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“Todo grande progresso da ciência resultou de uma nova audácia da imaginação.” 
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RESUMO 

O uso nocivo de álcool é considerado um importante problema de saúde pública em todo o 

mundo. O consumo de álcool por mulheres grávidas é responsável por sérias consequências e 

alterações morfofisiológicas nos fetos. A exposição intrauterina ao etanol pode levar ao 

espectro mais grave de desordens alcóolicas fetais, a Síndrome Alcóolica Fetal (SAF), 

responsável por comprometimento no desenvolvimento, dimorfismo facial, bem como 

alterações comportamentais e cognitivas. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos 

da exposição in vitro ao etanol sobre o metabolismo celular do hipocampo de ratos de 21 dias 

de idade. Fatias de hipocampo foram expostas ao etanol 200 mM para a avaliação dos seus  

efeitos no sistema glutamatérgico, no influxo de cálcio, na captação de glutamato, na captação 

de glicose, na atividade das enzimas glutamina sintetase (GS), lactato desidrogenase (LDH), 

gama-glutamil transferase (GGT), bem como da alanina e aspartato aminotransferase (ALT e 

AST, respectivamente). Também foram determinados o conteúdo de GSH e a atividade das 

enzimas antioxidantes: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GR). Os resultados mostraram que a exposição ao etanol em 

hipocampos de ratos em desenvolvimento aumentou o influxo de cálcio, diminuiu a captação 

de glutamato e aumentou a atividade da GS. Também houve um aumento da atividade da ALT 

sem alteração na atividade da AST. A captação de glicose mostrou-se diminuída com aumento 

da atividade da LDH como um mecanismo compensatório. Além disso, em relação ao estresse 

oxidativo, observou-se diminuição do conteúdo de GSH, assim como na atividade da GGT, 

SOD, CAT e GPx, sem alteração na atividade da GR. Desse modo, os resultados obtidos 

sugerem alteração no funcionamento do sistema glutamatérgico, no metabolismo energético e 

na indução de estresse oxidativo. Novos estudos são necessários para melhor compreender os 

mecanismos de toxicidade do etanol no intuito de propor estratégias de redução de danos 

causados pela exposição materna a essa substância. 

 

Palavras chave: Síndrome alcóolica fetal, estresse oxidativo, hipocampo, neurotoxicidade. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Harmful use of alcohol is considered a major public health problem worldwide. Alcohol 

consumption by pregnant women is responsible for serious consequences and 

morphophysiological changes in fetuses, which can include physical problems and problems 

with behavior and learning. Fetal alcohol spectrum disorders (FASDs) are a group of conditions 

that can be caused by intrauterine exposure to ethanol. Fetal Alcohol Syndrome (FAS) 

represents the most severe outcome from drinking alcohol during pregnancy. Children with 

FAS might have facial dysmorphism, growth problems, developmental impairment as well as 

well as behavioral and cognitive changes. The aim of the present study was to investigate the 

effects of in vitro exposure to ethanol on hippocampal slices from 21-day-old rats. Hippocampal 

slices were exposed to 200 mM ethanol for evaluation glutamatergic system, calcium influx, 

glutamate uptake, glucose uptake, as well as the enzymatic activity of glutamine synthetase 

(GS), lactate dehydrogenase (LDH), gamma-glutamyl transferase (GGT), alanine and aspartate 

aminotransferase (ALT and AST, respectively). GSH levels and enzymatic activity of 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione 

reductase (GR) were also determined. Results showed that exposure to ethanol in developing 

rat hippocampus increased calcium influx, decreased glutamate uptake and increased GS 

activity. There was also an increase in ALT activity without change in AST activity. Glucose 

uptake was decreased with increased LDH activity as a compensatory mechanism. In addition, 

decreased GSH levels were accompanied by decreased activity of GGT, SOD, CAT and GPx, 

while GR activity was unaltered by ethanol exposure. Therefore, the results suggest that ethanol 

altered glutamatergic system, energy metabolism and lead to redox imbalance in hippocampal 

cells. Further studies are needed to better understand the mechanisms of ethanol toxicity in 

order to propose strategies to reduce damage caused by maternal exposure to this substance. 

 

Key words: Fetal alcoholic syndrome, oxidative stress, hippocampus, neurotoxicity. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

O álcool é a substância psicoativa mais consumida no mundo, sendo seu uso 

considerado um importante problema de saúde pública. De acordo com a Organização Pan-

Americana de Saúde (OPAS/OMS), 3 milhões de mortes por ano resultam do uso nocivo do 

álcool em todo o mundo, representando 5,3% de todas as mortes. Esse uso danoso é um fator 

causal para mais de 200 doenças e agravos à saúde, além de envolver uma série de transtornos 

psiquiátricos, comportamentais e de doenças não transmissíveis. Além dos danos à saúde, o uso 

nocivo de álcool provoca problemas sociais e perdas econômicas significativas para os 

indivíduos, para a sociedade e para o sistema de seguridade social.  

 

1.1 uso nocivo do etanol 

 

Encontrado em bebidas abundantemente consumidas pelo mundo, como em cervejas, 

vinhos e destilados, o álcool está presente em concentrações aproximadas de 5%, 12% e 40%, 

respectivamente. A molécula, quimicamente classificada como etanol, consiste em dois átomos 

de carbono e um grupamento hidroxila, propriedades que conferem à molécula uma 

característica hidrofílica-hidrofóbica que, junto ao baixo peso molecular, garante alta 

capacidade de distribuição e dispersão em vários tecidos e fluidos corporais, principalmente ao 

favorecer sua ação no sistema nervoso central (SNC) (COSTARDI et al., 2015; HECKMANN; 

SILVEIRA, 2009). 

O consumo nocivo do etanol gera efeitos adversos sobre vários órgãos e tecidos, 

incluindo fígado, pâncreas, coração, SNC e trato gastrointestinal (TGI) (KARINCH; MARTIN; 

VARY, 2008; YANG et al., 2008). O fígado foi considerado, por muito tempo, como o principal 

órgão afetado pelo uso do etanol. No entanto, muitas evidências sugerem que doenças hepáticas 

causadas pelo etanol são, na verdade, doenças sistêmicas (ROCCO et al., 2014). Além disso, 

esse consumo também tem sido associado a dano direto à mucosa do TGI ou prejuízos indiretos 

ao organismo devido a alterações na microbiota residente, acarretando em comprometimento 

ao sistema imune (RAJENDRAM; PREEDY, 2006). Estudos mostram que o consumo 

excessivo de etanol resulta em perda significativa de volume cerebral e comprometimento 

cognitivo, mas ainda não foi classificado como agente causal de doença neurodegenerativa 

(CREWS; NIXON, 2009; DE LA MONTE; KRIL, 2014; MARK MAYNARD, EMILY 
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BARTON, CALEB ROBINSON, JESSICA WOODEN, 2017; PFEFFERBAUM et al., 1992; 

SULLIVAN; ROSENBLOOM; PFEFFERBAUM, 2000). 

 

1.2 METABOLISMO e efeitos DO ETANOL NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL  

 

O etanol é uma substância psicotrópica depressora do SNC que promove alteração 

simultânea de inúmeras vias neuronais, gerando profundo impacto neurológico e traduzindo-se 

em diversas alterações biológicas e comportamentais. As dificuldades no armazenamento de 

informações, raciocínio lógico, falta de coordenação motora, além da estimulação do sistema 

de recompensa são algumas consequências que podem explicar o desenvolvimento da 

dependência química (COSTARDI et al., 2015). O seu caráter lipofílico o torna capaz de 

ultrapassar a barreira hematoencefálica e, consequentemente, causar alterações bioquímicas e 

comportamentais em diferentes áreas cerebrais.  

Assim como outros álcoois, o etanol é sensível à oxidação química ou física. Assim, 

em mamíferos, a principal via de desintoxicação do etanol baseia-se na enzima álcool 

desidrogenase (ADH) e na acetaldeído desidrogenase (ALDH), que oxidam sequencialmente 

os álcoois à ácidos. No entanto, outras vias bioquímicas menos específicas podem desempenhar 

um papel no metabolismo (POHANKA, 2016). No cérebro, o etanol é predominantemente 

oxidado pela enzima catalase, localizada nos peroxissomos, com consumo concomitante de 

peróxido de hidrogênio citotóxico, levando à formação de acetaldeído. A catalase é induzida 

pelo etanol e responsável por aproximadamente 60% do metabolismo do etanol no cérebro. No 

entanto, é capaz de oxidar apenas uma pequena quantidade de etanol, cerca de 2% do total 

ingerido. O citocromo P450 isoforma 2E1 (CYP2E1) é a segunda mais importante enzima de 

degradação de etanol (ASPBERG; TOTTMAR, 1994; JULIENE; MCCLAIN, 2010; 

LEDESMA; BALIÑO; ARAGON, 2014; POHANKA, 2016)  

Como primeiro produto da metabolização do etanol, o acetaldeído é prioritariamente 

metabolizado pela ALDH2, que também acopla a oxidação do acetaldeído com a redução de 

NAD+ em NADH (Figura 1). O acetato, como o produto final, pode ser convertido em acetil-

Coenzima A (acetil-CoA) pela atividade da acetil-CoA sintetase. O acetil-CoA gerado pode ser 

metabolizado no ciclo de Krebs, gerando CO2 e água. Além disso, o acetil-CoA pode ser 

utilizado para gerar corpos cetônicos, aminoácidos, ácidos graxos e esteroides, como o 

colesterol (AGARWAL, 2001).  
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Figura 1 – Metabolismo oxidativo do etanol no cérebro. 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

1.3 USO DE ETANOL DURANTE A GESTAÇÃO 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) divulgou no ano de 2018 o relatório global 

sobre etanol e saúde, reunindo alguns dos mais atuais estudos frente ao uso de etanol por 

mulheres durante a gestação. Dentre eles, estima-se que a prevalência global de uso de etanol 

durante a gravidez na população em geral é de 9,8% (POPOVA et al., 2017). Nesse contexto, 

o relatório destaca que a prevalência de síndromes relacionadas ao consumo de etanol em 

recém-nascidos varia de acordo com cada região, uma vez que a região das Américas e a Europa 

apresentam-se como as de maior prevalência.  

