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Introdugdo: O cérebro é um importante alvo do etanol, sendo o consumo excessivo de élcool
associadoadanos cerebrais.Tem sido demonstrado que os produtos dometabolismo doetanol
promovemalteragdesnoDNA.Destaforma,eapesardeseverificaremPortugalumatendéncia
para a diminuicdo do consumo de dlcool, pensamos ser pertinente a realiza¢io deste estudo.
Objectivo: Avaliar a toxicidade e o potencial efeito genotéxico do etanol em Drosophila
melanogaster in vivo utilizando o ensaio do cometa.
Meétodos: Realizou-se um estudo de toxicidade para o etanol com as concentragdes de 0%;
0,625%; 1,25%; 2,5% e 5% (v/v), administradas de forma crénica, seguindo-se a contagem
dos descendentes adultos para a avaliagdo da sobrevivéncia relativa das droséfilas nas
diferentes concentracdes de etanol. Seguidamente, utilizaram-se neuroblastos de droséfila
para a avaliacdo do efeito genotdxico pelo ensaio do cometa (ensaio de electroforese de
células isoladas). Os danos de DNA sdo reportados através dos seguintes parametros:
comprimento da cauda, percentagem de DNA na cauda e momento de cauda.
Resultados: O etanol nao apresentou toxicidade para a D. melanogaster, verificando-se, pelo
contrario, um aumento no numero de descendentes em todas as concentra¢des de etanol
testadas, mostrando-se, portanto a presenca de etanol benéfica em termos de numero de
descendentes. A sobrevivéncia superior ocorreu na concentragdo de 1,25%, uma vez que
é nesta concentracdo que se encontraram mais descendentes. No entanto, em termos de
genotoxicidade constatou-se nos parametros avaliados no ensaio do cometa que, de uma
forma genérica, quanto maior a concentracdo de etanol mais danos sao infligidos ao DNA.
O etanol evidenciou um efeito genotéxico nas trés concentragoes mais elevadas em estudo
(1,25%; 2,5% e 5%). Os danos foram superiores para a concentracdo de 5% de etanol. Por
outro lado, a concentragdo de etanol de 0,625 % ndo se mostrou genotdxica.
Conclusdes: A D. melanogaster exposta a diferentes concentracoes de etanol manifestou um
aumentosignificativodedanosnoDNA,aoniveldosneuroblastos, verificando-seumaumento
dose-dependente, nos pardmetros do ensaio do cometa avaliados. Foi, portanto possivel
demonstrar que o etanol provoca rupturas no DNA, avaliadas pela presenca de cometas.
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Genotoxic effect of ethanol in Drosophila melanogaster neuroblasts

ABSTRACT
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Introduction: The brain is an important target to ethanol, being the excessive consumption
of alcohol related to brain damage. It has been shown that the metabolic products of
ethanol induce DNA alterations. Thus, although in Portugal the consumption of alcohol is
decreasing, we believe that the present study is pertinent.

Purpose: To assess the toxicity and the genotoxicity of ethanol in Drosophila melanogaster in
vivo using the comet assay.

Methods: The toxicity study of ethanolat 0 %; 0.625 %; 1.25 %; 2.5 % and 5 % (v/v) was conducted;
then, we counted the adult descendents to assess the rate of survival of drosophilas in the
different concentrations of ethanol. Afterwards, the neuroblasts of drosophila were used to
evaluate the genotoxicity of ethanol using the comet assay (single-cell gel electrophoresis).
The DNA damage was quantified by determining the following parameters: the percentage
of DNA in the tail, tail length, and tail moment.

Results: Ethanol did not present toxicity to D. melanogaster, as the number of descendents
were higher in all the concentrations tested comparatively to 0%, hence, the presence of
ethanol was beneficial. The higher survival rate was observed in the concentration of 1.25 %,
as in this concentration the number of descendents was higher. The parameters assessed
by the comet assay showed that in general higher DNA damage is induced by higher
concentrations of ethanol. Ethanol showed genotoxicity in the higher concentrations used
in the present study (1.25%, 2.5%, 5%). The damages in DNA were superior in the ethanol
concentration of 5%. Conversely, the ethanol concentration of 0.625% was not genotoxic.
Conclusions: The D. melanogaster exposed to different concentrations of ethanol revealed a
significant increase in the DNA damage, in neuroblasts, being observed a dose-dependent
increase in all the parameters assessed in the comet assay. Thus, the present study

demonstrated that ethanol induces DNA ruptures, assessed by the presence of comets.
©2010 Published by Elsevier Espaia, S. L. on behalf of Escola Nacional de Satide Publica.

