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RESUMO

O zebrafish (Danio rerio) emergiu como um modelo biolégico para o estudo de doencgas desde a
década de 80, devido a diversas vantagens em relacdo ao uso de outros animais. Esse modelo tem
sido amplamente utilizado para investigar doencas neuroldgicas, uma vez que compartilha
caracteristicas do sistema nervoso com mamiferos, incluindo o sistema purinérgico, colinérgico e a
enzima Na*,K*-ATPase. Por esse motivo, este animal é utilizado como modelo na compreensao de
doencas neuroldgicas, tais como a doenca de Alzheimer (DA), a doenca de Huntington (DH) e a
doenca de Parkinson (DP). O objetivo deste trabalho foi revisar de forma sistemética o uso do
zebrafish como modelo para o estudo de doencgas neurolégicas com seus mecanismos envolvidos
nos sistemas purinérgico, colinérgico e Na*,K*-ATPase afim de evidenciar as contribui¢cdes para o
entendimento dos mecanismos moleculares associados a neuropatologias e como esses sistemas
influenciam o desenvolvimento, a progressao e as possiveis abordagens terapéuticas em humanos.
A revisdo foi conduzida seguindo as diretrizes do guia PRISMA 2020 sendo adaptada as
necessidades do projeto. Ao todo, foram selecionados 27 artigos que abordam doencas
neuroldgicas associadas a esses sistemas e investigadas no zebrafish. Os resultados indicaram
gue o peixe tem sido amplamente utilizado para estudar a progressao de doencas, identificar os
mecanismos patogénicos e testar possiveis tratamentos e medicamentos para doencas
neurolégicas humanas, tais como a DA, a DP e a DH. Esses achados reforcam o potencial do animal
como modelo no desenvolvimento de terapias e no estudo de doengas neurolégicas complexas que
afetam a sociedade.

Palavras-chave: sistemas neuroquimicos; peixe-zebra; neurodegeneragao;



ABSTRACT

The zebrafish (Danio rerio) has emerged as a biological model for studying diseases since the 80s,
offering several advantages over the use of other animals. This model has been widely used to
investigate neurological disorders, as it shares features of the nervous system with mammals,
including the purinergic system, the cholinergic system, and the enzyme Na*,K*-ATPase. For this
reason, zebrafish are employed as a model to understand neurological disorders such as
Alzheimer’s disease (AD), Huntington’s disease (HD), and Parkinson’s disease (PD). The aim of this
study was to systematically review the use of zebrafish as a model for studying neurological diseases
and the mechanisms involved in the purinergic and cholinergic systems, as well as Na*,K*-ATPase,
to highlight their contributions to understanding the molecular mechanisms associated with
neuropathology’s. Additionally, the study explored how these systems influence the development,
progression, and potential therapeutic approaches for human diseases. The review was conducted
following the PRISMA 2020 guidelines, with adaptations to meet the project's requirements. A total
of 27 articles focusing on neurological diseases linked to these systems and investigated in zebrafish
were selected. The results indicated that zebrafish have been widely used to study disease
progression, identify pathogenic mechanisms, and test potential treatments and drugs for human
neurological diseases, such as AD, PD, and HD. These findings emphasize the animal's potential
as a model in developing therapies and studying complex neurological diseases that impact society.

Keywords: Neurochemical systems; zebrafish; neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO

O Danio rerio (Hamilton, 1822) (Fig. 1), conhecido como zebrafish (em
portugués, peixe-zebra), um teledsteo tropical de 4gua doce da familia Cyprinidae, foi
introduzido na pesquisa biolégica por George Streisinger na década de 1980
(STREISINGER et al.,, 1981), consolidando-se como um modelo biolégico desde
entdo. Este modelo apresenta vantagens em relacdo aos modelos tradicionais, como
0S murinos, pois inclui a producdo de muitos embrides, transparéncia Optica durante
o desenvolvimento e genoma dipléide (DRAPER et al., 2004; HAFFTER et al., 1996;
MULLINS et al., 1994). Atualmente, o peixe destaca-se na investigacao de doencas
humanas devido ao seu alto grau de conservacdo na sequéncia de DNA, em que
pesquisas de sequenciamento demonstraram que para mais de 70% dos genes
humanos, existem genes correspondentes (ou ortdlogos) no genoma do peixe,
incluindo muitos associados a doencas neurodegenerativas (HOWE et al., 2013;
WASEL; FREEMAN, 2020; ZHU; GOODHILL, 2023).

Figura 1. Zebrafish. Fonte: Noren, M. Fishbase

A aplicacao do zebrafish na neurociéncia tem aumentado consideravelmente
nas ultimas décadas, devido a sua semelhanca com os humanos na morfologia do
sistema nervoso (HOWE et al., 2013; KOZOL et al., 2016a; POSTLETHWAIT et al.,
2000; SCHMIDT; STRAHLE; SCHOLPP, 2013). Com desenvolvimento rapido e vida
relativamente longa, o peixe € muito utilizado como modelo biolégico para mimetizar
diversos disturbios cerebrais humanos (KUIL et al., 2021; SHAHNAWAZ AHMED et
al., 2023). O animal atinge a maturidade sexual em 12 semanas e produz centenas
de embrides semanalmente, permitindo experimentos desde o estagio unicelular.

Neste estagio, o encéfalo do animal apresenta semelhancas estruturais e funcionais
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com o encéfalo de mamiferos, incluindo circuitos neurais e sistemas de
neurotransmissores conservados, tais como dopaminérgicos, serotoninérgicos,
colinérgicos, glutamatérgicos e GABAérgicos (KASLIN; PANULA, 2001; PANULA et
al., 2006; WASEL; FREEMAN, 2020).

O sistema nervoso de mamiferos e peixes teledsteos é dividido em duas
principais partes: o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico
(SNP) (CHIA et al., 2022). O SNC é responsével por processar e integrar informacoes,
enquanto o SNP conecta o SNC aos 6rgéaos e tecidos periféricos (SOUSA et al., 2017,
STEWART et al.,, 2014). Em vertebrados, incluindo os mamiferos e 0s peixes
teledsteos, grupo do qual o zebrafish faz parte, o SNC é subdividido em quatro
principais regides: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo (Fig. 2). Essas
divisbes desempenham fun¢Bes cognitivas, enddcrinas, homeostaticas e motoras
essenciais para o organismo (BLADER, 2000b; MUELLER; VERNIER; WULLIMANN,
2004; NELSON; GRANATO, 2022; PEARSON, 1991).

Mesencéfalo
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/Bult\
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Figura 2. Comparagdo anatdmica entre as principais estruturas do encéfalo humano e do
zebrafish, destacando semelhancgas entre as regifes encefélicas: telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo, rombencéfalo, bulbo olfatério e cerebelo. Imagem de autoria propria produzida
no software BioRender.

No zebrafish, algumas regides do encéfalo sdo organizadas de maneira
semelhante as dos mamiferos, mas outras apresentam diferencas anatdomicas
significativas devido a sua estrutura neural Unica (KALUEFF; STEWART; GERLAI,
2014a; ULLMANN et al., 2010). Por exemplo, o telencéfalo do peixe passa por um
processo de inversdo, em vez da evaginacdo observada em mamiferos e outros
vertebrados néo teledsteos. Essa inversao resulta em um telencéfalo invertido, com
regides homélogas a amigdala e ao hipocampo localizadas na superficie do encéfalo,

sob um uUnico ventriculo do telencéfalo, contrastando com os dois ventriculos laterais
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dos mamiferos (GANZ et al., 2012). O zebrafish possui tipos variados de células da
glia, tais como os astrocitos, micréglia e oligodendrécitos, desempenhando fungbes
semelhantes as observadas em mamiferos (CASANO; PERI, 2015; COSACAK et al.,
2019; LYONS; TALBOT, 2015; THAN-TRONG; BALLY-CUIF, 2015).

Essas semelhancas e diferencas tornam o zebrafish um modelo para estudar
doencas neuroldgicas. As técnicas de imagem e manipulacdo genética aplicadas ao
peixe permitem a visualizacdo e analise detalhada do SNC em desenvolvimento e em
adultos, facilitando a identificacdo de anomalias associadas a diversas doencas
(GHADDAR; DIOTEL, 2022; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014b; KOZOL et al.,
2016b). Embora o peixe-zebra ndo seja transparente em sua fase adulta, a alta
transparéncia dos embrides e larvas possibilita a observacdo direta de estruturas
encefalicas e o estudo das interacdes celulares e processos patolégicos em tempo
real (JACOBS; RYU, 2023; QUINLIVAN; FARBER, 2017). Assim, o zebrafish serve
como modelo para compreender as bases genéticas e funcionais das doencas
neuroldgicas, contribuindo para o avan¢o da neurociéncia e a descoberta de novas
terapias.

