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RESUMO

O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno peixe teledsteo de agua doce, pertencente a
familia Cyprinidae, que pode ser facilmente mantido dentro de aquarios em laboratorios. A
maioria dos seus genes ja ¢ conhecida, e 0 seu genoma tem uma relagdo de similaridade com
o genoma humano. A nicotina ¢ um alcaldide que esta presente nas folhas do tabaco, atua nos
receptores colinérgicos nicotinicos centrais e periféricos que sdo ativados e depois inibidos
pela propria droga. A nicotina estimula a liberagao de varios neurotransmissores incluindo a
acetilcolina (ACh), que ¢é reconhecida pelos receptores colinérgicos nicotinicos, dopamina,
norepinefrina, serotonina e glutamato Efeitos tdxicos e farmacologicos causados pela
exposicdo a nicotina tém sido frequentemente relatados na literatura. A neurotransmissao
mediada pela ACh ¢ fundamental para o correto funcionamento do SNC. Baseando-se em
suas diferentes afinidades por agentes que mimetizam a acdo da ACh, os receptores
colinérgicos sdo divididos em duas classes distintas: muscarinicos e nicotinicos. Os receptores
nicotinicos sdo ionotropicos e reconhecem a ACh e a nicotina. Uma vez liberada nas sinapses,
a ACh ¢ degradada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) em acetato e colina, sendo esta
ultima recaptada pelo neurdnio. Com a inibi¢do da AChE, o neurotransmissor ACh nao ¢
hidrolizado nas jun¢des neuromusculares, causando uma quantidade anormal de ACh nestes
locais, levando a possiveis efeitos toxicos. O gene da AChE ja foi clonado e sequenciado e
esta atividade enzimatica ja foi detectada em cérebro de peixe-zebra. Considerando que: (i) a
exposi¢ao a nicotina pode causar danos a performace neurocomportamental e afetar o SNC,
(i1) em peixe-zebra a nicotina apresenta uma curva de resposta de dose em U invertido, com
moderadas doses melhorando as fungdes cognitivas e altas doses com menos efeitos positivos,
e (ii1)) o sistema colinérgico em peixe-zebra ja foi descrito; o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos in vitro e in vivo do tratamento agudo com nicotina sob a atividade da
AChE no cérebro do peixe-zebra. O tratamento in vitro com nicotina nas doses de 500
(11,02%) e 1000uM (7,73%) promoveu inibigdo na atividade da AChE.. No estudo in vivo o
tratamento agudo com nicotina (3min e 20 min) ndo acarretou modificagdes significativas na
atividade da enzima no cérebro do peixe-zebra, nas doses testadas. Ainda assim, possiveis

efeitos do tratamento cronico da nicotina sob a atividade da AChE devem ser pesquisados.

Palavras chaves: Efeito do tratamento agudo. Nicotina. Atividade da Acetilcolinesterase.

Peixe-zebra.



ABSTRACT

The zebrafish (Danio rerio) is a small freshwater teleost fish, belonging to family
Cyprinidae, which can casily be kept in aquariums in laboratories. Most of its genes are
already known, and its genome has a similarity with the human genome. Nicotine is an
alkaloid that is present in the leaves of tobacco, binding to cholinergic nicotinic receptors in
the central and peripheral nervous system that are initially activated and then inhibited.
Nicotine stimulates the release of several neurotransmitters including acetylcholine (ACh),
which is recognized by nicotinic cholinergic receptors, dopamine, norepinephrine, serotonin
and glutamate. Pharmacological and toxicological effects of nicotine exposure have been
frequently reported in literature. The neurotransmission mediated by ACh is essential for the
proper functioning of the central nervous system. Based on their different affinities by agents
that mimic the action of ACh, cholinergic receptors are divided into different classes:
muscarinic and nicotinic. The nicotinic receptors are inotropic and recognize the ACh and
nicotine. Once released in the synapses, ACh is degraded by the enzyme acetylcholinesterase
(AChE) to acetate and choline , the latter being recaptured by the neuron. With the inhibition
of AChE, the neurotransmitter ACh is not hydrolized in neuromuscular junctions, causing an
abnormal amount of ACh in that area, leading to possible effects toxic. The gene that emodes
AChE has been cloned and sequenced and this enzyme activity has been detected in zebrafish
brain. Considering that: (i) exposure of nicotine may impair neurobehavioral performance and
affect the central nervous system cholinergic pathways; (ii) in zebrafish, nicotine presented an
inverted U-shaped dose-response curve with moderate doses improving cognitive function
and higher doses having less of a positive effect, and (iii) zebrafish cholinergic system was
already described, the aim of this study was to investigate the in vitro and in vivo acute effects
of nicotine on acetylcholinesterase activity in zebrafish brain. The effect of nicotine in vitro
promoted AChE inhibition at concentration of 500 (11, 02%) and 1000uM (7, 73%). The in
vivo study of acute nicotine (3min and 20 min) did not alter significantly the enzyme activity
in zebrafish brain at the doses tested. Still, possible effects of chronic treatment of nicotine on