All rights reserved.

Introducao

A organizacao mundial de satide estima que, em todo o mundo,
existem cerca de 2 milhares de milhdo de pessoas a consumir
bebidas alcodlicas, 76,3 milhdes com diagnéstico de desordens
associadas ao uso de alcool e ainda que o consumo de &lcool
causa 1,8 milhdes de mortes?.

O consumo de alcool tem efeito deletério em varios érgéos,
nomeadamente no figado e no Sistema Nervoso Central (SNC),
originando efeitos adversos agudos e crénicos?-4, sendo o
cérebro um importante alvo do etanol®. O etanol actua no SNC
induzindo diversas respostas comportamentais®8. Em doses
baixas induz euforia e desinibicdo, mas em doses elevadas
provoca perda do controlo motor, sedagao, podendo mesmo
ser fatal®. Adicionalmente, o consumo excessivo de 4lcool tem
sido associado a danos cerebrais®. De facto, os produtos do
metabolismo do etanol promovem alteragdes no DNA®, tendo
sido demonstrado por Blasiak e colaboradores??, em 2000,
que a genotoxicidade do etanol pode contribuir para a morte
celular.

Apesar de em Portugal se verificar uma diminuicao no
consumo de alcool!?, existe a necessidade de pesquisas que
visem a compreensao das doencas ligadas ao uso excessivo de
etanol com o intuito de desenvolver estratégias efectivas para

prevenir e tratar os diferentes tipos de doencas provocadas
pelo alcool. Os pacientes com doencas relacionadas com
o alcool apresentam grande impacto na medicina clinica,
tendo sido reportado em artigo de revisdao que cerca de 8%
dos internamentos hospitalares em Portugal apresentam
diagnéstico principal e/ou secundério relacionados com o
alcool’2. Deste modo, a investigagéo cientifica, com recurso a
organismos modelo, surge como uma mais-valia na avaliagao
e compreensao dos mecanismos de ac¢do dos compostos
quimicos sobre o DNA. No caso do etanol, poderd ajudar a
delinear estratégias que visem o combate das diferentes
doencas provocadas pelo etanol nos humanos. Entre estes a D.
melanogaster, como oferece uma grande variedade de mutantes
disponiveis, um leque de ensaios optimizados e acesso a
bases de dados, torna-se, assim, um excelente modelo para
investigar mecanismos fisiolégicos e genéticos fundamentais
e tem sido adoptada para estudar substdncias com efeito
aditivo como o alcool, cocaina e metanfetaminas?3-15. De
facto, a droséfila é considerada um excelente modelo para
estudar a genotoxicidade e os seus mecanismos moleculares,
podendo fornecer respostas relevantes, que podem ser
extrapoladas para os humanos. Uma vez que a comparacao
dos dados obtidos através do Projecto Genoma Humano com
aqueles observados no programa equivalente desenvolvido
com a D. melanogaster demonstra a elevada conservagao de
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genes e funcgdes bioquimicas entre estes dois organismos,
caracterizada por uma similaridade genética de 80%. Embora
os humanos apresentem maior nimero de genes a maioria
destes sdo duplicagdes dos seus equivalentes encontrados
na droséfilal®. Como consequéncia, existe uma elevada
conservacdo de vias bioquimicas e fungdes reguladoras entre
as duas espécies!’. Todos os organismos produzem etanol em
pequenas quantidades nos seus tecidos?®. Este aspecto explica a
presenca da enzima catabdlica de degradacéo do etanol, alcool
desidrogenase (ADH), em todas as espécies animais. Portanto,
nao é de estranhar que a principal via metabdlica para o etanol
seja conservada entre seres humanos e D. melanogaster18.

Desta forma, pelos potenciais efeitos deletérios que o
consumo de 4lcool apresenta a nivel celular com consequente
implicacdo no bem-estar fisico e psico-social do individuo
achamos pertinente realizar este estudo, que tem por objectivo
a avaliacdo da toxicidade e do potencial efeito genotéxico do
etanol em D. melanogaster.

Materiais e métodos

Neste estudo em modelo animal, utilizou-se a D. melanogaster
da linha Oregon K-yellow (OK-y), eficiente para todo o tipo de
mecanismos de reparagdo. As culturas de droséfila foram
mantidas em meio de cultura estandardizado; contendo
levedura de pdo, agtcar branco, agar-agar, e acido propiénico,
a 24°C, em frascos de vidro. Todos os procedimentos foram
efectuados de acordo com as normas internacionais para
experimentac¢do animal.

