larval zebrafish 

were transferred to aquariums and kept until 3 months or 12 months in proper fish densities (6–9 dpf [days post-

fertilization]: 16 fish / L; 18–22 dpf: 10 fish / L; 45 dpf or more: 5 fish / L). Animals were fed three times a day 

with commercial flakes (TetraMin™, NC, USA) and supplemented with live brine shrimp.  

Animals were cryoanesthetized using flocked ice immersion with water with controlled 

physicochemical parameters and temperature of about 2 °C, followed by euthanasia through decapitation. All 

procedures were in accordance with the National Institute of Health (NIH) Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23) and were approved by the Institutional Animal Care 

Committee (15/00468 — CEUA PUCRS).  

 

2.2 Ethanol treatment 
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Embryos of zebrafish were exposed to 1% (v/v) ethanol (diluted in the maintenance water) in two 

distinct developmental stages: gastrula / segmentation (from 5 to 24 hpf [hours post-fertilization]) or pharyngula 

(from 24 to 48 hpf). The animals were exposed in groups of 50 embryos kept in Petri dishes. After the gastrula / 

segmentation or pharyngula stages, animals were maintained in drug-free water until the end of the experiments 

(3 or 12 months post-fertilization (mpf)). The proper fish densities were adjusted all period long (6–9 dpf [days 

post-fertilization]: 16 fish / L; 18–22 dpf: 10 fish / L; 45 dpf or more: 5 fish / L). 

 

2.3 Exposure to α,β-Methyleneadenosine 5′-diphosphate (AMPCP) or erythro-9-(2-Hydroxy-3-

nonyl)­adenine hydrochloride (EHNA) 

 The pharmacological treatments (AMPCP; 150 mg/kg or EHNA; 100 mg/kg) of adults were performed 

by intraperitoneal (ip) injection with the use of a Hamilton microliter syringe in a volume of 10 μL per animal 

(20 mL/kg). Prior to the injection, the adult animals were anesthetized in tricaine solution (MS-222; 100 mg/L) 

(Siebel et al., 2015). The behavior analysis was performed 30 min after drug exposure. Control animals received 

saline. 

 

 2.4 Locomotion and anxiety assessment  

  At 3 or 12 mpf, after 30 minutes of exposure to AMPCP, EHNA or saline, the locomotor and anxiety 

assessments were performed. Zebrafish were placed individually in a tank (30 × 15 × 10 cm length × height × 

width). After 30 seconds of adaptation, the zebrafish activity was recorded for 5 minutes and analyzed using the 

video-tracking system Ethovision® XT8 (Noldus, Netherlands). The locomotor parameters analyzed were 

distance traveled (m) and mean speed (m/s) (assessed only during moving time). Exploratory behavior, an 

indicator of anxiety, was assessed as the time spent in the top section of tank, virtually divided into two 

horizontal lines (lower and top section) (Egan et al., 2009). The locomotion and anxiety were evaluated 

individually for each drug (AMPCP or EHNA) in each stage (gastrula / segmentation or pharyngula) and for 

each control (no ethanol added) with 10 animals per group. 

2.5 Aggressiveness assessment 
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 At 3 or 12 mpf, aggressive behavior was analyzed in control and ethanol-treated animal 30 minutes 

after injection of AMPCP, EHNA or saline. Individually, the fishes were placed in a single tank (30 × 15 × 10 

cm length × height × width) with a mirror (22 cm) positioned in the back of the tank forming a 22.5° angle (Way 

et al., 2015; Gerlai et al., 2000). The fish were habituated for 30 seconds, after which the video was recorded for 

8 minutes (Way et al., 2015). The tank was virtually divided into four equal sessions from which the time spent 

in each zone was analyzed, with the time spent in the zone near the mirror being the sign of aggressive behavior. 

The activity was analyzed using the video-tracking system Ethovision® XT8 (Noldus, Netherlands). 

Additionally, was made the observation of aggressive behavior like biting, sprinting, and changes in color 

pattern. Usually, attack behavior is a characteristic short bout of fast swimming directed towards the opponent 

and is sometimes accompanied by opening the mouth and biting (Gerlai et al., 2000) (n =  10).   

 

2.6 Social interaction assessment 

 At 3 or 12 mpf, social interaction behavior from control and ethanol-treated animals was analyzed 30 

minutes after AMPCP, EHNA, and saline injections. Three tanks (30 × 15 × 10 cm length × height × width) 

were placed side by side, the far left being empty, the one in the middle with the test animals, and the far right 

with 15 stimulus conspecific fishes (Gerlai et al., 2000). Zebrafish were placed individually in the test aquarium 

and after 5 minutes habituation, the social interaction was recorded for 10 minutes. The tank with the test fish 

was separated into two equal sessions, with the social interaction indicator being the time spent in the side with 

the stimulus fishes. All data were analyzed using the video-tracking system Ethovision® XT8 (Noldus, 

Netherlands) (n = 10). 