O consumo de etanol por mulheres durante a gravidez pode também ser considerado um 

importante problema de saúde pública. Em humanos, esse consumo resulta em malformações 

no desenvolvimento do SNC, com atraso na migração neuronal, anormalidades estruturais e 

funcionais no cérebro e até mesmo com ação indireta, ao prejudicar o transporte de nutrientes 

essenciais ao desenvolvimento fetal realizado pela placenta, com consequente favorecimento 

da má nutrição materna (GOODLETT; HORN, 2001). 

Após o consumo de etanol pelas gestantes, a substância é capaz de atravessar facilmente 

a placenta e atingir o feto. Tal exposição pode causar diversas malformações e déficits ao longo 

da vida, que fazem parte dos tópicos que abrangem a Síndrome Alcóolica Fetal (SAF), o 
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espectro mais grave de desordens alcóolicas fetais. Mesmo o consumo leve a moderado durante 

a gestação, a ingestão de etanol está associada a efeitos fetais danosos e é especialmente 

prejudicial se a ingestão ocorre durante o período crítico de formação de órgãos, principalmente 

da 1ª a 6ª semanas de gestação (BEAN, 2002). No entanto, a exposição ao etanol em qualquer 

período da gravidez pode causar efeitos deletérios especialmente no SNC, tendo como 

consequência a diminuição do crescimento cerebral, manifestado em sua forma mais expressiva 

pela microcefalia (MAY et al., 2008). 

O consumo de bebidas alcóolicas durante a gestação pode afetar o feto, ocasionando 

distúrbios do desenvolvimento neurológico ou acometimento da SAF, a causa mais comum de 

retardo mental em todo o mundo (SAMPSON et al., 1994). Ainda, a SAF é uma das principais 

deficiências intelectuais, que é considerada evitável (SAMHSA, 2012). De acordo com Centro 

de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, 2012), há uma estimativa de 40.000 recém-nascidos 

que nascem com a SAF anualmente nos Estados Unidos. Altas taxas de prevalência são 

relatadas em todo o mundo, incluindo a África do Sul (OMS, 2011), Austrália (FITZPATRICK 

et al., 2015) e América (BELL E CHIMATA, 2015). De acordo com o Centro de Informações 

sobre Saúde e Álcool (CISA, 2019), acredita-se que a prevalência média mundial se encontre 

entre 0,5 a 2 casos para 1000 nascidos vivos, superando índices de outros distúrbios do 

desenvolvimento como síndrome de Down e espinha bífida. Considerando tal prevalência, 

estima-se que podem surgir de 1500 a 3000 novos casos no Brasil anualmente.  A alta taxa de 

ingesta de bebidas destiladas de baixo preço e alto teor alcoólico, como a aguardente de cana, 

principalmente nas classes sociais mais baixas, tornou-se um fator que contribui para uma 

expectativa de alta incidência de SAF no país. Devido à variabilidade do quadro clínico, a não 

obrigatoriedade de notificação, ao despreparo do profissional para investigar adequadamente e 

obter informações que confirmem a ingestão materna de álcool na gravidez (LOUREIRO et al., 

1982), é levantada a hipótese de que a SAF seja subdiagnosticada no Brasil. 

As concentrações de etanol que atingem o feto e encontram-se no líquido amniótico são 

equivalentes a quantidade no sangue da gestante em cerca de uma hora após a ingestão. Nesse 

caso, o feto fica exposto às mesmas concentrações de etanol observadas no sangue materno 

(BURD et al., 2007). Entretanto, a metabolização da substância no feto ocorre de maneira 

diferente. A placenta apresenta funcionalidade metabólica devido à sua expressão enzimática, 

particularmente no primeiro trimestre, em que o fígado está em desenvolvimento 

(MYLLYNEN; PASANEN; PELKONEN, 2005). Nesse contexto, a CYP2E1 placentária é a 

principal enzima responsável pelo metabolismo do etanol (CUMMINGS; KAVLOCK, 2004), 
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uma vez que apresenta maior afinidade pela molécula comparado à ADH (RASHEED; HINES; 

MCCARVER-MAY, 1997). Desse modo, o álcool tem um efeito prolongado no feto pelo seu 

acúmulo no líquido amniótico, além de concentração reduzida de enzimas metabolizadoras 

(níveis de CYP2E1 permanecem relativamente baixos durante a gravidez) e eliminação 

reduzida (GUPTA; GUPTA; SHIRASAKA, 2016).  

Crianças com SAF podem apresentar em diferentes graus o retardo mental, baixo QI, 

comportamento inapropriado ou imaturo, falta de organização, dificuldade na leitura e 

memória, dificuldades motoras, na fala e na audição, déficit de atenção e hiperatividade. Além 

disso, apresentam aspectos faciais muito característicos que auxiliam no diagnóstico, incluindo 

hipoplasia do terço médio da face, fendas oculares curtas, olhos pequenos amplamente 

espaçados e epicanto interno, lábio superior fino, indistinto sulco entre o lábio superior e o filtro 

nasal longo e liso (Figura 2), além de restrição de crescimento (STOLER; HOLMES, 1999); 

(STREISSGUTH et al., 2003; BERTRAND et al., 2005). 

 

Figura 2 – Características morfológicas da SAF. 

 

Fonte: Adaptado de Clarke e Gibbard, 2003. 

 

Modelos animais utilizados como estudo da síndrome mostram que os efeitos danosos 

causados pelo etanol envolvem vários mecanismos que levam a malformações anatômicas 

provenientes de apoptose de células progenitoras durante a exposição precoce, além de 

apoptose neuronal/glial na diferenciação celular (LOTFULLINA; KHAZIPOV, 2018). Aborto 

espontâneo, morte fetal, parto prematuro, baixo peso ao nascer, anomalias de crescimento, 
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perímetro cefálico menor, a SAF e os efeitos fetais do álcool (FAE), ou transtornos do espectro 

alcóolico fetal (FASD), são alguns dos efeitos causados pela ingestão de álcool durante a 

gestação (RUSSELL; SKINNER, 1988). 

 

1.4 O HIPOCAMPO 

 

Nos seres humanos, o hipocampo é uma estrutura alongada, localizada em região 

profunda do lobo temporal medial. É a semelhança na sua dissecação com um cavalo-marinho 

que inspirou sua nomenclatura. Trata-se de uma estrutura composta por duas lâminas 

entrelaçadas: o giro denteado e as sub-regiões CA (Cornu ammonis), que são geralmente 

divididos nos quatro sub-regiões CA1, CA2, CA3 e CA4, divisão baseada na morfologia celular 

dos neurônios. O aspecto intraventricular do hipocampo é coberto por uma fina camada de 

substância branca chamada alvéolo, que contém fibras aferentes e eferentes da estrutura 

(TATU; VUILLIER, 2014). Em roedores, o hipocampo é uma estrutura relativamente grande, 

situada logo abaixo do neocórtex (KNIERIM, 2015).  

 Pertencendo ao sistema límbico, desempenha uma importante função na consolidação 

das informações da memória de curto prazo para a memória de longo prazo, além de estar 

relacionado com aprendizagem e orientação espacial (HOU; YANG; YUAN, 2013). Por isso, 

o hipocampo é talvez a região mais estudada em relação a alterações morfológicas de doenças 

que afetam o cérebro, como a doença de Alzheimer, doença vascular cerebral, epilepsia do lobo 

temporal, amnésia, esquizofrenia, transtornos depressivos e de ansiedade e até mesmo o 

envelhecimento. Tais doenças são baseadas em mudanças no metabolismo basal, 

principalmente na absorção de glicose e o consumo de oxigênio (SMALL et al., 2011). 

Nesse cenário, o sistema glutamatérgico é responsável por participar de cerca de 80% 

a 90% das sinapses no hipocampo.  Estudos demonstram que é o elevado aumento de expressão 

de receptores do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) de glutamato em CA1 diante de situações 

como a hipóxia e isquemia associada a doença vascular, que ajudam a explicar a sua 

vulnerabilidade e sua excitotoxicidade (DANBOLT, 2001; SMALL et al., 2011).  