the activity of AChE must be searched.

Key words: Acute treatment. Nicotine. Acetylcholinesterase activity. Zebrafish.
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1. CAPITULO 1-INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Peixe-Zebra (Danio rerio)

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um pequeno peixe teledsteco de agua doce,
pertencente a familia Cyprinidae que apresenta iniimeras caracteristicas vantajosas que
primeiramente o tornaram um modelo vertebrado proeminente para estudos da biologia do
desenvolvimento e genética, e cujo potencial foi mais tarde estendido a outras areas das
ciéncias bioldgicas que incluem: o baixo custo, a facil manipulagdo, o pouco espago
requerido para a sua manutencdo e a rapida reproducdo (um casal de adultos se reproduz
uma vez por semana gerando em torno de 100-200 descendentes). O peixe-zebra combina
a relevancia de ser um vertebrado com a escala de estudo de um organismo invertebrado. O
conhecimento acumulado proveniente do “Projeto Genoma Peixe-Zebra” (Barbazuk et al.,
2000; Woods et al., 2000) aliado a capacidade de absorver rapidamente substancias
quimicas diretamente da agua fazem com que, cada vez mais, seja também utilizado como
espécie modelo para estudos toxicoldgicos e de doengas humanas (Goldsmith, 2004; Hill et
al., 2005).

As bases moleculares da neurobiologia tém sido extensivamente estudas em peixe-
zebra resultando na caracterizagdo de muitos genes que estdo envolvidos na formagdo de
circuitos neuronais, em padrdes de comportamento e nos mecanismos envolvidos na
neuropatogénese (Vascotto et al., 1997; Guo, 2004). Muitos sistemas de neurotransmissao
jé& foram identificados nesta espécie e incluem: glutamatérgico (Edwards e Michel, 2002),
colinérgico (Behra et al., 2002; Clemente et al., 2004), dopaminérgico (Boehmler et al.,
2004), serotoninérgico (Rink e Guo, 2004), histaminérgico (Kaslin e Panula, 2001),

gabaérgico (Kim et al., 2004) e purinérgico (Kucenas et al., 2003).



Recentemente, o peixe-zebra, emergiu como um modelo complementar bastante
util para o estudo das fungdes neurocomportamentais incluindo recompensa e funcdes
cognitivas. (Levin et al., 2007). Varios testes de comportamento t€ém sido realizados
utilizando o peixe-zebra entre eles aqueles para estudar adi¢ao (Gerlai et al., 2000,
Ninkovic et al., 2006), ansiedade e comportamento exploratério (Serra et al., 1999; Gerlai
et al., 2000; Swain et al., 2004; Ninkovic et al., 20006), agressividade (Gerlai et al. 2000;
Dlugos e Rabin, 2003), memoria (Darland and Dowling, 2001; Wlilliams et al., 2002,
Swain et al., 2004; Carvan et al., 2004; Levin and Chen, 2004 Ninkovic et al., 2006),
atividade locomotora (Gerlai et al., 2000; Anichtcnik et al., 2004), preferéncia social
(Gerlai et al., 2000), escolha de acasalamento (Turnell et al., 2003) e “ousadia” (Gerlai et
al. 2000, Wright et al., 2003).

1.1.2. Sistema Colinérgico

A neurotransmissao mediada pela acetilcolina ¢ fundamental para o correto
funcionamento do sistema nervoso central, e representa o sistema neurotransmissor mais
antigo do ponto de vista filogenético (Gotti e Clementi, 2004). Os neurdnios colinérgicos
inervam a musculatura voluntaria do sistema somadtico e também sdo encontrados no
sistema nervoso central (Soreq e Seidman, 2001).