 

2.8 Statistical analysis 

The normality of data was checked by D’Agostino & Pearson Omnibus normality test. Two-way 

Analysis of Variance (ANOVA) was used to compare groups exposed to ethanol (during gastrula or pharyngula 

stages) and AMPCP or EHNA followed by Tukey’s multiple comparisons test in behavior and locomotors 

parameters. The significance levels were attributed at p < 0.05. Data were expressed as mean ± standard 

deviation.  
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3 RESULTS 

 Animals treated with 1% ethanol during gastrula / segmentation or pharyngula stages did not show 

morphological (data not shown) or locomotors (distance traveled and mean speed) altered outcomes when 

evaluated at 3 or 12 mpf (Figure 1 and 2). The inhibitors of ecto-5’-nucleotidase (AMPCP) and adenosine 

deaminase (EHNA) alone did not generate a significant effect on any locomotor parameter when compared to 

the control / saline group (Figure 1 and 2). However, EHNA gave to 3 mpf animals treated with ethanol at 

pharyngula stage reduced significantly the mean speed (Figure 2A). 

 Zebrafish treated with 1% ethanol during gastrula / segmentation or pharyngula stages had long-lasting 

behavioral effects. As EHNA gave to zebrafish at 3 mpf had negative effects to locomotor activity (Figure 2A) 

and to the majority of behavioral parameter altered in animals exposed to ethanol (Figures 3A, 4A, and 5A), this 

inhibitor was not assessed at 12 mpf. To check the behavior related to anxiety, we have analyzed the time of 

zebrafish in the upper zone of the aquarium. At 3 mpf, ethanol treated animals from both groups exhibited 

anxiolytic effect, since the animals increased their time on upper zone (61% in gastrula / segmentation group and 

92% in pharyngula group in comparison to control group) (p=0.0052 and p=0.0004) (Figure 3). AMPCP and 

EHNA did not alter the anxiolytic effect detected in 3mpf animals exposed to ethanol during early stages of 

development (Figure 3A). At 12 mpf, there is no alteration on time in upper zone between experimental groups 

(Figure 3B).  

 Data analysis from aggressiveness indicated interaction between the factors treatment and 

developmental stage of ethanol exposure [F(5;108)=5.114; p=0.0003; for 3 mpf animals; F(3;64)=3.149; p=0.003, for 

12 mpf animals]. The exposure to 1% ethanol during gastrula / segmentation did not alter aggressiveness when 

this behavior was evaluated at 3 or 12 mpf (Figures 4AB). However, animals exposed to 1% ethanol at 

pharyngula stage increased the aggressiveness at 3 [p=0.0338] and 12 mpf [p=0.0051] (76% and 137%, 

respectively in comparison to control group) (Figures 4AB). This increased aggressiveness was reduced by 

AMPCP at 3 and 12 mpf (4AB), but not by EHNA (Figure 4A). 

  Social interaction was decreased in animals at 3 mpf that received 1% ethanol during gastrula / 

segmentation or pharyngula stages (Figure 5A). Animals exposed to ethanol at gastrula / segmentation stage 

decreased in 20% the time in the stimulus side of the aquarium when the animals were at 3mpf (p=0.0079) 

(Figure 5A). Ethanol gave to animals at pharyngula stage decreased in 33% the time in the stimulus side of the 

aquarium when the animals were at 3mpf (p<0.0001) (Figure 5A). These alterations were recovered by EHNA 
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and AMPCP in those animals treated with 1% ethanol at gastrula / segmentation period, while only AMPCP 

recovered this parameter in those animals treated with 1% ethanol during pharyngula stage (Figure 5A). While 

the factor treatment was detected as a source of variation [F(1;72)=9.659; p=0.0027], the multiple comparison 

between groups indicated that ethanol-treated animals had no significant alterations in social interaction at 12 

mpf (Figure 5B).  

 

4 DISCUSSION  

 Zebrafish have been emerged as an excellent animal model to evaluate long-term effect of early 

exposure to ethanol (Fernandes and Gerlai, 2009; Buske and Gerlai, 2011; Baggio et al., 2018; Lutte et al., 

2018). Here, we evaluated the possible role of adenosine in long-term behavioral effects of ethanol.  

 Exposure to 1% ethanol during gastrula / segmentation or pharyngula stages did not affect locomotor 

activity of animals at adult stages in agreement with the literature (Fernandes et al., 2015ab; Baggio et al., 2018; 

Lutte et al., 2018). While the methods of exposure to ethanol are sensitive variable in the literature, these data 

suggest that none of the long-term behavioral outcomes was affected by locomotor impairment. 