As doencas neuroldgicas representam um desafio para a sociedade, ndo
apenas devido ao sofrimento individual que causam, mas também pelo impacto social
e econdmico (KLEINMAN et al., 2016; LIMA et al., 2022). Disturbios tais como a
epilepsia, a doenca de Alzheimer (DA), a doenca de Parkinson (DP) e a doenca de
Huntington (DH) sdo algumas das condicfes neuroldgicas e psiquiatricas mais
comuns e debilitantes (DEUSCHL et al., 2020; SZOT, 2012). Neste sentido, existem
estudos com diferentes modelos experimentais que buscam entender a patogénese
de doencas neurodegenerativas. Para compreender os mecanismos associados as
doencas, é essencial explorar como diferentes sistemas neuroquimicos, tais como o
sistema purinérgico, o sistema colinérgico e a enzima Na*, K*-ATPase (NKA)
contribuem para a homeostase neural e para o desenvolvimento de distarbios
neuroldgicos utilizando o zebrafish como modelo experimental. Esses sistemas
desempenham papeis na neurotransmissao, na regulacao da excitabilidade neuronal
e na manutencgéo do equilibrio ibnico, todos fundamentais para o funcionamento do
sistema nervoso (BURNSTOCK, 2020; FEDOSOVA; HABECK; NISSEN, 2021,
MARTINEZ-MEZA et al., 2023).
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O sistema purinérgico (Fig. 3) € um sistema de biossinalizacdo composto por
nucleotideos e nucleosideos extracelulares, tanto purinicos quanto pirimidicos que
sdo resultantes da hidrélise por ectoenzimas e/ou pela liberagdo por canais
transportadores de membrana e que ativam o0s receptores purinérgicos
(BURNSTOCK, 2020; HUANG et al., 2021). Sistemas celulares, no geral, englobam
0os componentes do complexo de sinalizacdo purinérgica e a investigacao intensiva
concentra-se nos mecanismos subjacentes a liberagdo extracelular desses
nucleotideos e nucleosideos. Estudos recentes também abordam a fisiologia,
farmacologia e bioguimica associadas a sinalizacdo com a atencdo voltada para a
compreensao de patofisiologias e o potencial terapéutico dos que tem como alvo o
sistema purinérgico (CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021, PATRITTI-CRAM et al.,
2021; ZARRINMAYEH; TERRITO, 2020).

AP AP
E-NTPDase ‘ E-NTPDase E 5'-NT ® E-ADA

@ o @ e

ATP ADP ADO INO
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® \ \\ ' /
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Figura 3. Representagéo do sistema purinérgico, destacando o metabolismo de nucleotideos
de adenina mediado pelas ectonucleotidases: E-NTPDase, AP (fosfatase alcalina), E-5'-
nucleotidase e ectoadenosina desaminase (E-ADA), além da interacdo dos metabdlitos com
0s receptores purinérgicos das familias P2 (P2X e P2Y) e P1. Imagem de autoria propria
produzida no software BioRender.

Os nucleotideos e nucleosideos sdo as moléculas moduladoras do sistema
purinérgico. Em 1972, Geoffrey Burnstock revelou ndo apenas a acao da adenosina
trifosfato (ATP) como uma molécula sinalizadora, mas também a influéncia de seus
produtos adenilados, como: a adenosina difosfato (ADP), a adenosina monofosfato
(AMP), a adenosina (ADO) e a inosina (INO) (BURNSTOCK, 1972; 2020;
BURNSTOCK et al., 1970). A regulacéo desse sistema néo se limita aos derivados de
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nucleotideos purinicos, mas também ocorre pelos nucleotideos pirimidinicos, alguns
ligados a acucares, tais como a uracila trifosfato (UTP), a uracila difosfato (UDP), a
UDP-glicose, entre outros. Essas moléculas participam de uma variedade de
processos fisioldgicos e patofisioldgicos, como a sinaliza¢do neuronal, crescimento
neuritico, regulacdo da sobrevivéncia celular, DA, depressédo e distarbios do sono
(RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; RATHBONE et al., 1999; RIBEIRO et al., 2023). A
atividade de ectoenzimas, modula a concentracdo extracelular dos nucleotideos e
nucleosideos, que emergem como agonistas dos receptores purinérgicos
(BURNSTOCK, 1972; DI LIDDO; GOTTARDI, 2024; ZIMMERMANN, 2021).

A descoberta do papel sinalizador dos nucleotideos e nucleosideos levou a
identificacdo de receptores de membrana associados a essa sinalizagéo, conhecidos
como purinoreceptores. Burnstock, em 1976, foi pioneiro em descrevé-los e
posteriormente distingui-los em duas familias: a dos receptores P1, ativados
principalmente por ADO; e a familia dos receptores P2, ativados principalmente por
ATP e ADP (Al et al., 2023; BURNSTOCK, 1976, 2007). Os receptores P1 (A1, Aza,
Az2s e A3) sdo metabotropicos (acoplados a diferentes proteinas G) e respondem
principalmente a ADO, ativando vias especificas, tais como a inibicdo ou ativacdo da
adenilato ciclase e a ativacédo da fosfolipase C (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). O
receptor A1também é ativado pelo AMP, que se liga com afinidade semelhante a ADO
(RITTINER et al., 2012). Os receptores P2 incluem subtipos metabotrépicos (P2Y) e
ionotrépicos (P2X, canais idbnicos) que desencadeiam respostas variadas, como a
inativacdo da adenilato ciclase e a modulacdo de canais ibnicos nha membrana
plasmatica. O desenvolvimento de novas pesquisas revelou subtipos de receptores e
suas implicag@es fisiolégicas e patoldgicas (Al et al., 2023; DI LIDDO; GOTTARDI,
2024; ILLES et al., 2023). E toda essa complexidade reflete a diversidade funcional e
regulatoria do sistema purinérgico (BURNSTOCK, 2018; RALEVIC; BURNSTOCK,
1998; DI VIRGILIO; SARTI; COUTINHO-SILVA, 2020).

Ainda no ambito da sinalizacdo purinérgica, as ectoenzimas hidrolizam de
nucleotideos e nucleosideos e controlam a sinalizacdo gerada pelos mesmos. Essas
enzimas tem o seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular e se distribuem em
formas distintas, dentre eles destacam-se: as fosfatases alcalinas (AP, do inglés
alkaline phosphatase, EC 3.1.3.1) com isoformas tecido especificas que hidrolisam

sequencialmente NTPs até os seus respectivos nucleosideos; as ectonucleosideo
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trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases; EC 3.6.1.5) que catalisam a hidrdlise
sequencial de NTPs até os respectivos NMPs; as ecto-5’-nucleotidase (E-5-NT, EC
3.1.3.5) que realizam a hidrélise de NMPs aos seus respectivos nucleosideos; e as
ecto-adenosina desaminases (E-ADA, EC 3.5.4.4) que participam da desaminacéo
por hidrolise da ADO em INO (ATKINSON et al., 2006; CARDOSO; MANFREDI,
MACIEL, 2021; ZIMMERMANN, 2020, 2021). Essa rede enzimatica desempenha
papéis cruciais na manutencdo da homeostase celular e na resposta a estimulos
diversos tais como infeccdo e processos inflamatorios que podem ser desencadeados
por doencas neuroldgicas (CARDOSO; MANFREDI; MACIEL, 2021).

O SNC é composto pelo encéfalo, cerebelo e pela medula espinhal, enquanto
o SNP abrange todos os outros tecidos nervosos. O SNP é subdividido em sistema
nervoso auténomo (SNA), responsavel por processos involuntarios, e sistema nervoso
somatico (SNS), encarregado da interpretacdo sensorial e coordenacdo de
movimentos voluntarios. O SNA pode ainda ser dividido com base no seu sistema de
sinalizacdo: o sistema adrenérgico em que as respostas sdo baseadas a partir da
liberacdo de catecolaminas; e o colinérgico (Fig. 4) em que 0 neurotransmissor
acetilcolina (ACh) regula diversas funcbes cerebrais, incluindo processamento
sensorial, atencéo, sono, aprendizagem, memaria e excitacao ao ativar os receptores
muscarinicos (MAChR) e o0s nicotinicos (nAChR) (WAXENBAUM; REDDY;
VARACALLO, 2024; MARTINEZ-MEZA et al., 2023, ABREU-VILLACA; FILGUEIRAS;
MANHAES, 2011).

As enzimas colinesterases, tais como a acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7)
e a butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8), desempenham um papel crucial na
regulacao da sinalizacao colinérgica por meio da hidrolise da ACh em colina e acetato
(ABREU- VILLACA; FILGUEIRAS; MANHAES, 2011; ORHAN et al., 2018). AAChE é
uma enzima do tipo serina hidrolase, com sua expressdo em diferentes 6rgaos,
tecidos e tipos celulares. Sua atividade esta relacionada ao funcionamento neural,
para a regulacao de func¢des das células gliais, desempenhando um papel central na
propagacéao do potencial de acdo neuronal ao catalisar a hidrélise da ACh, inativando-
a e regulando a sua concentragédo (MEDINA-ORTIZ et al., 2023; ORHAN et al., 2018;
COLOVIC et al., 2013; LUQUE; MUNOZ-TORRERO, 2024; PEZZEMENTI; NACHON;
CHATONNET, 2011). Seu bloqueio abrupto € letal, e sua perda gradual leva a atrofia

de multiplos sistemas e outras condicbes, estando associada a deterioracao
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progressiva das func¢des cognitivas, autondmicas, neuromusculares e a doencas
neuroldgicas (SOREQ; SEIDMAN, 2001). A ACh modula respostas neuroquimicas no
sistema nervoso (QUINN, 1987) e a sua hidrélise também pode ser catalisada pela
BuChE, uma enzima com menor especificidade pelo neurotransmissor, presente
predominantemente no plasma sanguineo (LUQUE; MUNOZ-TORRERO, 2024;
SOREQ); SEIDMAN, 2001).
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Figura 4. Representacdo do sistema colinérgico, evidenciando a sintese, liberagdo e
degradacdo de acetilcolina (ACh), assim como a interagdo com receptores colinérgicos
nicotinicos (NAChR) e muscarinicos (MAChR). Imagem de autoria prépria produzida no
software BioRender.