Baseando-se em suas diferentes afinidades por agentes que mimetizam a agdo da
acetilcolina, os receptores colinérgicos sdo divididos em duas classes distintas:
muscarinicos ¢ nicotinicos (Tinsley et al., 2004). Os receptores muscarinicos sao
metabotropicos e ligam-se a acetilcolina e a muscarina, um alcaldide presente em certos
cogumelos venenosos (Francischi et al., 2005). Estes receptores sdo encontrados em
ganglios do sistema nervoso periférico ¢ nos orgaos efetuadores autondémicos, como o

coragdo, o musculo liso, o cérebro e glandulas exdcrinas (Sarter e Parikh, 2005). Existem



cinco subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5) que foram clonados e identificados
farmacologicamente. Os receptores M1, M3 e M5 estdo acoplados a uma proteina Gg/11, e
alteram a atividade celular pela estimulagdo da fosfolipase C, e pela geracao do segundo
mensageiro IP3, o qual induz a liberagdo de célcio intracelular e diacilglicerol (DAG).
Contudo, os receptores M2 e M4 estao acoplados a uma proteina G; que induz sua reposta
via inibi¢do da adenilato ciclase (Caulfield and Birdsall, 1998; Uchiyama and Chess-
Williams, 2004).

Os receptores nicotinicos sdo ionotropicos ¢ reconhecem a acetilcolina e a nicotina
(Dani e De Biasi, 2001). Tais receptores se localizam no sistema nervoso central, na
medula adrenal, nos ganglios autondmicos e na jungdo neuromuscular (Sarter ¢ Parikh,
2005). Os receptores nicotinicos estdo ligados a canais catidnicos e possuem uma estrutura
pentamérica (McKay, et al., 2007). Estes receptores pertencem a uma familia heterogénea
que consiste em diferentes subtipos, os quais formam combinagdes homoméricas ou
heteroméricas a partir de 12 diferentes subunidades (a2-010, $2-B4) (Gotti e Clementi,
2004).

Uma vez liberada nas sinapses, a acetilcolina ¢ degradada pela enzima
acetilcolinesterase em acetato e colina, sendo esta ultima recaptada pelo neurdnio. O sitio
ativo da acetilcolinesterase ¢ composto por uma triade catalitica que contém residuos de
serina, de histidina e de um grupo 4cido (glutamato ou aspartato). O mecanismo de
hidrolise da acetilcolinesterase envolve o ataque nucleofilico da serina ao carbono
carbonilico da acetilcolina, gerando um intermedidrio tetraédrico estabilizado por ligagdes
de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final, a hidrolise do grupo
acetila da serina pela 4gua recupera o sitio catalitico da enzima (Soreq e Seidman, 2001).

A ativagdo do sistema colinérgico foi demonstrada como sendo importante no

desenvolvimento das estruturas cerebrais (Zirger et al., 2003). Interferéncias na



neurotramissdo colinérgica durante o desenvolvimento produzem danos estruturais com
efeitos no comportamento (Hohmann, et al.,1988, 1991; Bachman et al., 1994; Slotkin,
1999). Agentes colinérgicos agindo sob os receptores nicotinicos da acetilcolina
(nAChRs), como a nicotina, apresentam efeitos no crescimento celular e apoptose (Lipton
et al.,1988; Chan e Quik,1993; Pugh e Berg, 1994; Zheng et al., 1994; Hory-Lee e Frank,
1995; Schuller, 1995; 1988; Berger et al.,1998; Pugh e Margiotta, 2000; Svoboda et al.,
2002). Para se estudar os efeitos da nicotina sobre estes receptores, o peixe-zebra
demonstrou ser o modelo mais indicado (Zirger, et al., 2003).

Com a inibi¢do da acetilcolinesterase, o neurotransmissor acetilcolina (ACh) ndo ¢
hidrolisado nas jung¢des sinapticas € nas jungdes neuromusculares, causando acimulo de
uma quantidade anormal de ACh nestes locais, o que causa uma reagdo exagerada dos
tecidos musculares, devido a uma elevada atividade dos receptores colinérgicos, causando
possiveis efeitos toxicos (Walker, 2001). Esta reagdo podera causar alteragdes
comportamentais, como hiperatividade, além de asfixia e finalmente a morte (Walker,
2001).