 Here, the results suggest an anxiolytic effect of ethanol. Ethanol exposure in the gastrula / segmentation 

and pharyngula stages caused an increased time in the upper zone of the tank, indicating an increase of 

exploratory behavior at 3 mpf, which was not persistent until 12 mpf. Recently, the exposure to 1% ethanol 

during 2h at 24 hpf embryos of zebrafish also revealed to be able to promote anxiolytic-like behavior in adult 

zebrafish (Baggio et al., 2018). This behavior could be related to the decrease of cortisol levels since, in 

zebrafish the hypothalamic–pituitary–interrenal axis is fundamental to stress and anxiety responses, and involves 

the cortisol hormone (Egan et al., 2009). In fact, zebrafish exposed to low doses of ethanol during development 

has the cortisol levels reduced when evaluated at 6-months of age (Baiamonte et al., 2015). When the 

homeostasis is altered by ethanol, zebrafish can respond adaptively by altering their metabolism, physiology and 

behavior. When homeostasis is threatened by a stressor, as ethanol, a diverse suite of neuronal, endocrine, and 

autonomic response mechanisms can be utilized to reestablish homeostasis (Clark, Boczek and Ekker, 2011). A 

normal stress response is required for healthy living. However, intense acute, repetitive, or chronic stress may 

overwhelm the ability to regain homeostasis leading to overloaded or imbalanced stress pathways (Clark, Boczek 

and Ekker, 2011). The results presented here could suggest that there are adaptations to ethanol exposure and 
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development alterations able to reduce the sensibility to effects of ethanol permitting that anxiolytic effects 

appear in young but not adult animals.  

 Zebrafish is a social species and the preference for being close to a conspecific may be a result of 

aggressive behavior, but it could also be due to social interaction tendencies, both of which may be influenced by 

ethanol (Gerlai et al, 2000; Gerlai, 2003). To differentiate the behaviors, additionally to mirror test, was made 

the observation of aggressive behavior like biting, sprinting, attack behavior and changes in color pattern. Here, 

the social interaction was decreased, while aggressiveness was increased, at young adult phase of animals 

exposed to ethanol during early phases of development. While the social interaction reduction was not persistent 

until 12 mpf, the aggressive behavior persisted until 12 mpf in the animals exposed to ethanol during pharyngula 

stage.  

 Thought in the morphological abnormalities, ethanol exposure during the first 24 hours of development 

seems affected the zebrafish more than ethanol exposure during any other 24-hour period (Bilotta et al., 2004; 

Dlugos and Rabin, 2010), our results showed that at least in behavior alterations, the pharyngula stage seems to 

be the period more affected by ethanol exposition. In the pharyngula stage, the heartbeat, vascularization and 

circulation in the yolk occur (Kimmel et al., 1995). Studies performed on mice and zebrafish have demonstrated 

that ethanol can affect vasculogenesis and angiogenesis development that can affect neuronal activity, a 

necessary prerequisite to growth and behavior development (Radek et al., 2005; Radek et al., 2008; Qian et al., 

2005). 

 Embryonic ethanol exposure seems alter social behavior in zebrafish across strains (AB and TU) and 

likely throughout adulthood, at least from 4 months (Parker et al., 2016) up to 24 months (Fernandes, 

Rampersad and Gerlai 2015b). Although in our results the social interaction reduction was not persistent until 12 

mpf, studies demonstrated that zebrafish embryos that were exposed to 1% ethanol for two hours, 24 hours after 

fertilization, has an impaired social interaction response with twenty four-month-old, not due to altered motor 

function or visual perception, but likely to a Central Nervous System alteration affecting social behavior itself 

(Fernandes, Rampersad and Gerlai, 2015b). The dopaminergic system appears to be one of the systems 

impaired in adult fishes by embryonic exposure to ethanol under the above experimental conditions 

(Fernandes, Rampersad and Gerlai, 2015a).  



54 

 

 Mahabir, Chatterjee and Gerlai, (2018) found that embryonic ethanol exposure do not have any 

significant effect on the levels of glutamate, aspartate, glycine and GABA in both AB and TU zebrafish. These 

and other results available from literature suggest that behavioral abnormalities resulting from embryonic ethanol 

exposure may primarily be due to altered dopaminergic and serotoninergic mechanisms 

(Fernandes, Rampersad and Gerlai, 2015a; Mahabir, Chatterjee and Gerlai, 2018). 

 Baggio et al. (2018) showed another explanation for changes in social interaction, using a positive 

control, the anxiolytic drug buspirone, they showed a reduction of anxiety leads to reduction of the social 

interaction response, thus, our finding of impaired social interaction response in the embryonic ethanol treated 

adult zebrafish could be explained too as a result of diminished anxiety. 