A Na*, K*-ATPase, ou NKA (EC 7.2.2.13), € uma enzima pertencente a
superfamilia das ATPases do tipo P, responséavel pelo transporte assimétrico de 3 ions
Na*e dois K* através da membrana plasmatica na maioria dos eucariotos (Fig. 5). Ela
desempenha um papel fundamental na manutencdo do equilibrio ibnico celular e
participa diretamente do potencial de acdo e de repouso nos neurbnios, o que &
essencial para a excitabilidade elétrica de células nervosas e musculares, bem como
para o transporte ativo secundario. Além disso, a enzima cria um gradiente de Na*
que é utilizado por outros transportadores acoplados ao Na*, influenciando processos
como a extruséo de Ca?* (HORISBERGER, 2004; KAPLAN, 2002; GALVA; ARTIGAS;
GATTO, 2012).
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A NKA é composta por trés subunidades: a subunidade a, que possui quatro
isoformas (a1-4) (LINGREL et al., 2007) e € responsavel pela atividade catalitica e
pelo transporte de ions, a subunidade 3 com trés isoformas (1-3) que tem funcdo na
estabilizacdo e funcionalidade da enzima, e a subunidade reguladora y, ou FXYD
(CLAUSEN; HILBERS; POULSEN, 2017). No encéfalo humano, diferentes isoformas
da NKA interagem com proteinas da membrana, células adjacentes e participam de
cascatas de sinalizacdo para transmitir sinais intracelulares (SHRIVASTAVA,
TRILLER; MELKI, 2020). As membranas celulares de células do sistema nervoso
apresentam isoformas especificas como a a3 expressa exclusivamente em neurdnios,
a a2 em células da glia e a a1 expressa em ambos os tipos celulares (LARSEN;
STOICA; MACAULAY, 2016; MURATA et al., 2020) e essas caracteristicas conferem
a enzima a capacidade de gerar sinais especificos em diferentes tecidos e
organismos, o gue a torna um alvo para o estudo de doencas neurolégicas (LARSEN;
STOICA; MACAULAY, 2016).
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Figura 5. Representacdo da bomba de sédio e potédssio (Na*,K*-ATPase), demonstrando o
transporte ativo de ions: trés ions sodio (Na*) séo transportados do meio intracelular para o
extracelular enquanto dois ions potassio (K*) sdo transportados do meio extracelular para o
intracelular, utilizando energia proveniente da hidrélise de ATP. Imagem de autoria prépria
produzida no software BioRender.
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2. OBJETIVOS

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao sistematica sobre o
papel do zebrafish como modelo animal no estudo de doencas neuroldgicas, com foco
nos sistemas purinérgico, colinérgico e na enzima Na*,K*-ATPase (NKA) (Fig. 6). A
escolha desses temas baseou-se na relevancia de cada sistema para o entendimento
dos mecanismos moleculares associados a doenc¢as neuroldgicas. Embora ja existam
revisbes recentes que exploram o sistema purinérgico e sua relacdo com doencas
neurolégicas em zebrafish, e algumas revisdes abordem o sistema colinérgico no
contexto desse modelo, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que revisem
especificamente o papel da Na*,K*-ATPase em doencas neuroldgicas utilizando

zebrafish.

epilepsia doenca de Parkinson doenca de Alzheimer doenca de Huntington

Sistema Sistema
purinérgico colinérgico
BURNSTOCK, 2020 i MARTINEZ-MEZA et al. 2023

Na*, K*-ATPase

FEDOSOVA et al., 2021

Figura 6. Organograma evidenciando os objetivos do trabalho, que foi explorar as doencas
neurolégicas modeladas no zebrafish e como elas afetam a homeostase de sistemas
neuroquimicos, incluindo o sistema purinérgico, o sistema colinérgico e a enzima Na*,K*-
ATPase. As doencas abordadas incluem epilepsia, doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer e doenca de Huntington. Imagem de autoria propria.

Nesse sentido, este trabalho busca ndo apenas sintetizar e comparar informacoes
disponiveis sobre os sistemas purinérgico e colinérgico, mas também preencher a
lacuna de conhecimento sobre a NKA nesse contexto. A proposta desta revisdo é
evidenciar como esses sistemas influenciam o desenvolvimento, a progressao e as

possiveis abordagens terapéuticas em humanos, destacando as contribuicdes do
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zebrafish como modelo para estudos de doencas neurolégicas e avancando na

compreensao de mecanismos ainda pouco explorados na literatura.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo empregou uma abordagem adaptada de revisédo sistematica da
literatura, utilizando como referéncia o guia Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analysis (PRISMA) 2020, que oferece diretrizes para revisdes e
meta-analises por meio de um checklist composto por 27 itens e um fluxograma de
quatro etapas. As recomendacdes do protocolo foram seguidas, adaptadas as
exigéncias do projeto e divididas em quatro fases principais: 1) selecdo de bases de
dados e termos de busca; 2) triagem com os critérios de inclusédo e exclusao; 3) coleta

de dados dos artigos selecionados; e 4) analise e interpretacdo dos dados coletados.

3.1. SELEC}AO DE BASES DE DADOS E TERMOS DE BUSCA

Para a busca de dados, foram escolhidas plataformas de acesso aberto e
institucional que possibilitam a pesquisa por palavras-chave e a delimitacao temporal.
As consultas nas plataformas de dados ocorreram semanalmente, durante o més de
setembro de 2024. As plataformas selecionadas foram PubMed, Scopus e Periddicos
Capes. Para a selecdo dos estudos relacionados a interagdo entre zebrafish e os
aspectos neurologicos de interesse, incluindo o sistema purinérgico, colinérgico e a
NKA, foram definidos os seguintes termos de busca:

1) Zebrafish + neurological diseases
2) Zebrafish + purinergic system

3) Zebrafish + cholinergic system
4) Zebrafish + Na*, K*-ATPase

3.2. TRIAGEM - CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram considerados estudos em inglés, que apresentassem o0s termos de
busca no titulo, resumo ou palavras-chave. O periodo de publicacdo dos artigos nao
foi limitado, uma vez que o estudo se trata de uma revisao especifica, na qual foram
utilizados tanto artigos pioneiros quanto pesquisas recentes, com énfase nos estudos
atuais. A inclusao de artigos mais antigos foi considerada relevante para compreender
a evolucédo do campo e estabelecer uma base solida do que foi descrito. Apds essa
triagem inicial, os resumos foram revisados e 0s estudos selecionados com base no

tema pesquisado para garantir a relevancia do estudo.
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2.3. COLETA DE DADOS
Apés a leitura detalhada dos resumos, os estudos selecionados foram
completamente revisados para extrair informagoes relevantes, tais como obijetivo,

principais resultados e outros aspectos destacados.

2.4. ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS COLETADOS

Na ultima etapa, os dados foram submetidos a uma andlise critica, buscando
reunir o conhecimento presente nos estudos, identificar concordancias e divergéncias,
e destacar areas que necessitam de maior investigacdo. As informacfes foram
apresentadas de forma textual, sintetizando os principais topicos abordados nas

pesquisas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado da selecdo, andlise e interpretacdo dos dados, foram
selecionados 27 artigos cientificos norteadores a partir das bases de dados
previamente determinadas (Tabela 1, Anexo I). Durante o processo de triagem foram
utilizados os filtros de pesquisa das bases de dados para excluir artigos que eram
revisbes cientificas e entdo foi realizada uma analise dos titulos e resumos que
apareciam repetidos em diferentes bases de pesquisa. No total, foram encontrados
495 artigos relacionados ao zebrafish e doencas neurolégicas publicados desde 1999
(Figura 7A), 60 artigos sobre zebrafish e o sistema purinérgico desde 2004 (Figura
7B), 210 artigos envolvendo zebrafish e o sistema colinérgico desde 2000 (Figura 7C)
e 168 artigos relacionando zebrafish e NKA desde 1996 (Figura 7D).