O gene que codifica para a acetilcolinesterase do peixe-zebra foi clonado e
sequénciado por Bertrand e colaboradores em 2001, revelando que esta enzima ¢
codificada por somente um gene e que sua seqiiéncia de 634 aminoacidos apresenta 62%
de similaridade em relagdo aos mamiferos. Neste estudo, ndo foi verificada a presenca de
um gene que codifique a butirilcolinesterase, indicando que possivelmente ndo ha atividade
desta enzima no peixe-zebra.

A inibicdo da atividade da acetilcolinesterase foi observada quando peixes-zebra
foram expostos aos agentes toxicos paration (Roex et al., 2003) e metanol (Rico et al.,
2006), enquanto que o etanol promoveu um aumento significativo desta atividade (Rico et

al., 2007).



1.1.3. Nicotina

A nicotina (C;oH4N3) (Figura 1) ¢ um alcaldide que esta presente nas folhas do
tabaco (Nicotiana tabacum), uma planta nativa das Américas. A nicotina, o maior
constituinte do tabaco, ¢ o componente responsavel pelo desenvolvimento e manutengao da
dependéncia pelo tabaco (Nakajima, 2007). O fumo ¢ o fator de risco que mais aumenta a
morbidez e mortalidade nos Estados Unidos e talvez no mundo (Lee, 1993).

A absorgdo da nicotina se da pela via pulmonar e oral. E um estimulante leve, que
quando consumida nas primeiras vezes provoca tonturas, formigamento e alteragdes
discretas do humor e do estado de vigilia. O héabito de fumar ¢ explicado, em grande parte,
através da dependéncia dos efeitos da nicotina. A nicotina afeta o comportamento e o
desempenho e isto claramente, ¢ a fonte para a dependéncia pelo tabaco (Benowitz, 1992).
Fumantes relatam que o ato de fumar os desperta quando estdo sonolentos ¢ os acalma
quando estdo tensos, o que, pelo menos em parte, explica seu grande potencial como droga

de abuso (Francischi et al., 2005).

Figura 1: Estrutura quimica da nicotina (agonista colinérgico)

A nicotina atua nos receptores colinérgicos nicotinicos (Figura 2) centrais e
periféricos que sdo ativados e depois inibidos pela propria droga. Estes receptores
receberam esta denominagdo, pois a nicotina provoca o efeito de contragdo do musculo
esquelético de cobaia (Francischi et al., 2005). Os receptores colinérgicos nicotinicos estao

localizados em vérias regides do cérebro, no hipocampo e cortex cerebral, que estdo



envolvidas nos aspectos cognitivos incluindo atengdo, aprendizado e memoria (Levin e
Simon, 1998; White e Levin, 1999; Levin e Rezvani, 2000; Papke et al., 2000). A nicotina
estimula a liberacdo de varios neurotransmissores incluindo a acetilcolina (que ¢
reconhecida pelos receptores colinérgicos nicotinicos), dopamina, norepinefrina,

serotonina e glutamato (Levin e Simon, 1998).

Figura 2. Os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) na superficie celular
(representados como estruturas verdes fixas) recebem a nicotina (particulas verdes em
forma de bumerangue) e ions de sédio (pontos azuis) (Chen et al., 2007).

1.1.4 Nicotina e altera¢des comportamentais em peixe-zebra

Efeitos toxicos e farmacoldgicos causados pela exposicdo a nicotina tém sido
freqiientemente relatados na literatura. Por outro lado, tanto a nicotina quanto outros
agonistas nicotinicos em doses baixas tém demonstrado efeitos benéficos potenciais que
incluem uma melhora de déficit cognitivo, que podem contribuir para o desenvolvimento
de novos tratamentos para desordens cognitivas como a doenga de Alzheimer (Levin e
Chen, 2004).

Viérios estudos tém demonstrado que a nicotina melhora as fungdes cognitivas em
ratos, camundongos, macacos ¢ humanos (Buccafusco e Jackson, 1991; Levin e Simon,
1998). Mais recentemente, alguns estudos tém demonstrado que a nicotina foi capaz de
melhorar a memoria (Levin e Chen, 2004; Levin et al., 2006), além de apresentar efeitos

ansioliticos em peixe-zebra (Levin et al., 2007).