 Studies suggest that adenosinergic systen can be involved on aggressiveness behavior. Behavioral 

assessment of mice lacking adenosine A1 receptors showed increased aggressiveness (Giménez-Llort et al., 

2002). Others data show that dipyridamol, an inhibitor of nucleoside transporter, antagonized this aggressiveness 

behavior in mice, implying that endogenous adenosine seem to play a role in the brain in influencing the 

aggressive behavior (Ushijima et al., 1984). Our results show that adenosine could be related to persistent 

aggressiveness behavior, because the AMPCP inhibitor was able to reverse this behavior in 3 or 12 mpf. There 

are discrepant effects of adenosine metabolism in aggressive responses and the neuronal pathways involved in 

aggressive behavior clearly includes different mechanisms. The persistence of the effect in adulthood suggests 

that a profound change has occurred during development in the treated animals, and this must be linked to 

irreversible functional changes, presumably in the adenosine metabolism, while social interaction seems to be 

temporary and linked to adenosine metabolism in the pharyngula stage, when is reverted by AMPCP.  

 These results suggest that ethanol could have adenosine metabolism as a target during early life with 

long-lasting effect, which could be implicated in behavioral consequences. While ecto-5’-nucleotidase 

modulation appears to be implicated in this process, the nucleoside transporter, another major target of ethanol, 

must be evaluated regard to these late consequences. 
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Figure 5AB:  

 

 

LEGENDS: 

 

Fig. 1AB: The locomotor parameter distance traveled (m) evaluated at 3 mpf (A) and 12 mpf (B) was not 

affected by 1% ethanol during the gastrula/segmentation and pharyngula stages. AMPCP or EHNA inhibitors 

alone did not generate significant effects on any parameter or period of ethanol exposure when compared to the 

control/saline group. Data were expressed as mean ± S.D. and analyzed by Two-Way Analysis of Variance 

(ANOVA), used to compare control and ethanol-treated animal during gastrula  and pharyngula when exposed to 

AMPCP or EHNA. Multiple analysis of group was performed using Tukey’s  test (n = 10 animals per group per 

experiments/3 experiments). 

   

Fig. 2AB: The locomotor parameter mean speed (m/s) evaluated at 3 mpf (A) and 12 mpf (B) was not affected 

by 1% ethanol during the gastrula/segmentation and pharyngula stages. AMPCP and EHNA inhibitors alone did 

not generate a significant effect on any parameter or period of ethanol exposure when compared to the 

control/saline group. EHNA inhibitors when used with ethanol treatment at 3 mpf in the pharyngula stage (A) 

decreased the mean speed when compared to specific control (p < 0.05). Data were expressed as mean ± S.D. 

analyzed by Two-Way Analysis of Variance (ANOVA), used to compare control and ethanol-treated animal 

during gastrula  and pharyngula when exposed to AMPCP or EHNA. Multiple analysis of group was performed 

using Tukey’s  test (n = 10 animals per group per experiments/3 experiments). 
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Fig. 3AB: Long-term effects of 1% ethanol treatment during gastrula/segmentation or pharyngula stages on time 

in the upper zone (seconds) at 3 mpf (A) and 12 mpf (B). AMPCP or EHNA inhibitors alone did not generate a 

significant effect on any parameter or period of ethanol exposure when compared to the control/saline group. At 

3 mpf (A) the ethanol increased the time in the upper zone in all groups. Time spent in the upper zone was 

registered for 5 minutes by video recording in the tank diving behavioral test. Data were expressed as mean ± 

S.D. and analyzed by Two-Way Analysis of Variance (ANOVA) used to compare control and ethanol-treated 

animal during gastrula  and pharyngula when exposed to AMPCP or EHNA. Multiple analysis of group was 

performed using Tukey’s  test. The asterisks represent a significant difference from the control group at * 

p<0.01; ** p<0.001; ***p<0.0001 (n = 10 animals per group per experiments/3 experiments).  

 

Fig. 4AB: Long-term effects of 1% ethanol treatment during gastrula/segmentation or pharyngula stages on 

aggressiveness behavior at 3 mpf (A) and 12 mpf (B). The treatment during gastrula/segmentation stage and the 

use of AMPCP or EHNA inhibitors alone did not generate a significant effect on any parameter or time when 

compared to the control/saline group.  In the pharyngula stage, 1% ethanol treatment caused an increase in 

aggressiveness behavior that was recovered by AMPCP at 3 mpf (A) and 12 mpf (B). Data were expressed as 

mean ± S.D. and analyzed by Two-Way Analysis of Variance (ANOVA) used to compare control and ethanol-

treated animal during gastrula  and pharyngula when exposed to AMPCP or EHNA. Multiple analysis of group 

was performed using Tukey’s  test. The asterisks represent a significant difference from the control group at * 

p<0.05 and ** p<0.01. The hashtag represent a significant difference from the ethanol/saline group at # p<0.05 (n 

= 9-10 animals per group per experiments/3 experiments).  