Apos a selecao inicial, os artigos foram analisados e os principais topicos foram
categorizados: zebrafish e doencas neurolégicas, doencas neuroldgicas relacionadas
ao sistema purinérgico em zebrafish, doencgas neuroldgicas relacionadas ao sistema
colinérgico em zebrafish, doencas neuroldgicas relacionadas a NKA em zebrafish.
Para a sintese dos resultados, além dos artigos selecionados nas plataformas, foram
consultadas outras referéncias que complementaram e subsidiaram a interpretacéo
dos dados, proporcionando uma visdo mais esclarecedora sobre o papel do zebrafish
no estudo de doencas neurolégicas. Este processo garantiu que as informacdes
fossem organizadas de maneira clara, faciltando a compreensdo dos sistemas

estudados no contexto das neuropatologias abordadas.
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Figura 7. Distribuicdo temporal do nimero de publicagdes cientificas relacionadas ao uso do
zebrafish nos diferentes contextos do estudo: (A) zebrafish e doengas neuroldgicas (1999-
2024), (B) zebrafish e sistema purinérgico (2004-2024), (C) zebrafish e sistema colinérgico
(2000-2024) e (D) zebrafish e Na*, K*-ATPase (1996-2024). Os dados foram obtidos a partir
de buscas realizadas nas bases de dados determinadas.

22



3.1. ZEBRAFISH E DOENCAS NEUROLOGICAS
3.1.1. Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva e irreversivel, sendo um
dos tipos de deméncia mais comuns que acometem a sociedade, marcada por um
inicio gradual que leva a perda de memoéria e multiplos déficits cognitivos (KNOPMAN
et al., 2021). Sob o aspecto neuropatoldgico, observa-se uma atrofia cortical difusa,
acompanhada de placas senis, novelos neurofibrilares, degeneragdes granulo-
vacuolares e perda neuronal. O acumulo de proteina S-amiloide nas placas senis e a
fosforilacdo anormal da proteina tau nos novelos neurofibrilares sdo marcas
histolégicas da doenca (LANE; HARDY; SCHOTT, 2018; MASTERS et al., 2015). As
manifestacbes clinicas incluem perda progressiva da memobria episédica e
comprometimento das funcdes executivas. Além disso, ativacdo da glia e processos
inflamatorios contribuem para a progressdo da doenca (REF). Essas alteracfes
resultam em perda sinaptica e morte neuronal, especialmente em regiées como o
cortex cerebral, hipocampo e cértex entorrinal, frequentemente associadas ao
envelhecimento (KNOPMAN et al., 2021).

A utilizacdo do zebrafish como modelo para o estudo da DA apresenta
vantagens significativas, como apresentado por Musa; Lehrach & Russo (2001), pois
nesse modelo foram identificados dois homologos da proteina precursora da f3-
amiloide (APP), denominados appa e appb, com cerca de 70% de similaridade com a
APP humana. Cerca de 10% dos casos de DA estdo associados a mutacdes
autossdmicas dominantes em trés genes, dentre eles, o gene humano da proteina
precursora da B-amiloide (HsAPP) (MURPHY; LEVINE, 2010). Essa similaridade
permite a investigacdo de mecanismos patolégicos da DA no modelo animal e a
expressao de appa e appb permite o estudo da progressao da doenca, possibilitando
a avaliacao dos efeitos de mutacdes associadas e a sua contribui¢éo para a formacao
de placas amiloides.

O papel da proteina tau no zebrafish, cuja agregacdo € um marcador
caracteristico da DA (MURALIDAR et al., 2020), foi investigado por Wu et al., (2016).
Os autores implementaram um sistema de expressdo de proteinas de fusdo GFP
(Green Fluorescent Protein) de tau de zebrafish e humana, o que permitiu a
visualizagao direta dos efeitos neurotoxicos da proteina em neurénios. Um sistema de

monitoramento em tempo real possibilitou a avaliacdo da morte celular induzida pela
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tau-GFP, que é um aspecto central na patologia da DA. Os resultados também indicam
que fatores de sinalizacdo como Bcl2-L1, que atua como um antiapoptoético e o Nrf2,
que atua na defesa contra o estresse oxidativo, podem proteger células neuronais da
morte induzida pela tau-GFP, sugerindo que 0 peixe ndo apenas serve como um
modelo para estudar a neurodegeneracédo, mas também como uma plataforma para a
triagem de agentes neuroprotetores. Essa abordagem pode levar a descoberta de
novas intervencgdes terapéuticas que mitiguem os efeitos neurotdxicos da tau.

Além disso, estudos sobre déficits de memodria em peixe-zebra, como o
realizado por Bortolotto et al., (2015), mostram que a escopolamina, um antagonista
do mAChR, prejudica o processamento da memoria, refletindo aspectos da cognicao
que podem ser explorados em modelos de DA. O uso de tarefas de esquiva inibitoria
para avaliar a memoria em zebrafish adultos demonstrou a aplicabilidade desse
modelo para investigar funcdes cognitivas e comportamentais associadas a doenca.
A capacidade de quantificar a laténcia de resposta dos peixes em um ambiente
controlado forneceu uma métrica objetiva para avaliar a eficacia de potenciais
tratamentos. Portanto, o animal ndo apenas representa uma ferramenta na pesquisa
de biomarcadores da DA, mas também na avaliacdo de intervencdes que possam
melhorar a memoria e a funcdo cognitiva, se destacando na compreensdo e no

tratamento da DA.

3.1.2. Doenga de Parkinson

A DP é um distarbio progressivo relativamente comum, que afeta uma
significativa parcela da populacdo caracterizada pela presenca de bradicinesia e
outras caracteristicas motoras cardinais e que ao longo do tempo, pode resultar em
incapacidades severas. A gravidade dos problemas motores resistentes ao
tratamento, assim como os sintomas ndo motores associados, contribuem para um
aumento consideravel na deficiéncia geral. Embora o diagnéstico clinico da DP
dependa da presenca de caracteristicas motoras, muitos sintomas ndo motores, tais
como alteracBes cognitivas e emocionais, também séo relevantes e podem impactar
de maneira significativa na qualidade de vida dos pacientes (DAVIE, 2008; HAYES,
2019)

Os principais tracos neuropatoldgicos da DP incluem a perda neuronal de

neurdnios dopaminérgicos em areas especificas da substancia negra, responsavel
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pela producdo de dopamina, e a acumulacédo de a-sinucleina em neurénios, levando
a formacéo dos corpos de Lewy. E importante ressaltar que a degeneragdo neuronal
na DP ocorre de forma seletiva em determinados tipos de neurbnios em regides
especificas do encéfalo e que embora esses tracos nao sejam exclusivos da doenca,
guando considerados em conjunto, essas duas caracteristicas neuropatologicas séo
essenciais para um diagnoéstico definitivo (DICKSON, 2018). Os mecanismos
moleculares que estdo por trds da patogénese da DP envolvem varias outras vias,
incluindo a fungdo mitocondrial, o estresse oxidativo, a homeostase do calcio, o
transporte axonal e a neuroinflamacéo (DEXTER; JENNER, 2013; ZENG et al., 2018).

Os modelos de zebrafish ttm se mostrado fundamentais para o estudo da DP,
sendo o transtorno de movimento mais investigado nesse organismo (BARNHILL;
MURATA; BRONSTEIN, 2020; BRINEZ-GALLEGO et al., 2023; DOYLE; CROLL,
2022). Neste contexto, Lam; Korzh & Strahle, (2005) e McKinley et al., (2005)
utilizaram neurotoxinas tais como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP)
para induzir a DP em peixes-zebra em diferentes estagios do seu desenvolvimento. O
MPTP é conhecido por causar a perda de neurdnios dopaminérgicos e provocar
parkinsonismo resultando em uma diminuicdo dos niveis de dopamina, norepinefrina
e serotonina, além de comprometimentos na motilidade das larvas do peixe (OMAR,;
KUMAR; TEOH, 2023). Assim, o uso desse modelo tem permitido a observacéo de
disfun¢cbes motoras, tais como a reducéo da velocidade de natacdo e comportamentos
de natacdo anormais, que sdo andlogos a bradicinesia observada em pacientes
humanos.

Além dos modelos induzidos por neurotoxinas, também existem modelos
transgénicos de zebrafish que expressam genes mutados, imitando formas
autossdmicas dominantes ou recessivas da DP como visto em FETT et al., (2010).
Esses modelos tém sido usados na triagem de novos compostos terapéuticos, tanto
para formas hereditarias quanto idiopaticas da doenga. A pesquisa continua a focar
em entender como diferentes intervengdes podem influenciar a progresséo da DP,
incluindo a utilizacéo de tratamentos que tém mostrado resgatar a perda de neurdnios
dopaminérgicos e melhorar a atividade locomotora, simulando os efeitos da doenca
em humanos. Essa abordagem integrada entre modelos experimentais e
farmacoldgicos € uma ferramenta para o desenvolvimento de novas terapias e

intervencdes para melhorar a qualidade de vida dos pacientes com DP.
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3.1.3. Epilepsia

A epilepsia € um disturbio neurolégico complexo e incapacitante, caracterizado
por convulsGes recorrentes devido a atividade elétrica anormal no encéfalo. Os
mecanismos patolégicos sédo diversos e multifacetados, incluindo fatores genéticos,
moleculares e estruturais. Afetando mais de 70 milhdes de pessoas globalmente, essa
condicdo traz consequéncias neurologicas, cognitivas, psicolégicas e sociais
significativas, e afeta todas as faixas etarias. A incidéncia apresenta um padrao
bimodal, com picos em criancas e idosos, devido a maior frequéncia de acidentes
vasculares cerebrais, doencas neurodegenerativas e tumores nos adultos mais
velhos. Além disso, o tratamento da epilepsia € um desafio, pois, embora muitos
pacientes consigam controlar as convulsdes com medicamentos, cerca de um tergo
permanece resistente ao tratamento, demandando a investigacdo de novos modelos
experimentais e abordagens terapéuticas (BEGHI, 2020; MOSHE et al., 2015)