 

1.5 GLUTAMATO E AMINOTRANSFERASES 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC e suas ações estão 

relacionadas com os efeitos comportamentais de drogas psicoestimulantes em geral, que atuam 
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por interação com vários receptores de glutamato (MÁRQUEZ et al., 2017). Após sua liberação 

na fenda sináptica, o glutamato pode interagir com receptores ionotrópicos ou metabotrópicos 

e desencadear diversas funções, sendo o principal mediador da informação sensorial, 

coordenação motora, emoções e cognição, incluindo a formação e a recuperação da memória, 

bem como a formação de redes neurais durante o desenvolvimento (DANBOLT, 2001). 

O etanol apresenta uma variedade de alvos moleculares, principalmente em canais 

iônicos na membrana de células e ativação de vias de sinalização intracelulares.  Em consumo 

agudo, atua como um inibidor da função de todas as classes de receptores de glutamato 

ionotrópicos, conhecidos por comporem o mais abundante sistema de neurotransmissores 

excitatórios no cérebro de mamíferos. São representantes dessa classe os receptores NMDA, 

alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico (AMPA) e os receptores de cainato (KA) 

(Figura 3), que excitam rapidamente o neurônio durante a transmissão sináptica, enquanto os 

receptores de glutamato metabotrópicos acabam reduzindo a transmissão (MÖYKKYNEN; 

KORPI, 2012). 

A atuação do etanol nos receptores NMDA (canal iônico não seletivo em fendas 

neurosinápticas) é intimamente envolvido na deficiência de memória, além de ocasionar 

disfunção cognitiva a longo prazo e incapacidade mental (CARLI; INVERNIZZI, 2014; 

MÖYKKYNEN; KORPI, 2012; POHANKA, 2016; ZORUMSKI; MENNERICK; IZUMI, 

2013). Como já descrito por Cesconetto e colaboradores (2016), uma exposição crônica ao 

etanol durante a gravidez e lactação no hipocampo de ratos em desenvolvimento envolve o 

aumento de captação de glutamato em astrócitos e consequente diminuição do influxo de Ca2+ 

através de receptores NMDA, gerando assim um prejuízo nos processos de aprendizagem e 

memória, modulados classicamente pelo sistema glutamatérgico. Quando nos astrócitos, o 

glutamato pode seguir diversas vias, como conversão à glutamina pela enzima glutamina 

sintetase (GS) antes de retornar para o neurônio pré-sináptico para ser transformado novamente 

em glutamato. No hipocampo de animais expostos ao etanol, já é descrito que a diminuição da 

atividade da GS indica um comprometimento no ciclo glutamato-glutamina (CESCONETTO 

et al., 2016). 
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Figura 3 – Receptores glutamatérgicos no Sistema Nervoso Central 

 

Localização e função sináptica geral de receptores glutamatérgicos. Os receptores de glutamato ionotrópicos, 

NMDA, KA e AMPA, medeiam a transmissão rápida e estão associados a plasticidade neuronal. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

É a partir da glicose plasmática que grande parte de glutamato do cérebro é sintetizado. 

Quando em astrócitos, a glicose é convertida em glicogênio através da reação catalisada pela 

glicogênio sintase ou mesmo em piruvato, que pode ser convertido a lactato pela lactato 

desidrogenase (LDH) ou a acetilCoA e assim entrar no ciclo de Krebs (EID; COULTER, 2012; 

LOMAKO et al., 1993). Em seguida, o alfa-cetoglutarato (α-KG), intermediário do ciclo de 

Krebs, gera o glutamato via glutamato desidrogenase (GDH) (EID; COULTER, 2012).  

A GDH e as aminotransferases, tais como AST (aspartato aminotransferase) e ALT 

(alanina aminotransferase), são capazes de catalisar a conversão reversível de glutamato ao α-

KG por reações de transaminação. O glutamato também pode ser convertido em α-KG por 

desaminação oxidativa via glutamato desidrogenase, pelo uso de NAD+ ou NADP+, 

contribuindo para a produção de energia celular (BAK; SCHOUSBOE; WAAGEPETERSEN, 

2006). Quando o glutamato é acumulado nos astrócitos, ocorre uma reação com piruvato para 

formar alanina pela ALT. Enquanto nos neurônios, a alanina poderá fornecer seu grupo amino 

ao α-KG, que é convertido em glutamato através da reação de transaminação (ARMANO et al., 

2002). Esse mesmo grupo α-amino do glutamato também pode ser transferido ao oxaloacetato 
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produzindo α-KG e aspartato, em uma reação catalisada pela AST (LANOUE et al., 2001). 

Ainda, as espécies reativas de oxigênio geradas devido ao consumo do etanol podem ser o 

mecanismo subjacente que causa a liberação de ALT e AST séricos como uma resposta 

(LOOMBA; BETTENCOURT; BARRETT-CONNOR, 2009). Nesse contexto, já é descrito 

que a atividade da ALT, aumentada pelo etanol, pode catalisar reversivelmente a conversão de 

glutamato à α-KG, intermediário do Ciclo de Krebs (CESCONETTO et al., 2016). 

 

1.6 desbalanço do estado redox 

 

A fosforilação oxidativa, que ocorre nas mitocôndrias, é uma importante fonte de 

trifosfato de adenosina (ATP), principal nucleotídeo responsável pelo armazenamento de 

energia em suas ligações químicas. Como subproduto, esse processo produz radicais livres ou 

espécies reativas de oxigênio (EROs), espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e radicais 

centrados em carbono e enxofre. Em quantidades moderadas ou baixas, as EROs são 

consideradas essenciais para o desenvolvimento e função neuronal, enquanto níveis excessivos 

podem causar prejuízos graves (PERO, R. W.; ROUSH, G. C.; MARKOWITZ, M. M.; 

MILLER, 1990; SALIM, 2017). O etanol pode aumentar a geração de EROs, agindo 

diretamente na respiração mitocondrial e levando à formação de radical ânion superóxido (O2
•), 

radical hidroxila (HO•) e óxido nítrico (NO•), enquanto o seu metabolismo também pode gerar 

estresse oxidativo (PREEDY, 2019). 

Consequentemente, o cérebro como um órgão rico em lipídeos, alta demanda 

energética e com defesas antioxidantes reduzidas, torna-se o alvo mais propício aos prejuízos 

causados pelo estresse oxidativo (HULBERT et al., 2007). No cérebro em desenvolvimento, 

um aumento na geração de EROs pode levar a danos celulares pelos radicais livres, que podem 

interagir com carboidratos, proteínas, lipídios e ácidos nucleicos, causando um aumento na 

peroxidação lipídica ou em produtos proteicos carbonílicos, bem como mutações no DNA que, 

por sua vez, resultam em alterações na transcrição de genes, muitas vezes irreversíveis, com 

prejuízo da função celular (BROCARDO; GIL-MOHAPEL; CHRISTIE, 2011).  

Dois tipos de mecanismos de proteção operam no cérebro para combater a ameaça 

representada pelas EROs: o sistema enzimático antioxidante e os antioxidantes de baixo peso 

molecular (KOHEN et al., 2000). O sistema de enzimas antioxidantes inclui a superóxido 

dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) 

(GRIENDLING et al., 2000).  
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Cada uma das enzimas é importante para compor esse sistema de defesa. A SOD converte 

o radical ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, enquanto a CAT converte o peróxido 

de hidrogênio em água e oxigênio molecular. Já a GPx transfere dois elétrons da GSH para 

reduzir os peróxidos e a GR reduz a glutationa a partir de sua forma oxidada (dissulfeto de 

glutationa, GSSG) para sua forma reduzida (GSH). Essa reciclagem de GSH é fundamental no 

intuito de neutralizar mais espécies reativas. Por fim, a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

regenera o NADPH, criando um ambiente redutor (Figura 4) (CAROCHO; FERREIRA, 2012; 

RATNAM et al., 2006). 

 

Figura 4 - Esquema das defesas antioxidantes, mostrando a detoxificação de espécies reativas 

 

Antioxidantes: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa reduzida 

(GSH), glutationa redutase (GR). Espécies reativas: radical ânion superóxido (O2
•). 

Fonte: Autor, 2019. 

 

A enzima γ-glutamil transferase (GGT) pode ser considerada um marcador sensível do 

uso de álcool, disfunção hepática e estresse oxidativo. Trata-se de uma enzima glicoproteica 

incorporada à superfície externa da membrana plasmática e atua como uma enzima passo 

limitante no metabolismo da glutationa (GSH), mantendo seus níveis intracelulares e, 

consequentemente, na regulação do estresse oxidativo (GIANNINI; TESTA; SAVARINO, 

2005; NIEMELÄ, 2016; WHITFIELD, 2001). Isso acontece pela participação na reciclagem 

de aminoácidos da glutationa e conjugados de glutationa secretados para o meio extracelular, 

catalisando a transferência da porção de γ-glutamil da glutationa, ou conjugados de glutationa, 
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para aceptores tais como aminoácidos e dipeptídeos. Esses aminoácidos são reintroduzidos para 

o meio intracelular participando da síntese de novo de GSH. A GGT também é responsável pela 

degradação da glutationa, tornando-a disponível como fonte de cisteína para síntese de novo de 

GSH (MAREŠ et al., 2005).  