 

Fig. 5AB: Long-term effects of 1% ethanol treatment during gastrula/segmentation or pharyngula stages on 

social interaction behavior at 3 mpf (A) and 12 mpf (B). The use of AMPCP or EHNA inhibitors alone did not 

generate a significant effect on any parameter or period of ethanol exposure when compared to the control/saline 

group.  The treatment during gastrula/segmentation and pharyngula stage decreased the social interaction that 

was recovered by AMPCP and EHNA in the gastrula/segmentation stage and by AMPCP in the pharyngula stage 

at 3 mpf (A). Data were expressed as mean ± S.D. and analyzed by Two-Way Analysis of Variance (ANOVA) 

used to compare control and ethanol-treated animal during gastrula  and pharyngula when exposed to AMPCP or 

EHNA. Multiple analysis of group was performed using Tukey’s  test. The asterisks represent a significant 

difference from the control group at ** p<0.01; ****p<0.0001. The hashtag represent a significant difference 

from the ethanol / saline group at #### p<0.0001 (n = 9-10 animals per group per experiments/3 experiments). 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Os transtornos do espectro alcoólico fetal, apesar de totalmente preveníveis, são a causa 

mais comum de retardo mental não congênito no mundo (OMS, 2017). Na fisiopatologia da 

síndrome, durante a gestação, ocorre uma diminuição da transferência placentária de 

aminoácidos essenciais, vasoconstrição placentária causando hipóxia fetal crônica, 

proliferação celular indiferenciada do sistema nervoso central, disfunções hormonais e 

disfunções nos sistemas de neurotransmissão (Segre, Rego e Cardoso, 2017). 

 

Embora não esteja totalmente claro o envolvimento da adenosina nos efeitos causados 

pela exposição ao etanol durante o desenvolvimento, alguns trabalhos já mostraram que a 

adenosina é um componente importante e essencial no controle do desenvolvimento 

embrionário, fetal e da organogênese (Fumagalli et al., 2017). A relação das perturbações na 

sinalização adenosinérgica e a exposição ao etanol durante as fases inicias do 

desenvolvimento do sistema nervoso tem sido alvo crescente na pesquisa no decorrer dos 

últimos anos (Tchekalarova, Kubová e Mareš, 2014; Rivkees e Wendler, 2017). 

 

No primeiro capítulo desta tese, uma possível alteração no tônus adenosinérgico 

causado pela exposição embrionária ao etanol, poderia alterar a neuromodulação de 

componentes importantes na formação da memória, uma vez que, foi mostrado que o ajuste 

nos níveis de adenosina através da inibição da enzima ecto-5´-nucleotidase parece restaurar a 

aquisição de memória em animais adultos, expostos ao etanol no estágio da faríngula. 

  

Em humanos, em qualquer período gestacional, o etanol pode causar efeitos no sistema 

nervoso central (SNC) fetal, sendo esses, possivelmente mais graves nas primeiras cinco 

semanas (Maier e West, 2001; Jones e Bass, 2003). Em peixe-zebra, pode-se perceber que 

alterações morfológicas severas, embora possam ocorrer em ambos os estágios, parecem estar 

mais suscetíveis a acontecer quando a exposição ao etanol ocorre no estágio de gástrula / 

segmentação, quando acontece a organogênese primária e morfogênese (Arenzana et al., 

2006; Kimmel et al., 1995). Enquanto que concentrações menores de etanol, como neste 

estudo, parecem ter mais efeitos no desenvolvimento do cérebro e refinamento neural que 

ocorrem no estágio de faríngula (Carvan et al., 2004; Kimmel et al., 1995).  
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Pesquisas já mostraram que os efeitos estruturais de altas concentrações de etanol no 

SNC incluem a atrofia cerebral com microcefalia, alterações estruturais de forma e tamanho 

do corpo caloso, incluindo agenesia, diminuição do volume dos gânglios basais e hipoplasia 

do cerebelo e do hipocampo (Medina, 2011) e pode ocorrer microcefalia e / ou microencefalia 

consequentes à diminuição do crescimento cerebral (Jones e Bass, 2003). Embora não tenha 

sido observada má-formação corporal severa em animais expostos tanto no estágio de gástrula 

/ segmentação quanto no estágio de faríngula, foi verificado que o comprimento corporal e a 

área encefálica foram menores nos animais tratados, comparando com os controles, e, além 

disso, proporcionalmente ao tamanho total do encéfalo, estruturas como telencéfalo e cerebelo 

sofreram uma diminuição no tamanho.  