Pesquisas sugerem que a neuroinflamag¢ao desempenha um papel significativo
na epileptogénese, especialmente em casos de epilepsia pés-traumatica (LI et al.,
2023; SUN et al., 2021; VEZZANI; BALOSSO; RAVIZZA, 2019). O fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), uma citocina pré-inflamatéria, tem sido associado ao aumento
da suscetibilidade a convulsdes. Niveis elevados de TNF-a parecem intensificar a
atividade convulsiva, e estudos sugerem que sua supressao pode reduzir a frequéncia
de convulsbes, apontando para o TNF-a como um alvo terapéutico em potencial
(ARULSAMY; SHAIKH, 2020). Além disso, o0 estresse oxidativo, particularmente
envolvendo a formacao de peroxinitrito (ONOO"), contribui para a progressdo da
epilepsia. A presenca elevada desse composto esta associada a danos neuronais em
encéfalos epilépticos, e a sua inibicdo poderia atenuar tais danos, sugerindo um papel
promissor para marcadores de estresse oxidativo no diagnostico e tratamento da
epilepsia (OLOWE et al., 2020).

Para estudar esses mecanismos, 0 zebrafish € importante pois permite a
criacado de modelos especificos para disturbios genéticos relacionados a epilepsia. No
caso da sindrome de Dravet, uma forma grave de epilepsia infantil causada por
mutacdes no canal de sodio voltagem dependente Navl.1 (SCN1A). Neste caso foi
observado que mutantes de peixe-zebra para o gene scnla mostram déficits similares

aos de humanos, como alta sensibilidade a anticonvulsivantes e resisténcia a
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tratamentos. E nesse estudo a transparéncia optica do peixe em estagio larval permite
0 uso de técnicas de imagem para estudar a dinamica cerebral em tempo real e
acompanhar a atividade de células individuais durante as convulsdes (BARABAN;
DINDAY & HORTOPAN, 2013) .

Além dos modelos genéticos, o zebrafish também é amplamente utilizado em
estudos de epilepsia induzida por substancias quimicas, como o pentilenotetrazol
(PTZ), acido cainico e pilocarpina, que desencadeiam convulsdes de forma controlada
e permitem a investigacdo de déficits cognitivos e comportamentais (CHITOLINA et
al., 2023; HEYLEN et al.,, 2021). Estudos como os de Baraban et al., (2005) e
Bertoncello & Bonan, (2023) demonstram que o peixe-zebra exibe sintomas como
ansiedade, disfuncéo social e déficits de memoéria apds convulsées induzidas por PTZ,
assim como as comorbidades observadas em pacientes humanos. Esses modelos
permitem avaliar os efeitos de medicamentos antiepilépticos, que, embora revertam
as convulsées, podem prejudicar fungbes cognitivas, tais como aprendizado e
memoéria. Dado os fatos discutidos, esse peixe € um sistema para o estudo dos
mecanismos fisiopatol6gicos da epilepsia e para a triagem de novos agentes
terapéuticos que possam ajudar no controle das crises epilépticas resistentes aos

tratamentos convencionais.

3.1.4. Doenga de Huntington

A DH é um disturbio neurodegenerativo hereditario, causado por uma expansao
andmala de repeticbes CAG (citosina-adenina-guanina) no gene huntingtin (HTT),
localizado no cromossomo 4 em humanos. Essa mutacdo resulta na producdo da
proteina huntingtina mutante (mHTT), que perturba uma série de process os celulares
essenciais para o funcionamento do sistema nervoso. A degeneragao progressiva
causada pela mHTT afeta principalmente as regides do corpo estriado e do cortex
cerebral, levando a déficits motores, comprometimento cognitivo e sintomas
psiquiatricos debilitantes. Portanto, a DH € uma doenca que afeta a qualidade de vida
dos pacientes e apresenta desafios terapéuticos consideraveis (TABRIZI et al., 2020;
TABRIZI; GHOSH; LEAVITT, 2019)

O mecanismo fisiopatolégico da DH envolve uma complexa interagdo de
processos moleculares e celulares. Entre os principais estéo a disfungédo mitocondrial,

que leva a um aumento do estresse oxidativo e danos neuronais, e a desregulacéao
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transcricional, em que a mHTT interfere nos processos normais de transcricdo génica,
contribuindo para a morte neuronal ao inibir a atividade mitocondrial (GUEDES-DIAS
et al., 2016). Além disso, a mHTT induz a formacdo de agregados proteicos que
comprometem a proteostase celular, resultando em apoptose. Outro fator relevante é
a excitotoxicidade, em que a mutacdo prejudica o transporte axonal e aumenta a
excitabilidade dos neurdnios, exacerbando a perda celular (JAROSINSKA; RUDIGER,
2021; LU; PALACINO, 2013). Esses mecanismos em conjunto resultam na
progressiva perda de neurénios e no quadro clinico caracteristico da doenca.

O peixe-zebra é amplamente utilizado para estudar a DH devido as suas
caracteristicas genéticas e fisiolégicas que se assemelham as humanas (DAS;
RAJANIKANT, 2014; KUMAR; SINGH; SINGH, 2021; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA,
2018). A expressao do gene HTT no zebrafish é homdloga a humana, com 70% de
identidade na sequéncia de aminoacidos da proteina, como visto por Karlovich et al.,
(1998). Essa similaridade faz com que o zebrafish seja uma ferramenta para investigar
0s mecanismos moleculares da DH e avaliar novas abordagens terapéuticas.

Diversas abordagens experimentais no peixe tém revelado aspectos
importantes da DH. Modelos com knockdown do HTT, como exemplificado por
Lumsden et al., (2007), mostram fendtipo com desenvolvimento prejudicado,
apresentando olhos pequenos, cabeca subdesenvolvida, pigmentacdo atrasada e
sangue hipocrémico. Essas observacdes reforcam o papel fundamental do gene na
regulacdo do desenvolvimento e homeostase celular. Além disso, o peixe-zebra
também foi utilizado para investigar o papel de fatores neurotréficos, como o BDNF
(fator neurotréfico derivado do encéfalo), cuja deficiéncia esta associada a apoptose
neuronal em modelos da DH (DIEKMANN et al., 2009). Com esses resultados, o
peixe-zebra se posiciona como um modelo capaz de auxiliar os estudos dos
mecanismos fisiopatolégicos da DH e também na identificacdo de potenciais alvos

terapéuticos para realizacdo de triagens de novos medicamentos.

3.1.5. Outras doencas neuroldgicas

O peixe-zebra também se destaca como modelo na investigagdo e modulagéo
de outras doencas, tais como a esquizofrenia, a hidrocefalia, etc. A esquizofrenia é
uma doenca mental complexa, caracterizada por disfungcdes cognitivas,

comportamentais e emocionais que impactam os individuos e a sociedade (OWEN,;
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SAWA; MORTENSEN, 2016). Clinicamente, a doenca € marcada por trés grupos de
sintomas: positivos, tais como alucinacdes e delirios, relacionados a disfuncédo na
neurotransmissdo dopaminérgica; negativos, tais como o isolamento social e a
afetividade reduzida, e sintomas cognitivos, incluindo déficits de atencdo e
aprendizado, associados a desequilibrios corticais entre excitacdo e inibicdo
(STEPNICKI; KONDEJ; KACZOR, 2018). A doenca pode ser induzida no zebrafish
através do uso de antagonistas do receptor NMDA, que participa da transmisséo
singptica e plasticidade neuronal e em processos da patogénese da doenca
(BENVENUTTI et al., 2022). Além disso, substancias psicoativas como anfetaminas
foram usadas para desencadear comportamentos esquizofrénicos no zebrafish,
demonstrando mudancas na locomocao, agressividade e memaria (NITA et al., 2023).

A hidrocefalia, caracterizada pelo acumulo anormal de liquido cefalorraquidiano
(LCR) nos ventriculos cerebrais, também tem sido estudada em modelos de peixe-
zebra (LIU et al., 2007; TENG et al., 2011). Essa condicdo pode ser congénita ou
adquirida e afeta tanto criancas quanto adultos. Sua fisiopatologia envolve a
interrupcdo da homeostase do LCR, causada por obstru¢cdes ao fluxo, pulsos
cerebrais disfuncionais ou mecanismos de transporte de agua alterados. Em casos
adquiridos, tais como os poés-hemorragicos e pos-infecciosos, a inflamacéo
desempenha um papel importante, mediada por citocinas reguladas pelos receptores
Toll-like e células imunes, levando a hipersecrecdo de LCR e danos ependimarios
(KARIMY et al., 2020). No zebrafish, a indugdo da hidrocefalia pode ocorrer por
mutacBes genéticas que afetam o desenvolvimento do sistema ventricular cerebral.
Exemplos incluem a mutacdo no gene BPix, que compromete a estabilidade
cerebrovascular e leva a padrdes vasculares imaturos, causando hidrocefalia e
hemorragias cranianas (LIU et al., 2007). Além disso, mutacdes em genes como
ccdc57, que afetam a batida coordenada dos cilios nas células ependimarias,

impedem o fluxo adequado do LCR, resultando em hidrocefalia (XIE et al., 2023).