Adigdo de etanol ao meio de droséfila

Etanol absoluto (nimero CAS 64-17-5) foi adicionado ao meio
de D. melanogaster em quatro concentragoes e controlo: 0%;
0,625%; 1,25%; 2,5% e 5% (v/v). Deste modo, a cada frasco de
cultura com 30 mL de meio adicionou-se o respectivo volume
de etanol, agitou-se e taparam-se os frascos com algodao.
Em cada frasco colocaram-se 100 casais de drosdfilas, todas
com a mesma idade. Apds 6 dias em postura retiraram-se
os progenitores deixando-se as larvas a desenvolverem-se
no mesmo meio de cultura, ou seja, um tratamento crénico,
durante todo o desenvolvimento da larva. O ensaio foi realizado
em duplicado.

Contagem de adultos eclodidos apés tratamento com etanol

O numero de adultos eclodidos foi contado em cada frasco
e em cada concentracdo, de modo a fazer uma avaliacdo
semi-quantitativa da toxicidade.

Ensaio do “Cometa”

Aquando da obtencdo de larvas no 3° estadio de

desenvolvimento, procedeu-se a realizagdo do ensaio do
cometa (ensaio de electroforese de células isoladas). Este,

inicialmente descrito em 1988 por Singh e outros??, foi
realizado de acordo com as modifica¢des introduzidas por
Collins e outros?%, em 2003 e, adaptado para droséfila, em
2005 por Siddique e outros?!. Assim as larvas no 3° estadio de
desenvolvimento foram dissecadas em solugdo de Ringer para
insectos (pH 7,2: NaCl 46 mM; KCI 182 mM; CaCl, 13 mM), a lupa
e com iluminagdo por transmissao, com ajuda de duas agulhas.
Uma vez isolados os lébulos cerebrais foram colhidos com uma
agulha e colocados num vidro de relégio até se completar
l6bulos de trés larvas, seguindo-se a sua desagregacao fisica,
com as agulhas e a precipitac@o das células por centrifugacao
(durante 10 minutos a 200 x g) descartando-se o sobrenadante.
Durante este processo os tubos de Eppendorf foram mantidos
em gelo, para evitar danos no DNA devido ao calor. Em seguida,
adicionou-se ao tubo do passo anterior, 140 nL de agarose 1%
LMP (low melting point), previamente aquecida e mantida a 37°C.
Recolheram-se os 140 pL da mistura e transferiram-se como
duas gotas aproximadamente iguais em cada lamina. Estas
foram tapadas com uma lamela 18 x 18 mm e colocadas no
frigorifico durante 5 minutos. As laminas solidificadas, sem as
lamelas foram imersas durante 1 hora na solugdo de lise, fria
e feita recentemente: 89 % de tampao de lise (pH 10,0: 2,5 mM
NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris, 0,25 M NaOH, 0,77 %
N-laurylsarcosinato), 1% TritonX-100 e 10 % dimetil sulfoxido
(DMSO). Apos a lise, as 1aminas foram colocadas numa tina de
electroforese horizontal evitando espagos vazios, e cobertas por
tampao alcalino de electroforese, a 4°C e feito recentemente
(75 mL de NaOH 10 M, 5 mL de EDTA 0,5 M), durante 20 minutos
para permitir a desnaturacao do DNA. Este processo decorreu
a pH > 12,6. A desnaturacao e electroforese foram processadas
a 4°C. Apés a electroforese, realizada durante 20 minutos a
25 V e 300 mA, a qual corresponde a um campo eléctrico de
1,04 V/cm, as laminas foram neutralizadas durante 5 minutos
numa solucdo de 0,4 M Tris-HCl, pH 7,5; seguiu-se mais
5 minutos em 4gua destilada, sendo depois colocadas a secar
a temperatura ambiente numa caixa de plastico. A coloragdo
foi efectuada com SYBR Gold (Invitrogen, Paisley, United Kingdom)
e a visualizacdo das ldminas foi realizada num microscépio de
fluorescéncia com uma ampliacdo de 400x com o programa
Comet Assay IV (Perceptive instruments, Haverhill, United Kingdom).
Foram avaliadas 50 células por gel.