 

Para evitar que qualquer consequência da exposição ao etanol pudesse afetar os 

parâmetros comportamentais avaliados, foi analisada a locomoção dos animais. Os dados 

locomotores atestaram a não manifestação de qualquer prejuízo capaz de interferir na 

avaliação dos parâmetros mnemônicos. 

 

Este trabalho, além de mostrar que a exposição embrionária ao etanol pode causar 

prejuízos na memória durante a vida adulta, sugere que os mecanismos de modulação dos 

níveis de adenosina estão envolvidos nestes efeitos em longo prazo, sendo que a modulação 

da enzima ecto-5´-nucleotidase parece exercer um papel chave neste processo.  

 

Estudos confirmaram a proximidade da ecto-5´-nucleotidase e dos receptores de 

adenosina A2A no estriado de roedores e mostram que a formação de adenosina extracelular 

mediada pela ecto-5´-nucleotidase é a principal responsável pela ativação da função dos 

receptores de adenosina A2A do estriado (Augusto et al., 2013). Já foi demonstrado que a 

ativação dos receptores de adenosina A2A  parece estar associada a prejuízos na memória, em 

especial na aquisição da memória (Kim e Ruy, 2008; Pereira et al., 2005). Em todos os 

vertebrados, o estriado é uma das subdivisões do subpalio que faz parte do telencéfalo. O 

subpalio é umas das regiões de controle do comportamento e cognição e estudos relatam a 

região do telencéfalo como área essencial para aquisição de memória aversiva em peixe-zebra 

(Rink e Wullimann, 2001; Lal, 2013).   

 

Juntos, esses achados dão suporte para uma possível via pela qual o metabolismo da 

adenosina pode atuar sobre as alterações mnemônicas encontradas no nosso estudo, onde o 
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uso do inibidor da ecto-5´-nucleotidase, possivelmente causou a diminuição dos níveis de 

adenosina, consequentemente diminuindo a ativação dos receptores A2A e recuperando o 

déficit de memória causado pelo aumento da adenosina extracelular em consequência da 

exposição embrionária ao etanol. Nossos resultados corroboram com Kim e Ruy (2008) que 

relatam que a ativação dos receptores A2A causam prejuizo na aquisição da memória, mas não 

na consolidação, assim como nossos resultados mostraram que o uso do inibidor da ecto-5´-

nucleotidase foi capaz de recuperar a aquisição da memória, mas não a consolidação. 

 

    No segundo capítulo, seguindo o raciocínio de que a enzima ecto-5´-nucleotidase, 

parece estar envolvida nas alterações causadas pelo etanol, e com base no fato de que já 

havíamos constatado aumento nos níveis desta enzima aos 7 dpf de larvas expostas ao etanol 

(2%) durante o desenvolvimento (Lutte et al., 2015), tivemos por objetivo verificar se a 

exposição ao etanol (1%) e em dois estágios distintos do desenvolvimento causariam um 

aumento na atividade da enzima persistente até a vida adulta, quando muitas alterações 

comportamentais são manifestadas. Como resultado, obtivemos o persistente aumento na 

atividade da enzima nos animais expostos ao etanol 1% no estágio de gástrula / segmentação, 

no entanto, sem alteração na expressão gênica da mesma, o que corrobora com pesquisas que 

levantam a hipótese de que o aumento nos níveis de RNAm podem não ter impacto direto nos 

níveis da enzima ativa (Glanemann et al., 2003) e que outras formas de regulação pós-

traducionais poderiam estar envolvidas.  

 

A realização da quantificação da adenosina por HPLC aos 3 mpf não mostrou 

diferenças significativas nos níveis de adenosina endógena entre controles e animais expostos 

ao etanol, embora a atividade da enzima ecto-5´-nucleotidase mostrou-se elevada nos animais 

expostos ao etanol no estágio de gástrula / segmentação, o que poderia levar ao aumento da 

adenosina extracelular. Entretanto, este resultado está de acordo com a ausência de alteração 

na atividade da enzima adenosina deaminase e deve-se levar em conta que a adenosina 

quantificada corresponde a adenosina endógena total (intra e extracelular) o que poderia 

mascarar ações regionais da adenosina. Além disso, estudos mostram que o aumento da 

atividade da ecto-5´-nucleotidase, pode ter como destino final, outras funções que não a 

clivagem do AMP em adenosina, como por exemplo, funções não catalíticas como adesão 

intracelular, sinalização, crescimento, proliferação e migração celular que podem impactar no 

desenvolvimento neural (Bianchi e Spychala, 2003; Neary and Burnstock, 1996; 

Zimmermann et al., 1998; Vogel et al., 1991).  
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 No terceiro capítulo, foram realizados experimentos comportamentais com peixe-zebra 

aos 3 e 12 mpf, após exposição ao etanol nos estágios de gástrula / segmentação e faríngula. 