Considerando que a exposicao a nicotina pode causar prejuizo na performace
neurocomportamental e afetar o sistema colinérgico no sistema nervoso central (Abou-
Donia et al., 2003), em peixe-zebra a nicotina apresenta uma curva dose resposta em
formato de U invertido, pelo qual moderadas doses melhoram as fungdes cognitivas e altas
doses ndo tem efeitos positivos (Levin e Chen, 2004; Eddins et al., 2009), se torna
relevante investigar os efeitos da nicotina sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase

que hidrolisa o neurotransmissor responsavel pelo aprendizado € memoria.
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1.2. OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de diferentes concentragdes da nicotina sobre a atividade da
enzima acetilcolinesterase (AChE), no SNC do peixe-zebra.
1.2.2 Objetivos Especificos

Verificar o efeito in vitro, em doses que variam de 1 a 1000 uM de nicotina, sobre a
atividade da AChE em cérebro de peixe-zebra;

Avaliar o efeito in vivo da exposi¢do a diferentes concentragdes da nicotina (50,
100, 150, 200, 400, 800 mg/1), capazes de alterar aspectos cognitivos, se afetam a atividade

da AChE em cérebro de peixe-zebra.
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2. CAPITULO 2
2.1 MANUSCRITO DO TRABALHO EXPERIMENTAL

Artigo submetido a revista cientifica Nicotine & Tobacco Research

Effects of acute nicotine exposure on acetylcholinesterase activity in

Zebrafish (Danio rerio) brain

Vanessa de Matas Soares, Maria Cristina Berta Sant” Anna, Eduardo Pacheco Rico Daniela

Marti Barros, Gabriele Ghisleni, Carla Denise Bonan, Mauricio Reis Bogo
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Abstract

Introduction: Nicotine is an alkaloid that has a variety of beneficial and toxicological
effects on the CNS. This is possible due its dose-effect function seen with many drugs, in
which there is a tendency to improve cognitive function at lower doses and impair
performance at higher doses. Although the neuromolecular mechanisms for nicotine effects
are still incompletely understood, the nicotinic receptors interact with other systems
including muscarinic acetylcholine, dopamine and glutamate. Acetylcholine is a classical
neurotransmitter that plays several roles at CNS and, after released, it is rapidly removed
from the synaptic cleft by acetylcholinesterase (AChE). Zebrafish are being developed as
sensitive models for studying the neurobehavioral impact of neurotoxicants as well as
pharmacological agents.

Methods: Here we tested the in vitro and in vivo effects of nicotine concentrations that had
improved or impaired cognitive functions in zebrafish after acute exposure, on AChE brain
activity. AChE activity was expressed as micromole of thiocholine (SCh) released per hour
per milligram of protein. Four different experiments were performed and the assays were
run in quadruplicate.

Results: For in vitro studies nicotine was able to decrease AChE activity at 500 (11.02%)
and 1000 uM (7.73%). The in vivo nicotine acute exposure (3 and 20 min) did not
significantly modify AChE activity in zebrafish brain in the doses tested.

Discussion: Our results have shown that nicotine exposure was able to inhibit the AChE
activity by direct mechanisms and that the acute nicotine exposure did not result in

alterations in zebrafish brain AChE activity.

Keywords: Acute nicotine treatment; Acetylcholinesterase activity; Zebrafish
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Introduction

Nicotine  (3-[1-methyl-2-pyrrolidinyl]  pyridine) has wide variety of
pharmacological and toxicological effects, and its reinforcing effects underlie tobacco use
addiction (Benowitz, 1996). Three main effects which seem to prominently underlie
cigarette smoking are reward, cognitive enhancement, and anxiolysis (Brandon, 1999).
Nicotine and nicotinic agonists have been found to effectively improve cognitive function
in a number of species including humans, monkeys, rats, mice, and zebrafish (Buccafusco
and Jackson, 1991; Levin and Simon 1998; Levin and Chen, 2004; Levin et al,. 2006).
Once absorbed, nicotine enters the circulation and distributes rapidly to different tissues
including brain. Nicotine is a direct cholinergic agonist at the nicotinic acetylcholine
receptor (nAChR) site, resulting in behavioral (Martin and Becker, 1970) and cellular
effects (Slotkin, 1999) consistent with cholinergic over-stimulation (Abou-Donia et al.,
2003).