A GSH tem o papel de principal antioxidante não enzimático abundantemente 

encontrada no citosol, núcleo e mitocôndrias. Dentre as suas funções, inclui-se a participação 

no transporte de aminoácidos através da membrana plasmática, bem como detoxificação do 

peróxido de hidrogênio e de peróxidos lipídicos através da ação catalítica da GPx (VALKO et 

al., 2006). Sendo assim, o desbalanço do estado redox, a modulação do sistema glutamatérgico 

e do metabolismo energético podem ser alvos da toxicidade do etanol em outros tecidos de 

animais expostos a esta substância. 
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar os efeitos da exposição in vitro ao etanol sobre o metabolismo e o estado 

redox em fatias de hipocampo de ratos de 21 dias de idade.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Verificar o efeito do etanol na captação de [14C]-glutamato, no influxo de 45Ca2+ e no 

influxo de [14C]-2-desoxi-D-glicose em fatias de hipocampo de ratos em 

desenvolvimento; 

• Investigar as consequências da exposição in vitro ao etanol na atividade das enzimas 

GS, ALT, AST, LDH e GGT em fatias de hipocampo de ratos; 

• Verificar o efeito do etanol no conteúdo de GSH em fatias de hipocampo de ratos; 

• Estudar os efeitos do etanol na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e 

GR nas fatias de hipocampo dos ratos. 
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3  JUSTIFICATIVA 

 

O consumo de bebidas alcóolicas é comum na grande maioria das sociedades, desde o 

início da História da humanidade. Por seus efeitos como a euforia e a desinibição em um 

primeiro momento, o etanol está presente em diferentes momentos de celebração e festividades 

em que o uso excessivo e banalizado se tornou recorrente, reflexo de uma sociedade que pouco 

tem ciência dos reais impactos e prejuízos, muitas vezes irreversíveis, causados por essa 

substância no organismo humano.  

O uso de álcool durante a gestação é um assunto controverso. Os costumes globais 

comuns associados às mídias sociais acabam sendo estímulos eficazes no aumento de consumo 

desse tipo de substância em diversas situações, contribuindo para uma sociedade que pouco se 

preocupa com os riscos que está envolvida. Transtornos de hiperatividade, déficits de atenção, 

retardo mental ou até mesmo a morte fetal são cenários recorrentes do uso indiscriminado, 

dependentes da quantidade ingerida e o período gestacional.   

Com o intuito de promover a saúde da população, prevenir contra prejuízos neurais 

causados pela exposição fetal ao etanol e auxiliar na recuperação de casos prevalentes, torna-

se necessário esclarecer os mecanismos neurotóxicos envolvidos no consumo de etanol durante 

os períodos críticos do desenvolvimento. Espera-se que os resultados obtidos contribuam para 

a elaboração de estratégias específicas na prevenção e conscientização da população em geral.    
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

O etanol absoluto foi obtido da marca Neon Comercial Ltda (Suzano, SP, Brasil). Os 

reagentes referentes às análises de biomarcadores de estresse oxidativo foram adquiridos da 

marca Sigma (St. Louis, MO, EUA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau 

analítico provenientes de empresas nacionais e internacionais (Merck®, Vetec® e Reagen®). As 

soluções reagentes, assim como os meios, foram preparadas utilizando balança analítica marca 

Ohaus® modelo AR2140 e pHmetro marca Digimed®, modelo DM20. Para as avaliações 

bioquímicas, o leitor de placas Multileitora Infinite M200 TECAN® do Laboratório 

Multiusuário do Centro de Ciências Biológicas (LAMEB/CCB/UFSC) foi utilizado. 

 

4.2 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos com 21 dias de idade, provenientes do Biotério 

Central da UFSC, os quais foram mantidos em gaiolas com controle do ciclo claro/escuro 

12/12h a 21°C, com água e ração ad libitum. Todos os animais foram monitorados e mantidos 

conforme as recomendações do CONCEA, em protocolo submetido ao Comitê de Ética no uso 

de animais da UFSC (CEUA/UFSC/PP00854). Ao completaram 21 dias de idade, os filhotes 

foram eutanasiados por decapitação. 

 

4.3 TRATAMENTO COM ETANOL 

 

Para os experimentos in vitro, 20 fatias de hipocampo de ratos com 21 dias de idade 

foram randomizadas em dois grupos: controles e tratados. Todas as fatias foram pré-incubadas 

com solução salina balanceada de Hanks (HBSS = CaCl2 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCl 5,36 

mM, MgSO4 0,65 mM, Na2HPO4) por 15 minutos a 37°C, para estabilização do tecido. Em 

seguida, o grupo de fatias destinado ao tratamento foi incubado por um tempo de 60 minutos 

com 200 mM de etanol diluído em HBSS (concentração padronizada em estudos anteriores 

realizados pelo grupo de pesquisa do laboratório LaBioSignal através da realização de uma 

curva de concentração, em que foram observados efeitos mais significativos no influxo de 

cálcio em hipocampo de ratos com essa concentração). Posteriormente, as fatias de hipocampo 
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submetidas ao HBSS (grupo controle) e ao HBSS+etanol (grupo tratado) foram utilizadas para 

execução de reações de influxo e captação ou armazenadas em tampões específicos para 

análises posteriores. 

 

4.4 CAPTAÇÃO DE [14C]-GLUTAMATO 

 

Para a captação de glutamato, as fatias do hipocampo previamente imersas em HBSS 

ou em HBSS+etanol tiveram o seu meio trocado pela adição de 0,2 μCi [14C]-glutamato (meio 

de captação), por 10 minutos. Essa incubação foi interrompida com a retirada do meio de 

captação e seguida de lavagem com 200 μL de HBSS gelado duas vezes. Para solubilização das 

fatias, foram adicionados aos poços 300 μL de solução de NaOH 0,1 M/SDS 0,01%. Alíquotas 

de 100 μL desse homogeneizado foram colocadas em líquido de cintilação para a determinação 

da radioatividade, realizada em espectrômetro de cintilação líquida, que permite determinar o 

conteúdo intracelular de glutamato. A captação de glutamato é corrigida para a união não-

específica em ensaios realizados na ausência de íons sódio, sendo este sal substituído por cloreto 

de colina. Uma alíquota de cada amostra foi utilizada para dosagem de proteínas. Os resultados 

são expressos como nmol [14C]-glutamato/μg proteína/min (ZAMONER et al., 2007). 

 

4.5 INFLUXO DE 45Ca2+  

 

Para o influxo de 45Ca2+, as fatias de hipocampo previamente imersas em HBSS ou em 

HBSS+etanol tiveram o seu meio trocado por HBSS fresco com 0,1 μCi/mL 45Ca2+ e o tecido 

incubado durante 5, 15, 30 ou 60 minutos. Posteriormente, o 45Ca2+ extracelular foi totalmente 

lavado com uma solução de cloreto de lantânio (NaCl 127,5 mM, KCl 4,6 mM, MgSO4 1,2 

mM, HEPES 10 mM, Glicose 11 mM, LaCl3 10 mM, pH 7,0) interrompendo o fluxo de cálcio 

na preparação. Após 10 minutos, a solução de cloreto de lantânio foi removida e 300 μL de 

NaOH 0,5M foram adicionados a cada poço. Uma alíquota de cada amostra foi utilizada para 

dosagem de proteína. A determinação foi realizada conforme descrito no item 4.4, por cintilação 

líquida. Os resultados são expressos como pmol 45Ca2+/μg de proteína (ZAMONER et al., 

2007). 
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4.6 CAPTAÇÃO DE [14C]-2-DESOXI-D-GLICOSE 

 

Para a captação de [14C]-2-desoxi-D-glicose, as fatias do hipocampo previamente 

imersas em HBSS ou em HBSS+etanol foram incubadas com HBSS fresco contendo D-glicose 

2 mM e [14C]-2-desoxi-D-glicose 0,2 μCi/mL por 30 e 60 minutos. Posteriormente, o meio de 

incubação foi retirado e o tecido lavado três vezes com HBSS fresco, e lisado em solução NaOH 

0,5 M. A determinação foi realizada conforme descrito no item 4.4, por cintilação líquida, e 

uma alíquota de 5 μL será usada para a dosagem de proteínas. Os resultados são expressos como 

pmol [14C]-2-desoxi-D-glicose/mL/mg proteína (ZAMONER et al., 2007) 

 

4.7 CONTEÚDO DE GLUTATIONA - GSH 

 

Para determinar o conteúdo de GSH, as fatias de hipocampo dos grupos controle e 

tratado foram homogeneizados em solução de ácido tricloroacético 12%, (TCA 12%) na 

proporção de 1:10 (m/v). A determinação foi realizada com o sobrenadante após a centrifugação 

do homogeneizado. Todas as análises foram realizadas em duplicata, e mantidas em gelo 

durante todo o ensaio. Os níveis de glutationa foram determinados segundo o método descrito 

por Beutler et al. (1963), que é baseado na reação da GSH com DTNB (5,5’-Dithiobis ácido 2-

nitrobenzóico) formando o ânion conjugado TNB (ácido tionitrobenzóico) de cor amarelada, 

mensurável em 412 nm. Para a realização da técnica, uma alíquota de 50 μL da amostra é 

colocada no poço de microplaca junto a 950 μL de Tampão Fosfato 0,2 M pH 8,0, seguida da 

adição de 100 μL de DTNB 2,5 mM. Após cerca de dois minutos é obtida a máxima formação 

de TNB, medida espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos como conteúdo de 

GSH em μmol.g−1/proteína. 