Foi constatado que a locomoção não sofre alterações significativas, enquanto o parâmetro 

ansiedade é alterado aos 3 mpf, tanto em animais expostos ao etanol no estágio de gástrula / 

segmentação, quanto no estágio de faríngula, porém este efeito ansiolítico não se manteve até 

os 12 mpf. O uso de inibidores das enzimas ecto-5´-nucleotidase e adenosina deaminase não 

causou nenhum efeito significativo sobre os parâmetros de ansiedade dos animais. Estudos 

realizados por Baggio et al. (2018) também demonstraram um efeito ansiolítico em animais 

adultos com 4 mpf, causado pela exposição ao etanol por 2 horas, 24 hpf, um período que 

abrange o fim do estágio de gástrula / segmentação e início do estágio de faríngula. Em 

resultados anteriores, com o mesmo protocolo de exposição e idade de avaliação, Baggio et al. 

(2017) encontraram um prejuízo no transporte de glutamato que poderia estar ligado as 

alterações nos parâmetros de ansiedade. 

 

Segundo estudos de Egan et al. (2009), a diminuição dos níveis de cortisol causada pela 

exposição ao etanol também pode ser um dos mecanismos envolvidos neste efeito ansiolítico, 

já que níveis elevados de cortisol estão relacionados ao estresse. A exposição pré-natal ao 

etanol em humanos e ratos parece induzir a adaptações duradouras em múltiplos níveis dentro 

do eixo HPA (Hellemans et al., 2010; Glavas et al.,  2007), e em peixe-zebra, o efeito 

ansiolítico da exposição ao etanol durante o desenvolvimento tem sido mostrado como 

duradouro até o 6 mpf (Baiamonte et al., 2016).   

 

 O efeito ansiolítico registrado aos 3 mpf em animais expostos ao etanol no início do 

desenvolvimento não persistiu aos 12 mpf, isso pode ser devido a uma série de fatores que 

precisam ser aprofundados. Possivelmente estes fatores envolvam o próprio desenvolvimento 

dos animais, o ambiente de crescimento e a diminuição na manipulação, visto que 

recentemente foi mostrado que o ambiente enriquecido, ou seja, o fato de haver uma melhora 

no ambiente é capaz de modular e reduzir a vulnerabilidade ao estresse no peixe-zebra 

(Marcon et al., 2018). O sistema dopaminérgico também tem sido ligado a estados de 

ansiedade em peixes-zebra jovens e adultos e pesquisas recentes mostram que o 

envelhecimento do peixe-zebra pode estar associado a déficits nos transportadores de 

dopamina e a um estado de ansiedade (Kacprzak et al., 2017), o que colabora com o fato de 

que o efeito ansiolítico do etanol pode ser diminuído pelo envelhecimento.  
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Os reflexos sobre o comportamento de agressividade foram diferentes quanto a fase de 

exposição ao etanol. O tempo na zona próxima ao espelho, utilizado como indicador de 

agressividade, foi aumentado apenas nos animais expostos ao etanol no estágio de faríngula 

tanto aos 3 quanto aos 12 mpf. Em ambas as idades este efeito foi revertido com a inibição da 

ecto-5´-nucleotidase, embora a potência deste efeito seja diferente em cada estágio de 

desenvolvimento. O estágio da faríngula, mais uma vez se mostrou o mais suscetível para 

levar a alterações comportamentais quando se usam concentrações baixas de etanol. Embora o 

sistema purinérgico não seja extensivamente estudado quando se trata de comportamento 

agressivo, diferente do que observamos no parâmetro ansiolítico, as alterações na 

agressividade parecem estar de alguma forma ligadas as interações com o metabolismo da 

adenosina, visto que a possível alteração dos seus níveis parece reverter o comportamento 

agressivo causado pela exposição ao etanol no estágio da faríngula, porém ainda são 

necessários mais estudos para aprofundar o conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos 

neste processo. Já há dados bem consolidados que mostram alterações na expressão de 

receptores de adenosina e aumento da agressividade, como por exemplo, em camundongos 

knockout para os receptores A1 que apresentam um comportamento mais agressivo (Giménez-

Llort et al., 2002). Além disso, a adenosina pode interagir e participar de diversos 

mecanismos com diferentes sistemas de neurotransmissão, entre eles os sistemas 

dopaminérgico, gabaérgico e serotoninérgico (Werner e Coveñas, 2017), que segundo uma 

recente revisão de Gutwinski, Heinz e Heinz (2018) estão ligados ao comportamento 

agressivo causado pelo consumo do etanol.  