Anadlise estatistica

A andlise estatistica deste trabalho foi realizada utilizando
o software para estatistica SPSS versdo 16,0. Fez-se uma
andlise exploratdria para verificar a presenca de outliers e a
normalidade de distribui¢do dos dados (teste de Shapiro-Wilk).
A descrigcao dos dados é efectuada através da média e do
desvio padrao. Para avaliar a viabilidade das concentragoes de
etanol utilizadas, calculou-se a taxa de sobrevivéncia relativa
da D. melanogaster, representando a razio entre o nimero
de individuos eclodidos em cada concentragio de etanol e o
controlo. A comparagao entre os danos no DNA observados em
cada concentracgdo de etanol foi efectuada através da andlise
de varidncia a 1 factor. Para localizar as diferencas utilizou-se
como Post Hoc Tests o teste de Bonferroni. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5 %.
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Figura 1 - Numero de individuos eclodidos e taxa de sobrevivéncia relativa da D. melanogaster nas diferentes concentragdes
de etanol.
Nota: A taxa de sobrevivéncia relativa representa a razdo entre o nimero de individuos eclodidos em cada concentragio de

etanol e o controlo.

Resultados

Toxicidade do etanol em D. melanogaster

Realizou-se um estudo de toxicidade, onde as concentragoes
de etanol utilizadas (0,625 %; 1,25 %; 2,5% e 5%) néo se
apresentaram toéxicas. Como demonstrado na figura 1, as D.
melanogaster sobreviveram e originaram descendéncia em
todas as concentragdes de etanol testadas permanecendo
assim, vivas na sua totalidade.

Na figura 1 verifica-se que a taxa de sobrevivéncia relativa
das drosoéfilas é superior na concentragdo de etanol de
1,25%, comparativamente as outras concentracdes testadas.
Verificando-se igualmente que de todas as concentragoes de
etanol testadas, aquela que apresenta menor beneficio para as
drosdfilas é a concentragio mais elevada (5%), e ainda que a menor
taxa de sobrevivéncia relativa encontra-se na auséncia de etanol.

Genotoxicidade do etanol em D. melanogaster —
Ensaio do Cometa

Neuroblastos de D. melanogaster OK-y foram utilizados para
realizar o ensaio do cometa, de forma a avaliar o efeito das
diferentes concentragdes de etanol testadas, ao nivel do DNA. Pela
analise dos resultados obtidos para as diferentes concentracoes
de etanol de um modo geral verifica-se que o ensaio do cometa
permitiu determinar a existéncia de um aumento de danos no
DNA induzidos pelo etanol, que se verificou genotéxico nas trés
concentragoes superiores testadas (1,25%; 2,5% e 5%). Estes
resultados encontram-se bem patentes na figura 2 para os trés
pardmetros avaliados com este teste: comprimento da cauda,
percentagem de DNA na cauda e momento de cauda.

Discussao
Toxicidade do etanol em D. melanogaster

Apbs o estudo de toxicidade, e tendo em conta que as
concentracoes de etanol utilizadas (0,625 %; 1,25 %; 2,5% e 5%)

ndo se apresentaram toxicas para a D. melanogaster, foi possivel
prosseguir a experiéncia com estas concentragdes de etanol.
Deste modo, apds o desenvolvimento da prole efectuou-se
o estudo dos efeitos das concentracdes de etanol testadas,
ao nivel do namero de descendentes gerados. Assim, para
além de se verificar que as concentragoes de etanol testadas
ndo sdo téxicas para a D. melanogaster, podemos igualmente
inferir que a presenca de etanol é benéfica, visto o numero de
individuos eclodidos ser superior em todas as concentracoes
de etanol, comparativamente ao controlo (fig. 1). De todas as
concentracdes testadas, aquela que apresenta maior beneficio
é a concentracdo de 1,25% de etanol, pois é nesta concentragao
que se encontram mais descendentes. Deste modo sera
legitimo afirmar que na presenca de concentracoes moderadas
de etanol as droséfilas aumentam o numero de descendentes
e portanto a sua sobrevivéncia.

Estes resultados estdo de acordo com o esperado, tendo
em conta que, durante a vida larvar a D. melanogaster esta
continuamente exposta a etanol exégeno?? e portanto a
sobrevivéncia e o vigor das larvas depende em parte da sua
capacidade em utilizar o etanol como fonte de alimento.
Normalmente, as concentragoes de etanol sdo bastante baixas
e as concentracdes superiores a 5% estdo raramente presentes
no habitat natural?3. Os nossos resultados véo de encontro
ao reportado por Hoffmann e Parsons24, que afirmaram que
para as droséfilas fémeas baixas concentrac¢des de etanol
apresentam efeito benéfico (0,1-5%), enquanto elevadas
concentragdes (10%) sao prejudiciais.

Em suma, as concentrac¢des de etanol (0,625 %; 1,25%; 2,5%
e 5%), ndo se mostraram toéxicas para a D. melanogaster, visto
estas terem sobrevivido e originado descendéncia, na sua
presenca.