 

4.8 GLUTAMINA SINTETASE – GS 

 

As fatias de hipocampo dos grupos controle e tratamento foram homogeneizadas em 

150 μL de tampão de lise (imidazol 20 mM; KCl 150 mM; EDTA 0,1 mM – pH 6,8). Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi 

separado. Em uma microplaca, 50 μL desse sobrenadante é adicionado em 100 μL de imidazol-

HCl 80 mM, pH 7,0 (imidazol-HCl 80 mM, glutamina 30 mM, MnCl2 3 mM, hidroxilamina-

HCl 30 mM, arseniato de sódio 20 mM, ADP 4 mM). Após 30 minutos de incubação a 37ºC, a 
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reação foi interrompida por adição de 200 μL de uma mistura contendo FeCl3 3,7 mM, TCA 

1,2 M, HCl 10 M e água. O produto da reação γ-glutamilhidroxamato foi medido a 540 nm 

utilizando um leitor de ELISA e convertido para a quantidade de produto formado por 

comparação com uma curva padrão. A atividade enzimática é expressa como mM 

hidroxamato/mg proteína (SHAPIRO; STADTMAN, 1970). 

 

4.9 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ALANINA AMINOSTRANSFERASE E ASPARTATO 

AMINOTRANSFERASE – ALT E AST 

 

As fatias de hipocampo dos grupos controle e tratamento foram homogeneizadas em 

300 μL de tampão Tris-HCl 0,5 M pH 7,4 e a concentração de proteínas determinada 

previamente. As atividades das enzimas ALT e AST foram mensuradas através de reações 

colorimétricas. Na reação, a ALT catalisa a transferência do grupo amina da alanina para o 

cetoglutarato com formação de glutamato e piruvato. A AST catalisa especificamente a 

transferência do grupo amina do aspartato para o cetoglutarato com formação de glutamato e 

oxaloacetato. Tanto o piruvato quanto o oxaloacetato reagem com a 2-4-dinitrofenilhidrazina 

formando a hidrazona que adquire coloração máxima pela adição de hidróxido de sódio. A 

intensidade de coloração é proporcional à atividade enzimática da amostra, e é medida 

espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 505 nm. Os resultados foram 

expressos como U/L/μg proteína. 

 

4.10 ATIVIDADE DA γ-GLUTAMIL TRANSFERASE – GGT 

 

As fatias de hipocampo dos grupos controle e tratamento foram homogeneizadas em 

300 μL de tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,5. A atividade enzimática da GGT foi realizada através 

da seguinte reação (cinético e colorimétrico): A GGT catalisa a transferência do grupamento 

glutamil da γ-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida (substrato) para a glicilglicina (aceptor), 

formando γ-glutamil-glicilglicina e 3-carboxi-4-nitroanilina. A concentração da enzima é 

determinada pela razão de formação de 3-carboxi-4-nitroanilina. Os resultados da atividade da 

GGT foram expressos como U/L/μg proteína. 
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4.11 ATIVIDADE DA LACTATO DESIDROGENASE – LDH 

 

As fatias de hipocampo dos grupos controle e tratamento foram homogeneizadas em 

Tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,4 e a atividade enzimática da LDH foi determinada através de 

uma mistura de reagentes contendo lactato (substrato), difosfopiridino nucleótido (NAD+), 

fenazina metosulfato (FMS), alúmen férrico e 1,10-fenantrolina, utilizando a reação de lactato 

à piruvato, com determinação quantitativa e simultânea do NADH formado na reação 

enzimática. Os resultados foram expressos como % do controle. Método realizado por kit 

comercial Dolles®, seguindo as instruções do fabricante. 

 

4.12 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES 

 

Para a determinação da atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GPx e GR as 

fatias de hipocampo dos grupos controle e as submetidas ao tratamento foram homogeneizadas 

com uma solução contendo tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,4; 0,1% Triton e NaCl 150 

mM, (1:20 m/v). Uma alíquota de 5 μL foi separada para a determinação de proteínas. As 

determinações enzimáticas foram realizadas com a utilização do sobrenadante após 

centrifugação do homogeneizado (5.000 x g por 5 minutos). 

 

4.12.1 Superóxido Dismutase – SOD 

 

A atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de Misra e Fridovich, 

(1972), modificado por Puntarulo e colaboradores, (1991), mediante a oxidação da adrenalina 

(mudança de pH 2.0 para pH 10.0) que produz o ânion superóxido e um cromóforo róseo, o 

adrenocromo, o qual é mensurado em 480 nm. Em uma microplaca de 96 poços foi feita uma 

curva de diferentes concentrações de amostras (5,10, 15, 20, 40 μL) com a adição de glicina 50 

mM, pH 10,2. Além disso, foram adicionados 5 μL de adrenalina 60 mM no momento da leitura. 

Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimática da SOD. Os 

valores da enzima foram expressos em termos de atividade da enzima, em que uma unidade 

arbitrária de SOD é definida como a quantidade de SOD necessária para diminuir à metade da 

velocidade de formação do adrenocromo. 
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4.12.2 Catalase – CAT 

 

A atividade da CAT foi determinada segundo o método descrito por Packer e Glazer, 

(1990) baseado na velocidade de degradação do peróxido de hidrogênio (10 mM) em tampão 

fosfato 50 mM pH 7,0. Foram adicionados 2 μL dessa solução na placa de 96 poços, com 

acréscimo de 20 μL da amostra. Em seguida realizou-se a leitura da queda da absorbância em 

240 nm durante 5 minutos. Os valores foram expressos em mmol.g−1.min−1/proteína. 

 

4.12.3 Glutationa Peroxidase – GPx 

 

Para a análise enzimática de GPx o método de Flohé e Gunzler (1984) foi utilizado, 

baseado na redução de tertbutilhidroperóxido (t-BuOOH) pela oxidação de GSH e formação de 

GSSG, catalisada pela GPx, e com conseqüente regeneração de GSH através da enzima GR, 

com oxidação de NADPH em 340 nm. Portanto, a velocidade de oxidação do NADPH é 

proporcional à atividade de GPx na amostra. Para a realização da técnica, foi preparado um 

meio de reação contendo 25 mL de tampão fosfato 0,1 M (pH 7.0), 8,6 mg de NADPH, 10 mL 

de ácido dietilenotriaminopentacético (DPTA) a 5 mM, 15 mL de água destilada, 24 mg de 

GSH, e 5U de GR, no momento do ensaio. Em seguida, foram adicionados 5 μL de t-BuOOH 

e 5 μL de amostra em 200 μL de um meio de reação na placa de 96 poços. Os valores serão 

expressos em μmol. g−1.min−1/proteína. 

 

4.12.4 Glutationa Redutase – GR 

 

A GR foi determinada pelo método de Carlberg e Mannervik (1985), o qual verificou 

em 340 nm a taxa de oxidação do NADPH devido à formação de GSH, a partir da GSSG, pela 

ação desta enzima presente na amostra. Um meio de reação contendo tampão fosfato 0,1 M pH 

7,0/8,6 mg de NADPH/30,6 mg de glutationa oxidada/DPTA 5 mM é adicionado na placa de 

96 poços (200 μL), e a adição de 5 μL de amostra deu início à reação, monitorada durante 3 

minutos gerando uma curva descendente. Os valores da atividade desta enzima foram expressos 

em μmol.g−1.min−1/proteína.  
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4.13 CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS 

 

A concentração de proteínas totais foi avaliada pelo método de Lowry e colaboradores 

(1951). Uma curva padrão utilizando a albumina de soro bovino (Sigma®) é utilizada para 

calcular os níveis de proteína nas amostras. 

 

4.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M.) de 

determinações realizadas em duplicatas em 4 experimentos independentes, conforme número 

de amostras. As comparações estatísticas foram realizadas através do teste “t” de Student ou 

ANOVA de uma ou duas vias seguida do pós-teste de Bonferroni, quando necessário, 

utilizando-se o Software GraphPad Prism 6.0. As diferenças encontradas foram consideradas 

estatisticamente significativas para um “p” igual ou menor que 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

 

5 RESULTADOS  

 

Este trabalho utilizou um modelo experimental de exposição in vitro ao álcool na 

concentração de 200 mM com o intuito de avaliar as alterações bioquímicas induzidas no 

hipocampo de ratos aos 21 dias de idade. Foram determinadas a captação de [14C]-glutamato, o 

influxo de 45Ca2+, a captação de [14C]-2-desoxi-D-glicose (2-DG), o conteúdo de GSH, a 

atividade das enzimas GS, GGT, AST, ALT, LDH, bem como a atividade das enzimas 

antioxidantes. 

 

5.1 INFLUXO DE 45Ca2+   

  

Para investigar os efeitos da exposição ao etanol sobre o influxo de 45Ca2+, fatias de 

hipocampo foram incubadas com álcool (200 mM) e 0,1 µCi 45Ca2+ durante 5, 15, 30 ou 60 

min. Os resultados demonstraram que a exposição ao etanol induz o aumento no influxo e 

acúmulo de 45Ca2+ após 60 minutos de incubação com o radioisótopo (Figura 5). 