 

Na avaliação da interação social, a exposição ao etanol levou a uma diminuição deste 

parâmetro quando analisado em ambos os estágios de desenvolvimento analisados. 

Entretanto, este parâmetro foi revertido no estágio de gástrula / segmentação tanto pela 

inibição da ecto-5´-nucleotidase quanto pela inibição da adenosina deaminase, enquanto no 

estágio de faríngula, apenas a inibição da ecto-5´-nucleotidase reverteu esse parâmetro aos 3 

mpf. As alterações na interação social não foram persistentes até os 12 mpf. O peixe-zebra é 

conhecido por naturalmente formar grupos, um comportamento chamado shoaling (Miller e 

Gerlai, 2011) que é alterado pela exposição ao etanol, mesmo em baixas concentrações, sendo 

essa alteração persistente até a vida adulta (Fernandes, Rampersad e Gerlai, 2015). Nossos 

resultados mostram que tanto a inibição da ecto-5´-nucleotidase, a qual pode reduzir os níveis 

de adenosina extracelular, quanto à inibição da adenosina deaminase, que pode aumentar os 
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níveis de adenosina extracelular reverteram as alterações na interação social, pelo menos nos 

animais expostos no estágio de gástrula / segmentação. Tal resultado intrigante, nos leva a 

crer que outros mecanismos compensatórios possam estar agindo na regulação dos níveis 

extracelulares de adenosina, como os transportadores de adenosina ou que outros sistemas de 

neurotransmissão estejam envolvidos no processo.  

 

Sabe-se que imagens de coespecíficos induzem a uma rápida elevação dos níveis de 

dopamina e DOPAC no cérebro do peixe-zebra, mas isso parece não acontecer em animais 

que foram expostos ao etanol durante o desenvolvimento embrionário (Fernandes, Rampersad 

e Gerlai, 2015). Embora Fernandes, Rampersad e Gerlai (2015) mostrem um efeito persistente 

na diminuição da interação social até os 2 anos após a exposição ao etanol, nas nossas 

condições de exposição, a diminuição na interação social não foi persistente até os 12 mpf, 

isso pode ter ocorrido devido às diferenças nos estágios e tempo de exposição ao etanol.   

 

No presente estudo foi possível observar que as intervenções na sinalização  

adenosinérgica na fase embrionária resultaram em alterações no sistema nervoso capazes de 

causar, no peixe-zebra, alterações mnemônicas, bioquímicas e comportamentais induzidas 

pela exposição ao etanol, mesmo em um longo período após a interrupção da 

exposição.  Além de ter efeitos por si só, a capacidade da adenosina de interferir na liberação 

e sinalização de outros neurotransmissores como GABA, glutamato e dopamina, faz com que 

perturbações em suas concentrações possam causar alterações significativas na sinalização 

exercida por esses neurotransmissores, principalmente na fase inicial do desenvolvimento 

(Delic e Zimmermann, 2010; Ferreira et al., 2014; Fredholm e Svenningsson, 2003; Popoli et 

al., 2003).  

 

Com base em todas as questões discutidas nesse trabalho, fica evidente que a maioria 

das alterações podem ocorrer em ambas as fases de exposição ao etanol e que a adenosina tem 

um importante papel na formação da rede neural e alterações na sua sinalização durante esse 

processo são altamente danosas e duradouras. Além disto, a participação do controle da ecto-

5’-nucleotidase parece ser um requisito importante para restauração de parâmetros 

mnemônicos e comportamentais afetados pelo etanol. O processo de aquisição de memória, 

mas não a consolidação, parece estar mais ligado ao metabolismo da adenosina, uma vez que 

o uso do AMPCP foi capaz de recuperar o prejuízo causado pela exposição ao etanol na fase 

da faríngula. Como o aumento da atividade da ecto-5´-nucleotidase foi visto apenas na 
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gástrula, possivelmente, neste parâmetro também estejam envolvidas alterações nos 

transportadores de adenosina, pois o controle do tônus adenosinérgico não é atribuição 

exclusiva desta enzima e a participação de transportadores de nucleosídeos neste contexto de 

efeitos em longo prazo do etanol deve ainda ser explorado.  

 

Tais dados poderão contribuir para o embasamento acerca da suscetibilidade do 

cérebro em desenvolvimento a alterações no tônus adenosinérgico, as quais podem ocorrer em 

situações que ainda são comuns, como a exposição ao etanol durante a gestação. Dados de 

estudos de ciência básica acerca da exposição gestacional ao etanol são subsídios importantes 

para a conscientização de gestantes sobre os potenciais riscos da exposição ao etanol mesmo 

que em baixas concentrações, além de permitir avançar nos estudos em busca de um manejo 

adequado das sequelas da exposição embrionária ao etanol.   
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