Genotoxicidade do etanol em D. melanogaster —
Ensaio do Cometa

A genotoxicidade manifesta-se em doses sub-téxicas,
sobretudo num ensaio muito sensivel como é o cometa, o
que reforca a necessidade de avaliar o efeito genotéxico,
pois os danos no DNA se nao forem reparados, podem dar
origem a mutagdes que podem ser responsaveis por varias
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Figura 2 - Efeitos do etanol ao nivel do cérebro de

D. melanogaster, avaliados pelo comprimento da cauda,
percentagem de DNA na cauda e momento de cauda.

doencas. O ensaio do cometa permitiu avaliar o efeito das
diferentes concentracdes de etanol testadas, ao nivel do DNA,
verificando-se de uma forma genérica que quanto maior a
concentracao de etanol maior é a genotoxicidade expressa
pelos danos infligidos ao DNA.

A concentracao de etanol de 0,625% nao se mostrou
genotodxica, uma vez que os danos no DNA observados
nesta concentragao nao sao estatisticamente diferentes dos
observados no grupo controlo. Os danos obtidos no controlo
podem ser atribuidos a uma combinacao de danos endégenos,

gerados pelo stress oxidativo e de rupturas induzidas no
processo de reparacdo destes danos endégenos. Do mesmo
modo o isolamento dos 1ébulos cerebrais e a sua desagregacao
requereu manipulagdo, o que poderd também ter infligido
danos. As concentragdes de 1,25%, 2,5% e também 5% de etanol
produziram danos significativos no DNA. Para o comprimento
da cauda, percentagem de DNA na cauda e momento de cauda
(fig. 2) observou-se nitidamente uma relagao dose-resposta, isto
é, um aumento dos valores relativos a estes pardmetros com
o aumento da concentracao do etanol, ocorrendo, portanto,
rupturas na cadeia e, assim, migracdo do DNA com o aumento
da concentragao.

Os nossos resultados vdo de encontro aos descritos na
literatura. Estudos experimentais mostraram uma ampla
gama de alteragdes estruturais e funcionais em neurénios?.
Estes efeitos deletérios podem resultar de um efeito téxico
directo do 4lcool ou de um efeito indirecto envolvendo um dos
seus metabolitos. Em 1995, Singh, Lai e Khan?®, num estudo in
vivo em ratos demonstraram, que ocorriam quebras na cadeia
de DNA em células cerebrais 4 horas apds a administragdo de
etanol. Lamarche e colaboradores®, em 2003, confirmaram a
genotoxicidade do etanol em cultura de células cerebrais. Os
autores avaliaram as alteragoes no DNA pelo ensaio do cometa
e demonstraram que quando a intoxicagdo aguda ocorre por
um periodo curto/moderado, o aumento de lesées do DNA
nao excede a capacidade dos sistemas de reparacao celular,
e as consequéncias para a célula permaneceram minimas.
Assim, estes autores constataram que os neurénios sdo mais
sensiveis a uma baixa exposi¢do crénica de etanol do que a
uma grande exposicao aguda. Embora, em ambas, tenha sido
observada uma reducao significativa da viabilidade celular e
alteragoes no DNA.

O potencial genotdxico do etanol foi demonstrado em
diferentes células?® ou em neurdnios em diferentes condicées de
exposicdo?’, e quantificados pela determinacio da percentagem
de DNA na cauda, que é directamente relacionada com a
frequéncia de quebra de DNA. Ao nivel hepatico, por exemplo,
tem sido demonstrada a formacao de quebras na cadeia de DNA
nuclear e mitocondrial e de aductos de DNA6,

Os neurénios sdo sensiveis ao excesso de etanol, o que leva a
neuropatologias progressivas e altera¢oes funcionais. Contudo,
na pratica, é dificil especificar os niveis de consumo de bebidas
alcodlicas que sdo susceptiveis de conduzir a morte neuronal
induzida por etanol, sendo necessarios futuros estudos para
elucidar este aspecto.

Conclusoes

Com este trabalho experimental foi possivel concluir que
a D. melanogaster exposta a diferentes concentracoes de
etanol, manifestou um aumento significativo de danos no
DNA, ao nivel dos neuroblastos, verificando-se um aumento
dose-dependente, nos pardmetros do ensaio do cometa
avaliados (comprimento da cauda, percentagem de DNA na
cauda e momento de cauda). Foi, portanto possivel demonstrar
que o etanol provoca rupturas no DNA, avaliadas pelo ensaio
do cometa; sendo estes danos superiores para a concentragao
de 5% de etanol.
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