Nicotine induces the release of a variety of neurotransmitters, including
acetylcholine, dopamine, norepinephrine, serotonin, and glutamate (Levin and Simon
1998; McKay et al., 2007). Acetylcholine is a classical neurotransmitter that plays several
roles at CNS. After released, acetylcholine is rapidly removed from the synaptic cleft by
acetylcholinesterase, which belongs to the family of type B carboxylesterases and cleaves
acetylcholine into choline and acetate (Cousin et al., 2005).

The zebrafish has been used extensively for the study of the molecular basis of the
developmental biology. This species offers many advantages to the study of organ and
tissue development that are not provided by other model systems (Dodd et al., 2000).
Recently, zebrafish was recognized as a reliable model for studies of behavior, neural

circuitry, and neural disease (Guo, 2004), for investigating chemical toxicity (Hill et al.,
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2005) and human diseases (Dodd et al., 2000) as well as a pharmacological tool
(Goldsmith, 2004).

The cholinergic system has been also shown to be widely distributed in the
zebrafish brain, according to the results of an immunocytochemical study on choline
acetyltransferase (ChAT) and acetylcholine esterase (AChE) (Park et al., 2008). Zebrafish
nicotinic receptors show a high degree of similarity to those in mammals (Zirger et al.,
2003). Moreover, zebrafish presents a unique situation among vertebrates, because AChE
is the only ACh-hydrolyzing enzyme in this organism (Behra et al., 2003).

Considering that: (i) exposure of nicotine may impair neurobehavioral performance
and affect the CNS cholinergic pathways (Abou-Donia et al., 2003); (ii) in zebrafish,
nicotine presented an inverted U-shaped dose-response curve with moderate doses
improving cognitive function and higher doses having less of a positive effect (Levin and
Chen, 2004; Eddins et al., 2009), and (iii) zebrafish cholinergic system was already
described (Zirger et al., 2003; Behra et al., 2003), the aim of this study was to investigate
the in vitro and in vivo acute effects of nicotine on acetylcholinesterase activity in zebrafish

brain.

Material and methods

Animals

Adult zebrafish of both sexes were obtained from commercial supplier (Delphis,
RS, Brazil) and acclimated for at least 2 weeks in a 50 1 aquarium. The fish were kept on a
12 h light/dark cycle (lights on at 7:00 am) at a temperature of 25+2°C. They were used
according to the National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory

Animals, being healthy and free of any signs of disease. The Ethics Committee of
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Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul (PUCRS) approved the protocol

under the number 08/00016 — CEUA.

Chemicals
Nicotine ditartrate, Trizma Base, EDTA, EGTA, sodium citrate, Coomasie Blue G,
bovine serum albumin, acetylthiocholine, and 5, 5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB)

were purchased from Sigma (St. Louis, USA).

In vitro and in vivo treatments

The nicotine doses and time of treatment for in vitro and in vivo assays were chosen
based on previous studies with zebrafish (Levin and Chen, 2004). For in vitro assay, the
samples (at 10 pg protein concentration) were directly added to the reaction medium
containing nicotine at final concentrations in the range of 1, 10, 100, 500, and 1000 uM,
pre-incubated during 10 min at 25° and maintained throughout the enzyme assays. In the in
Vivo treatments, nicotine (50, 100, 150, 200, 400, and 800 mgl) was administered by
placing the fish in a beaker containing 250 ml of water and after 3 and 20 min in the dosing

beaker the zebrafish brain was removed for determination of AChE activity.

Determination of AChE activity

The brains were homogenized on ice in 60 volumes (v/w) of Tris-citrate buffer (50
mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4, with citric acid) in a motor driven Teflon-
glass homogenizer. The rate of acetylthiocholine hydrolysis (0.8 mM) was determined in a
final volume of 2 ml with 100 mM phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM DTNB using a
method previously described (Ellman et al., 1961). The reaction assay began with the

substrate addition and the rate of acetylthiocholine hydrolysis was monitored by the
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formation of thiolate dianion of DTNB at 412 nm for 2—3 min (30s intervals). Controls
without the homogenate preparation were performed in order to determine the non-
enzymatic hydrolysis of acetylthiocholine. The linearity of absorbance related to time and
protein concentration was previously determined. AChE activity was expressed as
micromole of thiocholine (SCh) released per hour per milligram of protein. Four different

experiments were performed and the assays were run in quadriplicate.