3.2. DOENCAS NEUROLOGICAS RELACIONADAS AO SISTEMA PURINERGICO
EM ZEBRAFISH

O sistema purinérgico, composto por purinoceptores e enzimas
metabolizadoras de nucleotideos e nucleosideos, desempenha um papel fundamental

no SNC do peixe-zebra, sendo amplamente descrito no animal e estudado devido a
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sua implicacdo em varias doencas neurologicas (RAHBAR; PAN; JONZ, 2016;
ZIMMERMANN et al., 2017). Essas desordens incluem a DA, DP, epilepsia e
esquizofrenia, onde a sinalizacdo purinérgica participa diretamente com fatores
patologicos alterando a sua homeostase e participando ativamente da progressao
dessas doencas (NABINGER; ALTENHOFEN; BONAN, 2020). O zebrafish expressa
varios receptores e enzimas purinérgicas que replicam de forma proxima a
complexidade do sistema purinérgico em mamiferos (RICO et al., 2003). Isso inclui a
presenca de receptores tais como os P2X1, P2X2, P2X3, P2X5, P2X7 e os P2Y1,
além dos receptores A1, Acae Azs (BOEHMLER et al., 2009), e enzimas tais como as
E-NTPDases, E-5-NT e E-ADA (ROSEMBERG et al., 2010; SENGER et al., 2004).
Essa similaridade estrutural e funcional torna o peixe-zebra uma plataforma para o
estudo de intervencgdes terapéuticas voltadas para disturbios neurol6gicos humanos.

Estudos tém demonstrado que a modulacdo da sinalizacdo de ADO pode
prevenir déficits cognitivos induzidos por escopolamina em zebrafish, sugerindo que
a ADO é uma via importante para a prevencdo de comprometimentos cognitivos
(ABDELKADER et al., 2015; BORTOLOTTO, 2015). No contexto da DA, a ADO tem
papel como neuromodulador regulando a excitabilidade neuronal e a homeostase ao
ativar os receptores adenosinérgicos (WOODS et al., 2016). Em zebrafish, foi
observada uma superexpressdo dos receptores purinérgicos de ADO, Axa,
acompanhada pela reducao da expressdo de outros genes relacionados a doenca,
como o HsAPP, apds exposicdo a cafeina, um antagonista ndo seletivo dos receptores
de ADO (ABDELKADER et al., 2015). Esses achados abrem caminho para
investigacdes sobre o uso de antagonistas de adenosina como potenciais terapias
para retardar o declinio cognitivo.

Na DP, a interacé@o entre o sistema purinérgico e o sistema dopaminérgico &
crucial, especialmente pela relacdo entre os receptores Axa € 0S receptores de
dopamina D2. A ativagao dos receptores Aza, que aumentam a producdo de AMP
ciclico (CAMP), inibe a sinalizacéo dos receptores D2, que reduzem a producéao de
CAMP e, por sua vez, a ativacdo dos receptores D2 reduz a acdo dos A2a (GLASER et
al., 2020). Em modelos de zebrafish com DP mimetizada pela administracao de MPTP,
o tratamento com a cafeina demonstrou efeitos protetores, prevenindo a perda de
expressao dos transportadores de dopamina (BOEHMLER et al., 2009). Esse efeito

sugere que a modulacdo do sistema purinérgico, particularmente através do
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antagonismo dos receptores Aza, pode mitigar os sintomas motores tipicos da DP,
destacando a importancia do sistema purinérgico como alvo terapéutico para o
tratamento da doenga.

A epilepsia, outro disturbio neuroldgico significativo, é caracterizada por crises
recorrentes e esta relacionada a desequilibrios na neurotransmissao excitatéria e
inibitéria (BEGHI, 2020). A ADO, nesse contexto, € considerada um anticonvulsivante
enddgeno, e sua atuacdo ocorre principalmente através do receptor A1 que quando
ativado inibe a liberacdo de glutamato e outros neurotransmissores excitatorios,
reduzindo a excitabilidade neuronal ao inibir a producdo de cAMP. Além disso, a
ativacdo do receptor A1 também pode aumentar a liberacdo do GABA e de outros
neurotransmissores inibitérios. Modelos de convulsdo em peixe-zebra, como o
apresentado por Menezes et al., (2018), reforcam essa ag¢ao anticonvulsivante da
ADO, com evidéncias de que a modulacéo do receptor purinérgico pode estabilizar a
atividade neuronal, reduzindo a frequéncia de crises. Além disso, o estudo de Brillatz
et al., (2018) aponta que a INO, metabdlito da ADO, também possui propriedades
anticonvulsivantes ao interagir com os receptores A1, contribuindo para estratégias de
manejo de crises epilépticas.

No caso da esquizofrenia, a pesquisa de Seibt et al., (2015) evidenciou que a
administracéo de haloperidol, um antipsicoético tradicional, reduz a atividade da enzima
E-ADA, resultando em niveis aumentados de ADO. Esse efeito parece contribuir com
os efeitos do medicamento, ja que niveis elevados de ADO tém sido associados a
melhora dos sintomas psicoticos da doenca. No entanto, sdo necessarios mais
estudos para determinar se essas alteracdes purinérgicas poderiam ter efeitos
adversos em longo prazo. Em suma, o uso do peixe-zebra como modelo para o estudo
de doencas neurolégicas associadas ao sistema purinérgico oferece uma perspectiva
promissora para a identificacdo de novas terapias. A capacidade desse organismo em
replicar respostas neuroldgicas observadas em mamiferos possibilita a exploracéo de
agentes farmacoldgicos que modulam a sinalizac&o purinérgica, visando o tratamento
de desordens neurolégicas complexas, tais como a DA, a DP, a epilepsia e a

esquizofrenia.
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3.3. DOENCAS NEUROLOGICAS RELACIONADAS AO SISTEMA COLINERGICO
EM ZEBRAFISH

O sistema colinérgico é essencial para a regulacdo da neurotransmisséo e,
portanto, € intimamente relacionado com fun¢bes cognitivas, motoras e
neuroprotetoras. A sinalizacéo colinérgica € majoritariamente mediada pela ACh, um
neurotransmissor que ativa dois tipos principais de receptores: os nAChR e os
MAChR, expressos em varias regides do SNC (WAXENBAUM; REDDY;
VARACALLO, 2024). As vias colinérgicas do peixe-zebra sdo anélogas as dos
humanos, permitindo a avaliacdo de deficiéncias cognitivas e o teste de potenciais
intervencdes terapéuticas (MUELLER; VERNIER; WULLIMANN, 2004). A
identificagdo de neurdnios colinérgicos no SNC é bem estabelecida, e essa
informacao tem sido crucial para o estudo de doencas neuroldgicas relacionadas ao
sistema colinérgico, tais como a DA, DP e DH.

O estudo de Mans et al., (2019) com o peixe-zebra mostra que a ativacdo dos
receptores colinérgicos esta envolvida nos processos de aprendizagem e memoria,
fundamentais para o desempenho cognitivo, ao induzirem a fosforilagdo de proteinas
chave, tais como a glicogénio sintase quinase-3p (GSK3p) e a quinase ERK1/2, que
sdo envolvidas na plasticidade sinaptica. Essas alteracdes moleculares promovem a
formacdo e a manutencdo de circuitos neurais responsaveis pela consolidacdo da
memodria. A sinalizacdo mediada por ACh também exerce um papel neuroprotetor em
areas cerebrais, tais como o telencéfalo, também devido a fosforilacdo de GSK3 e a
ERK1/2, que tém funcdes cruciais na protecdo do encéfalo contra eventos
neuropatogénicos.

Além das doencas neuroldgicas, o sistema colinérgico em peixes teledsteos
também foi investigado em relacdo a exposicdo a agentes neurotéxicos por Rico et
al., (2006). A exposicdo cronica ao etanol em peixes-zebra levou a alteracbes
duradouras na atividade da colina acetiltransferase (ChAT), e ao aumento do estresse
oxidativo no encéfalo. Esses efeitos levaram a uma menor sintese de ACh, que é
associado a deficiéncias neurocomportamentais sdo fatores importantes para
compreensdo dos mecanismos da deméncia alcodlica, uma condi¢do caracterizada
por disfun¢des no sistema colinérgico.

Como apresentado por Clemente et al., (2004), durante o desenvolvimento

embrionario do peixe-zebra, 0s genes colinérgicos sao expressos de forma dinamica
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na medula espinhal e sua regulacdo € fundamental para a formacdo dos circuitos
neurais. Conforme o desenvolvimento avanca, a expressao desses genes € regulada
negativamente, sugerindo que o sistema colinérgico tem um papel importante na
formacao de redes neuronais no encéfalo. Esse processo pode ser perturbado em
doencas neurodegenerativas, onde ha uma perda progressiva de neurdnios
colinérgicos e disfuncdo nos circuitos cerebrais responsaveis pela memoria e
aprendizado.