 

Figura 5 – Efeito da exposição ao etanol sobre a captação de 45Ca2+ em fatias de hipocampos 

de ratos de 21 dias de idade. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo de ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 minutos. Os 

resultados foram reportados como a média ± E.P.M. de 8 animais e expressos em pmol 45Ca2+/mg de proteína. 

Diferenças estatisticamente significativas a partir do controle, foram determinadas através do teste ANOVA de 

uma via seguida de teste de comparações múltiplas de Tukey-Kramer: *p <0,05 comparado com o grupo 

controle. 

Fonte: Autor, 2019. 
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5.2 PARTICIPAÇÃO DO SISTEMA GLUTAMATÉRGICO EM HIPOCAMPO DE 

FILHOTES EXPOSTOS A 200 mM DE ETANOL 

 

No intuito de investigar o envolvimento do sistema glutamatérgico nos efeitos 

induzidos pelo etanol sobre o hipocampo de ratos imaturos, foram realizados ensaios de 

captação de [14C]-glutamato e atividade da GS. Os resultados mostraram que a exposição in 

vitro ao etanol foi capaz de diminuir a captação de 14C-glutamato dependente de Na+ em fatias 

de hipocampo dos filhotes de 21 dias de idade (Figura 6). 

 

Figura 6 – Efeito da exposição ao etanol sobre a captação de [14C]-glutamato em fatias de 

hipocampos de ratos de 21 dias de idade.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fatias de hipocampo de ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 min e a captação foi 

iniciada com a adição de 0,33 µCi [14C]-glutamato ao meio de incubação (10 min), corrigida para a união não-

específica em ensaios realizados na ausência de íons sódio, sendo este sal substituído por cloreto de colina. Os 

resultados são expressos como média ± E.P.M de 8 animais. Análise estatística: Teste “t” de Student. *p<0,05, 

comparado com o controle. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

A diminuição da captação do neurotransmissor excitatório glutamato sugere aumento 

de suas concentrações na fenda sináptica, o que pode acarretar no fenômeno de excitotoxicidade 

glutamatérgica, uma estimulação excessiva dos seus receptores. Sendo assim, investigou-se a 

atividade das enzimas envolvidas no metabolismo do glutamato, como a GS, que tem como 

função a amidação de glutamato a glutamina, processo fundamental para o ciclo glutamato-

glutamina. Os resultados demostraram aumento significativo na atividade da GS (Figura 7).  
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Figura 7 – Efeito da exposição ao etanol sobre a atividade da glutamina sintetase em fatias de 

hipocampo da prole de 21 dias de idade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo de ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 min. Após a 

incubação as fatias foram processadas para a determinação da atividade da GS conforme descrito em materiais e 

métodos. Os resultados são expressos como média ± E.P.M de 8 animais. Análise estatística: Teste “t” de 

Student. *p<0,05, comparado com o controle. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

A atividade das aminotransferases ALT e AST foi determinada no intuito de verificar 

as consequências da exposição ao etanol sobre as reações de transaminação do glutamato no 

hipocampo de ratos imaturos. Os resultados mostraram que o etanol induz aumento na atividade 

da ALT, sem alterar a atividade da AST, em hipocampo de ratos imaturos (Figura 8). 

 

Figura 8 – Efeito da exposição ao etanol sobre a atividade das aminotransferases AST e ALT 

em fatias de hipocampos de ratos de 21 dias de idade. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

A atividade das aminotransferases AST e ALT foi mensurada no homogeneizado de hipocampo dos ratos de 21 

dias de idade expostos a 200 mM de etanol. Os resultados foram reportados como a média ± E.P.M de 8 animais. 

Diferenças estatisticamente significativa a partir do controle, foram determinadas através do teste “t” de Student: 

*p< 0,05. 

Fonte: Autor, 2019. 
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A glicose já é bem estudada como substrato energético, atuando como precursora de 

moléculas como lactato, oxaloacetato, glicogênio e alanina, contribuindo para a função normal 

do cérebro. Assim, analisamos o envolvimento de possíveis alterações na captação e acúmulo 

de glicose no efeito causado pelo álcool em fatias de hipocampo de filhotes de 21 dias expostos 

a uma concentração de 200 mM. Os resultados mostraram que o álcool diminui a entrada e 

acúmulo de [14C]-2-DG em hipocampo de ratos de 21 dias de idade após 30 e 60 minutos de 

incubação com a mesma (Figura 9), corroborando dados prévios do grupo que demonstraram 

que a exposição in vivo ao etanol também compromete a entrada de glicose em células 

hipocampais (CESCONETTO et. al., 2016). 

 

Figura 9 – Efeito do etanol no acúmulo de [14C]-2-desoxi-glicose em hipocampos de ratos de 

21 dias de idade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo foram incubadas com 200 mM de etanol e 0,2 μCi/mL de [14C]-2-DG durante 30 min e 60 

minutos. Diferenças estatisticamente significativa a partir do controle (8 animais), foram determinadas através do 

teste “t” de Student: *p< 0,05. 

Fonte: Autor, 2019. 
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mostraram que o etanol aumentou a atividade da LDH, o que pode estar relacionado com 

alterações no metabolismo energético do hipocampo. Esse efeito pode ser uma resposta à 

diminuição no influxo de glicose, como um mecanismo compensatório (Figura 10). 

 

Figura 10 – Efeito do etanol na atividade da LDH em fatias de hipocampos de ratos de 21 dias 

de idade. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A atividade da LDH foi mensurada no homogeneizado de hipocampo de ratos 21 dias de idade expostos a 200 mM de 

etanol durante 60 min. Os resultados foram reportados como a média ± E.P.M de 8 animais. Diferenças 

estatisticamente significativa determinadas pelo teste “t” de Student: *p< 0,05, quando comparado ao grupo controle. 

Fonte: Autor, 2019. 
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Com o objetivo de investigar a indução de estresse oxidativo em hipocampo de ratos 

imaturos pelo etanol, avaliaram-se os efeitos do álcool na modulação dos sistemas de defesas 
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etanol levou à diminuição do conteúdo de GSH (Figura 11), sugerindo depleção do mais 

importante sistema de defesa antioxidante do cérebro. 

Considerando-se que o “turnover” da GSH é dependente da atividade da GPx e da GR, 

analisou-se o efeito da exposição in vitro ao etanol (200 mM) na atividade dessas enzimas. Os 

resultados mostraram que a exposição ao etanol não altera a atividade da GR no hipocampo dos 

filhotes de 21 dias de idade (Figura 12). No entanto, é visto que a exposição diminuiu a atividade 

da GPx no tecido em análise (Figura 13). 
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Figura 11 – Efeito da exposição in vitro ao etanol no conteúdo de GSH em hipocampo de 

ratos de 21 dias de idade. 

. 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 min, seguidas por 

precipitação em TCA 12%, homogeneizadas e centrifugadas. Alíquotas de extrato ácido foram transferidas para 

uma cubeta (50 µL) seguida da adição de 100µL uma solução contendo DTNB (2,5 M), após 2 mim ocorreu a 

formação do TNB. Os resultados foram expressos como média ± E.P.M de 8 animais.  Análise estatística: Teste 

“t” de Student. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Figura 12 – Efeito da exposição in vitro ao etanol na atividade da GR em hipocampos de ratos 

de 21 dias de idade. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampos foram incubadas na presença ou ausência de 200 mM de etanol por 60 minutos. A 

atividade da GR foi avaliada através da determinação da taxa de oxidação do NADPH. Os resultados foram 

expressos como média ± E.P.M de 8 animais. Análise estatística: Teste “t” de Student. *p<0,05 comparado com 

o grupo controle. 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 13 – Efeito da exposição in vitro ao etanol na atividade da GPx em hipocampos de 

ratos de 21 dias de idade 

 

 

Fatias de hipocampo ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 min. A atividade da 

GPx foi avaliada através da determinação da velocidade de decomposição do NADPH, que é proporcional à 

velocidade da produção da GSSG. Os resultados foram expressos como média ± E.P.M de 8 animais. Análise 

estatística: Teste “t” de Student. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Corroborando com os efeitos do etanol sobre as defesas antioxidantes, os resultados 

também mostraram que a exposição a 200 mM de etanol causa a diminuição na atividade da 

SOD (Figura 14), a qual está associada a diminuição na atividade da CAT (Figura 15). 

 

Figura 14 – Efeito da exposição in vitro ao etanol na atividade da SOD em fatias de 

hipocampo de ratos de 21 dias de idade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo ratos de 21 dias de idade foram expostas a 200 mM de etanol por 60 min. As fatias foram 

homogeneizadas e incubadas com glicina 50 mM e adrenalina 60 mM. Os resultados foram reportados como a 

média ± E.P.M de 8 animais. Diferenças estatisticamente significativa foram determinadas através do teste “t” de 

Student: ***p< 0,001, quando comparado ao grupo controle. 

Fonte: Autor, 2019. 
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Figura 15 – Efeito da exposição in vitro ao etanol na atividade da CAT em fatias de 

hipocampo de ratos de 21 dias de idade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fatias de hipocampo de ratos de 21 dias de idade foram expostas ao etanol (200 mM) por 60 min. A atividade da 

CAT foi determinada pela taxa de degradação do peróxido de hidrogênio. Os resultados foram expressos como 

média ± E.P.M de 8 animais. Análise estatística: Teste “t” de Student. **p<0,01 comparado com o grupo 

controle. 