Protein determination
Protein was measured by the Coomassie Blue method (Bradford, 1976), using

bovine serum albumin as a standard.

Statistical analysis
Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey post-hoc test, and expressed as means = S.D. Differences were considered

significant for P < 0.05.

Results

In order to verify if nicotine exposure could modify the AChE activity by direct
mechanisms, we have performed in vitro assays with concentrations varying from 1 to
1000 uM. When added directly to reaction medium, nicotine promoted a significant
inhibition of AChE hydrolysis (11.02 % and 7.73 %) at 500 and 1000 uM respectively,
comparing to the control group (Fig.1).

The acute nicotine exposure at concentrations that had improved (50 to 100mg/1
during 3 min) and impaired cognitive functions (200 to 800mg/I during 3 min) (Levin and

Chen, 2004) was evaluated on AChE activity in zebrafish brain. There were no significant
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changes on AChE activity in zebrafish brain in all nicotine concentrations tested for in vivo
treatments (Fig. 2). It is possible to speculate that 3 min of nicotine exposure could be not
time enough to promote any significant change on AChE activity. For this reason, a second
acute treatment (20 min of nicotine exposure) was performed. No significant changes on

ACHhE activity were also observed (Fig. 2).

Discussion

The present study was carried out to evaluate the possible effects of nicotine
exposure in Vvitro and in vivo at several concentrations on AChE activity, since that nicotine
at different doses presented distinct modulation of behavioral parameters (Levin and Chen,
2004). Studies have show that nicotine acting initially on nAChRs can increase arousal,
heighten attention, produce states of euphoria, decrease fatigue, decrease anxiety, and
influence a number of cognitive functions (Rose and Levin, 1991, Levin, 1992; Everitt and
Robbins, 1997; Adler et al., 1999).

Larsson et al. (1980) reported an inhibition of AChE activity in brain preparations
of rats chronically exposure at high doses of nicotine. In a different fashion, more recently,
Abou-Donia et al. (2003) have shown that low doses of nicotine chronically administered
in rats lead to the increased AChE activity. However, until the present moment, there is no
report concerning the in vitro or acute in vivo effects of nicotine on AChE activity. In the
present work, we showed a first evidence of the action of nicotine on the AChE in
zebrafish brain.

Here, we demonstrated that nicotine promotes a decrease in AChE activity just at
high doses (500 and 1000uM) when directly added in the enzyme assays. We can suggest
that this effect can be probably a direct action of nicotine on the AChE, since this enzyme

is anchored to the outer surface of the plasma membrane by a covalently attached glycosyl-
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phosphatidylinositol (GPI) structure, and it is possible that changes in membrane bilayer
environment promoted by the interaction with nicotine could be able to promote the
inhibitory effect observed on AChE activity. Moreover, despite the compelling evidence
that nicotine is neuroprotective, it is clear that nicotine can be toxic under some
circumstances and its toxicity still depends on dose, development stage and regimen of
administration (Picciotto and Zoli, 2008). Therefore, a full understanding of the molecular
and cellular effects of nicotine is essential to clarify the mechanisms of action involved in
neuroprotection and toxicity.

In contrast to previous study, where the acute treatment with low nicotine doses
improved memory performance whereas higher doses showed a diminished memory
performance, our findings showed the same nicotine concentrations and time of exposure,
used by Levin and Chen (2004), did not cause any changes in AChE activity. These
findings suggest that modifications on AChE activity probably are not related to distinct
nicotine-induced behavioral patterns described previously (Levin and Chen, 2004).