Estudos demonstraram que a manipulacdo genética de peixes-zebra pode
levar a agregacao de proteinas, tais como a mHTT na DH (SIDIK; ANG; POULADI,
2020) e a a-sinucleina na DP (LOPEZ et al., 2022), isso leva a degeneracao neuronal
por meio de varias modificacbes nos genes envolvidos na sintese, liberacéo,
degradacdo e receptores de ACh. Essas caracteristicas patoldgicas sdo observadas
tanto da DH quanto da DP, podendo ter um papel na producéo de enzimas-chave para
a progressao das doencas, na desregulacdo da homeostase celular e na ativacéo de
mecanismos inflamatérios.

O mapeamento detalhado do sistema colinérgico no encéfalo adulto do peixe-
zebra é um passo crucial para entender o desenvolvimento e a manutencdo do
sistema nervoso. Esse mapeamento revelou a presenca de neurénios ChAT-positivos
em varias regibes do encéfalo, incluindo o telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo. Essas areas sao responsaveis por fungdes motoras e cognitivas, e sua
andlise detalhada pode fornecer informacdes sobre os mecanismos relacionados as
disfuncbes no sistema colinérgico associadas as doencas neurolégicas (MUELLER,;
VERNIER; WULLIMANN, 2004). Em resumo, o peixe-zebra € um modelo amplamente
usado para estudar as doencas neuroldgicas relacionadas ao sistema colinérgico que
€ um alvo farmacol6gico para o desenvolvimento de novos tratamentos para doencas
tais como a AD, a DP e a DH, e a pesquisa com modelos de zebrafish tem o potencial

de aprimoramento das atuais abordagens terapéuticas.

3.4. DOENCAS NEUROLOGICAS RELACIONADAS A NA* K*-ATPASE (NKA) EM
ZEBRAFISH

A NKA, também conhecida como bomba de sddio e potassio, € uma enzima de
membrana que desempenha um papel fundamental no transporte ativo de ions,

essencial para a manutencdo do potencial de repouso das células. Em cada ciclo
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catalitico, a NKA move trés Na* para fora da célula e dois K* para dentro contra o
gradiente de concentracdo. Esse processo €é crucial para a homeostase celular, pois
mantém o equilibrio osmdtico, regula o volume celular e estabelece um gradiente
eletroquimico necessario para diversas func¢des celulares, incluindo a excitabilidade e
a sinalizag&o dos neuronios (HORISBERGER, 2004; KAPLAN, 2002). Em modelos de
zebrafish, a NKA tem se mostrado conservada em relacdo aos seres humanos, com
algumas isoformas desempenhando funcdes especificas no encéfalo (RAJARAO et
al., 2001; SHU et al., 2003)

MutagOes ou deficiéncias em certas isoformas da NKA, especialmente na
subunidade a3, foram associadas a condic6es neuroldgicas tais como a distonia-
parkinsoniana de inicio rapido (RDP) e a hidrocefalia por Doganli et al., (2013). Esse
estudo indica que a falta de atividade adequada da bomba pode provocar
desequilibrios ibnicos significativos, afetando a excitabilidade neuronal e resultando
em disturbios neuroldgicos. A deficiéncia de NKA no zebrafish afeta diretamente o
desenvolvimento cerebral, levando a dilatacdo dos ventriculos cerebrais e problemas
de motilidade embrionaria. Esses problemas sdo observados em mutantes com
reducdo na expressao da isoforma a3, nos quais se nota acumulo de LCR, o que
prejudica o desenvolvimento cerebral e a resposta a estimulos sensoriais. A dilatacéo
ventricular em zebrafish, semelhante a hidrocefalia em humanos, € uma condicéo
estudada quanto a regulacao dos fluidos e na manutencédo da funcao cerebral. Ja em
condicdes neurolédgicas especificas tais como a RDP, mutacdes no gene ATP1A3
(gene que codifica a isoforma a3) s&o responsaveis por sintomas motores que
envolvem tremores e disturbios de equilibrio nos humanos. No zebrafish, a reducéo
da expressdo de ATP1A3 tem mostrado resultados semelhantes, sugerindo que esse
organismo modelo pode ser util para o estudo de mecanismos subjacentes a
disturbios neurologicos para a RDP (Doganli et al., 2013).

Além disso, a NKA desempenha um papel crucial no controle do influxo de
Ca?*, pois regula a concentracdo de Na® intracelular. Esse gradiente de Na* é
essencial para o funcionamento do trocador sodio-calcio (NCX), que extrai Ca?* da
célula. Quando a NKA é comprometida, o0 acimulo de Na* reduz a eficiéncia do NCX,
levando ao aumento dos niveis intracelulares de Ca2* (GALVA; ARTIGAS; GATTO,
2012). O estudo de Saito, (2010) aponta que a regulacédo da NKA por proteinas como

a fxyd11, especifica de células das branquias de zebrafish com alta quantidade de
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mitocondrias, pode influenciar a captacdo de Ca?*. Essa regulagéo € essencial para a
manutencao do equilibrio i6nico e do funcionamento neuronal, tornando o zebrafish
um modelo relevante para o estudo de doencas relacionadas ao desequilibrio i6nico,
tais como a DA, em que o Ca?" ativa vias apoptéticas; a DP, em que o acumulo de
Ca?* causa estresse oxidativo e morte celular; e a epilepsia em que alteracdes nos
canais de calcio podem desencadear hiperexcitabilidade neuronal.

Outro aspecto relevante € a funcdo da NKA em astrdcitos, onde essa enzima
também tem o papel de regular a concentracéo intracelular de Ca2* em conjunto com
o NCX. Em zebrafish, uma mutacdo que leva a deficiéncia da expresséo de ATP1A2,
gene que codifica a isoforma a2 da NKA, nos astrocitos esta associada a uma redugao
nos niveis de proteinas ligadoras de Ca2*, como a parvalbumina Doganli et al., (2012).
Isso pode resultar em uma menor capacidade de tamponamento de Ca2* nos
neurdnios e, consequentemente, maior suscetibilidade a crises epilépticas, ja que o
seu acumulo pode resultar em hiperexcitabilidade, ilustrando o papel critico da NKA
na homeostase neuronal.

A relevancia da NKA na esquizofrenia também tem sido explorada. No estudo
de Seibt et al., (2012) onde o peixe-zebra € exposto ao antagonista do receptor NMDA,
o MK-801, para modelar a esquizofrenia, observa-se uma reducdo na atividade da
NKA. Esse tipo de resultado sugere uma possivel ligacdo entre a funcdo da NKA e
distarbios cognitivos, o0 que destaca o animal como modelo para investigar
tratamentos que regulam a funcdo dessa enzima. Em resumo, os modelos de
zebrafish tém sido fundamentais para entender o papel da NKA em varias doencas

neurolégicas.
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4. CONCLUSOES

Como resultado da revisao bibliografica foi possivel compreender que o uso do
zebrafish como modelo experimental para investigar doencas neurolégicas oferece
uma perspectiva inovadora e relevante para a neurociéncia. A analise dos estudos
revelou que o0s sistemas purinérgico e colinérgico desempenham funcdes
fundamentais na regulagédo de processos moleculares e celulares relacionados a
patologias neurodegenerativas, como DA, DP, DH e epilepsia. Esses sistemas estao
diretamente envolvidos na modulacdo da neurotransmissdo, inflamacdo e
homeostase celular, aspectos cruciais para a compreensao das bases fisiopatoldgicas
dessas doencas. A revisdo também permitiu identificar uma lacuna na literatura
quanto ao papel especifico da NKA em doencas neuroldgicas modeladas no zebrafish.
Esse trabalho contribui para preencher essa lacuna ao destacar a relevancia dessa
enzima na manutencdo do potencial de membrana e no transporte de ions, processos
que, quando desregulados, podem levar a altera¢des cognitivas e motoras.

Além disso, foi possivel confirmar que o zebrafish apresenta vantagens como
modelo animal, devido a sua conservagdo genética e funcional com o0s seres
humanos, além das diversas outras vantagens relacionadas ao seu uso. Essas
caracteristicas reforcam a aplicabilidade do modelo no estudo de mecanismos
moleculares, identificacdo de novos alvos terapéuticos e avaliagdo de intervencdes
farmacoldgicas. Os resultados apresentados também indicam que a modulacdo dos
sistemas purinérgico e colinérgico, assim como a manutencao adequada da NKA, sdo
essenciais para a compreensdo de alteragbes cognitivas e motoras. Portanto, o
zebrafish se consolida como uma ferramenta de grande aplicabilidade para o estudo
de doencas neuroldgicas desde seus mecanismos basicos até possiveis abordagens

terapéuticas.
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ANEXO |

Tabela 1. Artigos selecionados para a revisdo bibliografica, com base em pesquisa
sistemética, destacando os objetivos, resultados principais e aspectos relevantes de cada

estudo.