Fonte: Autor, 2019. 

 

Por fim, avaliou-se a atividade da GGT, que participa da reciclagem de aminoácidos 

da GSH no meio extracelular, permitindo que esses aminoácidos sejam recaptados para o meio 

intracelular e participem da síntese de novo de GSH e regeneração da cisteína. A atividade desta 

enzima apresentou-se diminuída no hipocampo dos animais de 21 dias de idade expostos a 200 

mM de álcool durante 60 minutos (Figura 16).  

 

Figura 16 – Efeito do etanol na dose de 200 mM na atividade da GGT em hipocampos de 

ratos de 21 dias de idade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A atividade da GGT foi avaliada através da reação onde o substrato γ-glutamil-p-nitroanilida é transferido pela 

GGT para a molécula aceptora glicilglicina, com liberação de p-nitroanilina. Os resultados foram expressos 

como média ± E.P.M de 8 animais. Análise estatística: teste “t” de Student. *p<0,05 comparado com o grupo 

controle. Fonte: Autor, 2019. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A fim de compreender os efeitos neurotóxicos do etanol durante o desenvolvimento, foi 

escolhido um modelo experimental in vitro para a representação. Desse modo, foram utilizados 

ratos com 21 dias de idade, uma vez que a literatura demonstra ser a idade do desmame 

(SENGUPTA, 2013), equivalente ao desmame em humanos que é de, aproximadamente, 6 

meses (180 dias) (American Academy of Pediatrics, 2005). Como com 21 dias de idade os 

animais são considerados sexualmente imaturos, é sabido que a idade média que os ratos 

atingem a puberdade é de 50 dias após o nascimento, com maturidade sexual em 38 dias pós-

natal. Tais dados demonstram que a idade de 21 dias escolhida equivale a idade de 11,5 anos 

em humanos (SENGUPTA, 2013; LONG; EVANS, 1920). 

Diversos estudos na literatura demonstram os prejuízos neurais causados pelo etanol, 

principalmente no hipocampo, estrutura cerebral intimamente envolvida na formação de 

memória, aprendizado e humor (RAJPUT et al., 2017; REYNOLDS; BRIEN, 1995; SIRCAR, 

2017; WHITE; MATTHEWS; BEST, 2000; ZORUMSKI; MENNERICK; IZUMI, 2013). No 

entanto, a fisiopatologia dos transtornos causados pelo etanol na exposição durante a gestação 

e os mecanismos responsáveis pelas alterações causadas não são bem esclarecidos. Portanto, 

este estudo investigou os efeitos do etanol sobre o hipocampo de ratos imaturos expostos na 

concentração de 200 mM deste agente neurotóxico, com o intuito de investigar os mecanismos 

relacionados ao sistema glutamatérgico, ao metabolismo energético e ao estresse oxidativo. 

Estudo prévio do grupo mostrou alterações nesses parâmetros em ratos imaturos expostos ao 

etanol durante a prenhez e o aleitamento, como também alterações morfológicas e de peso 

(CESCONETTO et al., 2016). 

O íon Ca2+ possui grande importância para a função neuronal normal, principalmente pelo 

fato de estar envolvido em diversas funções celulares e ser regulado por vários mecanismos. O 

influxo desse íon é relevante na liberação de neurotransmissores na fenda sináptica, como 

também na atividade de segundos mensageiros celulares (WEBER, 2012). Entretanto, é sabido 

que, em altas concentrações, o Ca2+ pode desencadear uma desregulação no citoesqueleto, 

através da ativação dos receptores de glutamato NMDA, com possível morte neuronal, 

relacionado com desenvolvimento de doenças neurodegenerativas (PESSOA-PUREUR; 

WAJNER, 2007). 

Com o intuito de verificar os danos do etanol ao cérebro de ratos imaturos, avaliou-se o 

influxo de 45Ca2+ no hipocampo. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a exposição 
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a 200 mM de etanol em fatias de hipocampo levou a um aumento no influxo de 45Ca2+ após 60 

minutos de exposição, sem alterações nos tempos iniciais. Corroborando esse resultado, Mayer 

e colaboradores (2002) mostraram que o tratamento de células de hipocampo em cultura com 

etanol em uma concentração de 10 mM levou a um aumento do influxo de cálcio. Contudo, 

Catlin e colaboradores (2000) demonstraram que incubação com a concentração de 75 mM de 

etanol em cultura de neurônios hipocampais não modificou as concentrações de cálcio 

intracelular após exposição em tempos curtos (15 minutos), apresentando aumento no influxo 

apenas após 24 horas de exposição ao etanol. Tais dados corroboram os resultados sem 

alterações no influxo de cálcio após 30 minutos de exposição ao etanol. Nesse contexto, foi 

recentemente demonstrado que a exposição materna ao etanol in vivo leva a uma diminuição 

no influxo de cálcio em hipocampo de animais imaturos (CESCONETTO et al., 2016). 

Portanto, sugere-se que os mecanismos envolvidos no influxo de Ca2+ não são diretamente 

afetados pelo etanol, mas que a substância pode alterar a expressão ou a atividade das proteínas 

envolvidas no influxo e na liberação de Ca2+, principalmente nos receptores glutamatérgicos. É 

visto que a capacidade do etanol em modular os receptores NMDA não é imediata e depende 

de determinado tempo para ocorrer.  

A ativação de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, permeável aos íons Ca2+, 

viabiliza o aumento do influxo de Ca2+ induzido pelo etanol. Estudos relatam que o aumento 

do glutamato na fenda sináptica causa a estimulação de seus receptores, principalmente os 

ionotrópicos, como o NDMA, o que provoca um aumento no influxo de cálcio para o meio 

intracelular (DANBOLT, 2001; PESSOA-PUREUR; WAJNER, 2007). A ativação excessiva 

desses receptores pelo etanol pode ocasionar processos de morte celular, decorrente da 

excitotoxicidade glutamatérgica. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram essa 

hipótese. Com isso, também investigamos a captação de 14C-glutamato no hipocampo dos 

animais expostos, bem como a atividade das enzimas envolvidas no metabolismo desse 

importante neurotransmissor excitatório, como a glutamina sintetase (GS) e as 

aminotransferases, ALT e AST. 

Ao observar o resultado de diminuição da captação de 14C-glutamato, sugere-se que o 

aumento desse neurotransmissor na fenda sináptica desencadeie o aumento do influxo de cálcio. 

No entanto, é visto que a exposição materna ao etanol durante a gestação e lactação induziu 

estímulo na captação de glutamato em fatias de hipocampo (CESCONETTO et al., 2016). Uma 

vez nos astrócitos, o glutamato pode ser convertido em glutamina pela GS, antes de retornar 

para o neurónio pré-sináptico para ser transformado novamente em glutamato (DANBOLT, 
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2001). Embora tenha sido observada uma diminuição na captação de glutamato induzida pela 

exposição in vitro ao etanol, foi também observado um aumento na atividade da GS, 

provocando à conversão de glutamato a glutamina.  

O ciclo glutamato-glutamina não é particularmente fechado, uma vez que existem 

diversas vias que podem gerar o glutamato, tanto em astrócitos, quanto em neurônios, e que não 

estão diretamente envolvidas na neurotransmissão. Dentre tais vias, estão a entrada do 

glutamato no ciclo de Krebs (reação reversível) e as vias reações de desaminação oxidativa ou 

transaminação, com consequente geração de energia (MCKENNA, 2007). As reações de 

transaminação podem ser consideradas como um efeito compensatório, em que a alanina pode 

fornecer seu grupo amino ao α-KG, que é convertido em glutamato e piruvato nos neurônios 

(ARMANO et al., 2002), sendo esta uma reação reversível. Nesse sentido, sugere-se que esse 

processo esteja sendo induzido pelo etanol, visto que foi demonstrado neste estudo um aumento 

da atividade da ALT, sem alterar a atividade da AST, após exposição a essa neurotoxina.  

As células do SNC consomem grande quantidade de glicose que, junto ao consumo de 

oxigênio, são essenciais para o metabolismo energético cerebral. O cérebro expressa 

transportadores de glicose (GLUTs), bem como enzimas glicolíticas e do ciclo de Krebs. Sendo 

assim, a glicose pode ser utilizada como substrato energético (SILVER; ERECÍNSKA, 1990; 

CASTRO et al., 2009), além de ser um importante precursor para a síntese de 

neurotransmissores, como o glutamato (SILVER; ERECÍNSKA, 1990). Entretanto, alguns 

estudos discutem que o metabolismo oxidativo neuronal não é dependente da energia 

proveniente da glicose durante a neurotransmissão, mas sim do lactado proveniente de 

astrócitos (CASTRO et al., 2009; SONNEWALD, 2014). Normalmente, quando a taxa da 

glicólise excede a taxa de entrada de intermediários no ciclo de Krebs, o piruvato pode ser 

reduzido a lactato. Nesse contexto, a interconversão de lactato e piruvato é catalisada pela LDH 

(SONNEWALD, 2014).   