Moreover, is important emphasize that studies conducted with nicotine chronic
treatments reported distinct effects on AChE activity when different nicotine
concentrations were administered in rats (Larsson et al., 1980; Abou-Donia et al., 2003).
Now, it is clear that with continued use, nicotine builds up to a low steady-state
concentration that causes significant nAChR desensitization and (over time) longer-term
inactivation. There is evidence that nicotinic receptor turnover decrease following
inactivation, leading to an increased number of nAChRs, and an enhancing sensibility to
cholinergic agonists (Dania and Heinemann, 1996). In this way, we can suggest that
possibly a chronic assay with nicotine in zebrafish can promote a similar effect reported
previously to mammals.
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Legends

Fig. 1 - In vitro effects of varying concentrations of nicotine (1, 10, 100, 500 or 1000 uM)
on AChE activity in zebrafish brain. Bars represent the mean + S.E.M. of at least five
different experiments. The AChE control activity was 22.6 £ 2.4 umol of thiocholine
released per hour per milligram of protein. Data were analyzed statistically by one-way
ANOVA followed by Tukey multiple range test. *p < 0.0001 denotes a significant

difference from the control group.

Fig. 2 - In vivo effects of acute treatment (3 or 20 minutes) with nicotine (12.5 — 500 mg/1)
on AChE activity in zebrafish brain. White bars represent the mean + S.E.M. of at least
seven different experiments. The AChE control activity was 35.45 + 2.3 (3 min) and 37.24
+ 1.6 (20 min) pmol of thiocholine released per hour per milligram of protein. Data were
analyzed statistically by one-way ANOVA followed by a Tukey multiple range test,

considering a p < 0.05.
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3. CAPITULO3

3.1 CONSIDERACOES FINAIS

A nicotina ¢ um alcaldide que exerce uma variedade de efeitos benéficos e
toxicologicos no SNC (Levin e Chen, 2004). Tanto a nicotina quanto os agonistas
nicotinicos efetivamente melhoraram as fungdes cognitivas em muitas espécies incluindo
humanos, macacos, ratos, camundongos, ¢ o peixe-zebra (Buccafuso e Jackson, 1991;
Levin e Simon, 1998; Levin e Chen, 2004; Levin et al., 2006). Uma vez absorvida, a
nicotina entra na circulacdo e ¢ distribuida rapidamente para varios tecidos incluindo o
cérebro (Abou-Donia et al., 2003).

Levin e colaboradores (2007) demonstraram que a nicotina administrada em baixas
concentragdes diminui a ansiedade em peixe-zebra. O teste foi baseado no comportamento
natural de permanecer no fundo que caracteriza um mecanismo de fuga e defesa contra
predadores apresentado pelo peixe—zebra. O grupo tratado com baixas doses de nicotina
(trés minutos) permanece menos tempo no fundo, explorando mais rapidamente o topo do
aquario evidenciando um efeito ansiolitico da nicotina.

Com o objetivo de contribuir para o melhor entendimento da acdo da nicotina no
SNC, foi avaliado o efeito da exposicdo a diferentes concentragcdes de nicotina sobre a
atividade da acetilcolinesterase em cérebro de peixe-zebra.

Os resultados demonstraram que somente as maiores concentracdes de nicotina
alteraram a atividade da AChE no estudo in vitro, promovendo um decréscimo
significativo na atividade da enzima quando comparada ao grupo controle. Uma vez que a
AChE ¢ uma enzima que se encontra ancorada na superficie da membrana plasmatica, ¢

possivel sugerir que mudancas na bicamada lipidica promovida pela interacdo com a
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nicotina poderia explicar, pelo menos em parte, o efeito inibitoério observado na atividade
da AChE.

Nao houve alteracao significativa na atividade da AChE, apos trés e 20 minutos de
exposicao dos peixes a droga, embora nas concentracoes de 50, 100 e 200 mg/l da
exposicao durante 20 minutos, parece haver uma tendéncia de inibi¢ao. Estes resultados
sugerem que as alteragdes comportamentais induzidas pela exposi¢do a diferentes
concentragdes de nicotina nao estdo relacionadas a modificagdes na atividade da AChE em
cérebros de peixes-zebra.

Por outro lado, a exposicdo continuada (tratamento cronico) as mesmas
concentragdes de nicotina poderia levar a uma modificagdo na atividade da AChE em
cérebro de peixe-zebra. Foi mostrado previamente que a atividade da AChE em cérebro de
ratos foi modulada por exposi¢do cronica a doses altas (Larsson et al., 1980) causando
inibi¢do, e doses baixas de nicotina (Abou-Donia et al., 2003), causando aumento da

atividade.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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