Este trabalho teve como resultado uma diminuição na captação de glicose e um aumento 

da atividade da LDH em fatias de hipocampo expostas a concentração de 200 mM de etanol, 

similar ao que foi observado em hipocampo de ratos expostos ao etanol durante a prenhez e o 

aleitamento (CESCONETTO et al., 2016). Em meio a isso, Mitchell e colaboradores (1998) 

consideram que, além da neurotoxicidade causada ao feto pelo etanol, a hipoglicemia e a 

hipóxia são fatores que contribuem e são muito relevantes para o acometimento da SAF. 

O efeito inibitório do etanol sobre a captação de glicose e o transporte pelas células 

endoteliais do cérebro provoca a disfunção da BHE e degeneração neuronal (MUNEER et al., 
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2011). O aumento na atividade da LDH observado neste estudo pode ser uma via compensatória 

do metabolismo energético devido à baixa captação de glicose. Neste sentido, sugere-se que a 

atividade aumentada desta enzima esteja favorecendo a formação de lactato nos astrócitos e de 

piruvato nos neurônios, em que o lactato é transportado e utilizado nos neurônios através de 

transportadores de monocarboxilatos. Estudos demonstram que o cérebro pode utilizar o lactato 

durante a hipoglicemia (quando a taxa de glicose permanece baixa) ou em situações em que as 

concentrações plasmáticas de lactato estão elevadas (STOBART; ANDERSON, 2013). 

O etanol pode causar prejuízos que levam a diferentes efeitos sobre diversos tecidos, 

mediados pela presença de metabólitos tóxicos, responsáveis pelo estímulo da produção de 

EROs e diminuição das defesas antioxidantes (TURCATEL et al., 2012). Esses danos 

provocados pela ingestão excessiva de bebidas alcoólicas estão associados, ao menos em parte, 

com o desbalanço do estado redox, decorrente da produção de espécies reativas durante o 

metabolismo do etanol. O processo ocorre pelo aumento da formação de radicais superóxido e 

hidroxila, via mitocôndria, pelas enzimas do citocromo P450 (CYP2E1) durante a oxidação do 

acetaldeído à acetato (GOODLETT; HORN, 2001), o que acaba alterando a homeostase redox 

e causando alterações estruturais e nas funções celulares  (PUSHPAKIRAN et al., 2004).  

O cérebro é o órgão mais suscetível a geração dessas moléculas reativas, por conter alta 

concentração de lipídeos e consumir cerca de 20% de oxigênio consumido pelo organismo 

(SOKOLOFF, 1999). Além disso, ao processar grande quantidade de O2, existe um elevado 

teor de substratos disponíveis para oxidação (ácidos graxos poli-insaturados e catecolaminas). 

Em fase de desenvolvimento, o cérebro possui apenas uma fração da atividade de enzimas 

antioxidantes do cérebro adulto e, por este motivo, torna-se ainda mais vulnerável aos efeitos 

neurotóxicos relacionados ao desbalanço do estado redox comparado ao cérebro adulto 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999, HENDERSON; CHEN; SCHENKER, 1999). 

Certas regiões do SNC, como o hipocampo e o cerebelo, podem ser particularmente 

sensíveis ao estresse oxidativo em relação a outras regiões do cérebro devido aos baixos níveis 

endógenos de vitamina E, um importante agente bioquímico antioxidante (ABEL; 

HANNIGAN, 1995). No cérebro, a exposição ao etanol pode induzir estresse devido a um 

desequilíbrio entre a geração de EROs (radicais superóxido, hidroxil e outros) e as defesas 

antioxidantes celulares. Um sistema de defesa deprimido pode ser comum em circunstâncias 

normais. Contudo, em condições pró-oxidativas, como durante a exposição ao etanol, essas 

defesas antioxidantes baixas podem predispor a danos oxidativos consideráveis (AKYOL et al., 

2004; HALLIWELL, 2006). 
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A fim de proteger as células contra os insultos causados, o organismo apresenta um 

sistema de defesa enzimático e não-enzimático que atuam como detoxificadores de tais agentes, 

constituídos pela glutationa reduzida (GSH), SOD, CAT, GPx, entre outros (DE BOER; YAO; 

RAHMAN, 2007).  Com isso, foi avaliada a atividade dessas enzimas e agentes antioxidantes 

no modelo in vitro de exposição ao etanol na concentração de 200 mM em hipocampo de ratos 

imaturos. Os resultados demonstraram uma diminuição significativa da GSH, SOD, CAT e 

GPx, além de não mostrar alteração na GR. Tais dados se mostram diferentes do observado 

em um modelo in vivo, em que foi visto um aumento da SOD, enquanto o conteúdo de GSH e 

a atividade da GST e da GPx não foram observadas alterações (CESCONETTO et al., 2016). 

Segundo os estudos realizados por Heaton e colaboradores (2003), não foram observadas 

diferenças na produção de EROs entre animais controle e os que foram expostos ao etanol, 

resultado observado em animais com idade semelhante a este estudo (após serem expostos ao 

etanol com 7 dias de idade).   

A GSH é a principal defesa antioxidante não enzimática na célula, ao desempenhar um 

papel importante na defesa celular contra EROs e intermediários reativos (REED, 1990). Dentre 

as funções da GSH, inclui-se a participação no transporte de aminoácidos através da membrana 

plasmática, bem como a detoxificação do peróxido de hidrogênio e de peróxidos lipídicos 

através da ação catalítica da GPx (VALKO et al., 2006). Patten e colaboradores (2013) 

mostraram em seu estudo que o conteúdo de GSH foi significativamente diminuído nas quatro 

regiões cerebrais analisadas de ratos adultos que foram expostos ao etanol durante o 

desenvolvimento embrionário. Montoliu e colaboradores (1995) mediram os níveis de GSH em 

culturas de astrócitos expostas a 25 ou 50 mM de etanol e observaram uma considerável 

diminuição nos níveis de GSH em períodos de cultura diferentes. 

A partir das alterações observadas nas atividades das enzimas antioxidantes e na depleção 

dos níveis de GSH na exposição in vitro ao etanol, investigou-se o efeito dessa exposição sobre 

atividade da GGT. A enzima γ-glutamil-transferase (GGT) é uma glicoproteína ligada à 

membrana celular, responsável por iniciar a metabolização da GSH extracelular, transferindo 

os grupos glutamil da GSH para inúmeros aminoácidos ou peptídeos, tendo a glutationa como 

principal substrato (ZHANG et al., 2005). Participa da reciclagem de aminoácidos da glutationa 

e seus conjugados secretados para o meio extracelular e na manutenção do estado redox das 

células (MAREŠ et al., 2005). Neste estudo, foi observada uma diminuição na atividade da 

GGT, enquanto que um resultado similar foi demonstrado em estudo prévio de exposição 
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materna ao etanol (CESCONETTO et al., 2016) com consequente alteração na reciclagem de 

aminoácidos da GSH no meio extracelular. 
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7 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a exposição in vitro a 200 

mM de etanol induz diversas alterações neuroquímicas no hipocampo de ratos de 21 dias de 

idade, associadas à diminuição da transmissão glutamatérgica, déficit energético e desbalanço 

do estado redox (Figura 17). Sugere-se que tais alterações neuroquímicas podem explicar, ao 

menos em parte, o comprometimento neurológico causado pela exposição ao etanol durante o 

desenvolvimento, podendo estar relacionado à fisiopatologia da SAF ao comprometer os 

processos de aprendizagem e memória em uma exposição durante a gestação. Novos 

experimentos são necessários para esclarecer o envolvimento dessas alterações em cenários de 

comprometimento neurológico. 
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Figura 17 – Mecanismo de toxicidade do etanol sobre o hipocampo de ratos de 21 dias de 

idade após a exposição ao etanol em uma concentração de 200 mM 

 
Esquema representativo do mecanismo de toxicidade do etanol, demonstrando o comprometimento na captação 

astrocitária de glutamato, que culmina em aumento no influxo de Ca2+ via receptores do tipo NMDA, o que pode 

resultar em comprometimentos nos processos de aprendizagem e memória, classicamente modulados via sistema 

glutamatérgico. Uma vez nos astrócitos, o glutamato pode seguir diversas rotas. Nos animais expostos ao etanol, 

observa-se aumento na atividade da GS, indicando aumento na formação de glutamina, que pode ser transferida 

aos neurônios e convertida novamente em glutamato. O aumento na atividade da ALT pode estar convertendo 

glutamato em α-KG e consequentemente levando a uma maior utilização deste neurotransmissor no metabolismo 

energético celular, consequência observada pela diminuição no influxo de glicose pelas células neurais, o que 

corrobora a maior necessidade energética e utilização do esqueleto carbonado do glutamato no ciclo de Krebs, 

como um mecanismo compensatório.  Além disso, observa-se que a exposição ao etanol induz aumento 

compensatório na atividade da LDH, provavelmente para gerar lactato nos astrócitos, que será secretado e 

captado pelos neurônios, onde será utilizado no metabolismo energético. As alterações no sistema 

glutamatérgico e no metabolismo energético estão associadas à indução de estresse oxidativo com alteração na 

atividade das enzimas antioxidantes e consequente dano oxidativo. 

Fonte: Autor, 2019. 
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