Principais resultados Outros aspectos destacados

Autor/ano Titulo Objetivo
Effect of éaficing on Alzhaimers Estudar o efelto_ reguladqr da cafeina
molecular factors in correlation &, 9€N€S felagonatios.a deenca de
Abdelkader Alzheimer (APP, Psen1, Psen2,

with involved cell communication
systems in developing zebrafish
Danio rerio

etal (2015) ApoE, Sorl1) e nos receptores de
adenosina (AR) e dopamina (DR) no

zebrafish em desenvolvimento

Pentylenetetrazole induced Démonstiar s staitoiss

Baraban et  changes in ze;b_raflsh behavior, Pentilenotetrazole (PTZ) em larvas
al (2005) neural activity and c-fos
2 de zebrafish
expression
Drug screening in Scnia Caracterizar mutantes de Nav1.1
Baraban et zebrafish mutant identifies (scnilLab) em zebrafish, identificados
al (2013) clemizole as a potential Dravet originalmente em uma triagem de

syndrome treatment mutagénese quimica

Verificar o papel da modulacéo de
adenosina no desenvolvimento de

Bertoncello The effect of adenosine signaling crises e no comprometimento

& Bonan on memory impairment induced cognitivo induzidos por
(2023) by pentylenetetrazole in zebrafish pentylenetetrazol (PTZ) em
zebrafish.
Caracterizar os receptores de
Identification of zebrafish A2 adenosina A2 (adora2a.1,
Boehmler et adenosine receptors and adora2a.2, adora2b) no zebrafish e
al (2009) expression in developing investigar seu papel na protecéo

embryos contra os efeitos neurotdxicos do

Investigar os efeitos da
administracdo aguda de cafeina, ZM
241385, DPCPX, dipiridamol e EHNA

Modulation of adenosine
Bortolotto et signaling prevents scopolamine-

al (2015) inducedcognitive impairmentin  em um modelo de comprometimento
zebrafish cognitivo farmacologico induzido por
escopolamina em zebrafish adultos
Fabianisk basatenincationiar Identificar m.etabolltos.secundanos
: o : neuroativos da microalga
Brillatz et al the antiseizure nucleoside S
. : ¢ Skeletonema marinoi usando um
(2014) inosine from the marine diatom

bioensaio em zebrafish para avaliar

Skeletonema marinoi S : :
atividades anticonvulsivas

Analisar o sistema
colinérgico/cholinoreceptivo do

A cafeina reduziu a expressao de genes
relacionados a DA e influenciou os
receptores de adenosina e dopamina,
sugerindo que pode proteger contra a DA
via vias amiloides e sistemas AR e DR

O PTZ induz convulsées em zebrafish e os
animais mostraram mudancas
comportamentais, eletrograficas e
moleculares, que foram bloqueadas por
antagonistas de receptores de glutamato e
drogas antiepilépticas, como valproato e
diazepam

A expressao de scnilLab mostrou-se
reduzida e a andlise de microarranjos
revelou uma pequena fracdo de genes
diferencialmente expressos (3%) e a
auséncia de mudancas compensatérias na
expressao de outros subunidades scn

Os agonistas dos receptores de ADO:
Valproato, CPA e EHNA, mostraram efeitos
anticonvulsivos e preveniram o
comprometimento da meméria induzido
pela exposicdo ao PTZ. Os pré-tratamentos
com DPCPX, ZM 241385 e dipiridamol
preveniram o comprometimento da
memoria sem alterar a locomogao

Foram identificados trés genes de
receptores A2 no zebrafish, que
compartilham alta identidade com os
receptores de mamiferos. Os receptores A2
foram expressos principalmente no sistema
nervoso central. A cafeina demonstrou ser
neuroprotetora contra os efeitos do MPTP
em embribes de zebrafish

Esses compostos preveniram a amnésia
induzida pela escopolamina sem impactar
a atividade locomotora ou a interacéo
social

O extrato metandlico de S. marinoi
apresentou significativa atividade
anticonvulsiva, com a inosina, um agonista
do receptor de adenosina, sendo
identificada como o principal composto
ativo

Cholinergic elements in the
Clemente et zebrafish central nervous system:
al (2004) Histochemical and
immunohistochemical analysis

A coloragéo por AChE foi mais abundante e
amplamente distribuida em comparacao
com a imunorreatividade da ChAT, com

diferencas notaveis na distribuicado em

sistema nervoso central (SNC) do
zebrafish, utilizando imuno-
histoquimica para a colina
acetiltransferase (ChAT) e

histoquimica para a
acetilcolinesterase (AChE)

Investigar o papel da isoforma
a2Na*/K*-ATPase em zebrafish,
analisando sua expressdo em
musculos estriados e as
consequéncias de seu knockdown
nas fungées musculares e cardiacas

; The a2Na'/K™-ATPase is critical
for skeletal and heart muscle
function in zebrafish

Doganli et a
(2012)

varias regides do SNC

A a2Na*/K*-ATPase esta associada a
musculos estriados; seu knockdown causa
despolarizacao do potencial de membrana
em repouso, respostas mecano-sensoriais
anomalas, reducdo da frequéncia cardiaca

e perda de simetria no tubo cardiaco. A

deficiéncia em a2Na*/K*-ATPase e o

knockdown do trocador Na*/Ca?* indicam
interaces importantes entre essas
proteinas

Todos os genes testados ja estdao
expressos em estagios iniciais do
desenvolvimento, e o zebrafish se
mostrou um modelo promissor para
estudos moleculares da DA

A expressdo de c-fos foi aumentada
em estruturas do SNC dos zebrafish
expostos ao PTZ, e o modelo zebrafish
oferece uma alternativa poderosa para
estudar convulsées e epileptogénese

A dieta cetogénica, o diazepam, o
valproato, o brometo de potassio e o
stiripentol atenuaram a atividade
convulsiva dos mutantes; outros sete
medicamentos antiepilépticos ndo
tiveram efeito

Os resultados reforcam os efeitos
anticonvulsivos da sinalizacdo de
adenosina e apoiam a ideia de que o
envolvimento da adenosina nos
processos de memoria pode ser um
alvo para estratégias preventivas
contra o comprometimento cognitivo
associado a epilepsia

Os receptores de adenosina A2 no
zebrafish podem ser alvos promissores
para o desenvolvimento de terapias
para a doenca de Parkinson

Esses dados apoiam a hipétese de que
a sinalizacao da adenosina pode
modular o processamento da memoria
na doenca de Alzheimer

A metodologia usada inclui a triagem
baseada em zebrafish e a
fracionamento guiado por bioensaios

Observou-se uma distribuicao
substancialmente diferente da ChAT e
AChE entre zebrafish e outras espécies
de peixes, o que pode ser relevante
devido ao uso do zebrafish como
modelo animal genético ou de
desenvolvimento

A a2Na*/K*-ATPase é essencial para
as fungbes musculares esqueléticas e
cardiacas em zebrafish, evidenciando a
complexidade das interacoes proteicas
em desenvolvimento muscular
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Objetivo

Principais resultados Outros aspectos destacados

Autor/ano Titulo
a3Na+/K+-ATPase deficiency
Doganli etal causes brain ventricle dilation
(2013)
zebrafish
Feetetal Parkin Is Protective against
(2010) Proteotoxic Stress in a
Transgenic Zebrafish Model
Characterization of the
Karlovich et Huntington's disease (HD) gene
al (1998) homolog in the zebrafish Danio
rerio
Caiistar Zebrafish embryos are
(2005) susceptible to the dopaminergic
neurotoxin MPTP
A New Zebrafish Model to
Lopez et al 3
Measure Neuronal a-Synuclein
(2022) 2
Clearance In Vivo
Huntingtin-deficient zebrafish
Lumsden et 028 S E
exhibit defects in iron utilization
al (2007)
and development
Cholinergic Stimulation of the
Adult Zebrafish Brain Induces
Mans et al Phosphorylation of Glycogen
(2019) Synthase Kinase-3 B and
Extracellular Signal-Regulated
Kinase in the Telencephalon
. Neuroprotection of MPTP-
MeKinley.et induced toxicity in zebrafish
al (2005) d : ?
opaminergic neurons
Transient Disruption of
e feishe S Duig
al (2014) ryogenesis 1rigg -

epileptic Phenotype in Adult
Zebrafish

em Danio rerio e comparar aspectos

Investigar o papel da subunidade a3

do Na*/K*-ATPase (ATP1A3) no
desenvolvimento cerebral e na

ortélogos Atp1a3a e Atp1a3b

Estudar a funcéo da proteina parkin

bioquimicos e funcionais do parkin
zebrafish com o humano

Identificagc@o e caracterizagdo do
homoélogo do gene da doenga de
Huntington no zebrafish

Examinar os efeitos do MPTP, seu

O knockdown de Atp1a3a ou Atp1a3b

causa dilatacdo dos ventriculos cerebrais,

provavelmente devido a desequilibrios
idnicos que resultam em acuimulo de

liquido cefalorraquidiano. A dilatacao dos

and abrupt embryonic motility in motilidade em zebrafish, examinando ventriculos cerebrais € acompanhada por
as consequéncias do knockdown dos

despolarizagcdo dos neurdnios Rohon-
Beard da medula espinhal em embrides
knockdown de Atp1a3a, sugerindo uma
excitabilidade neuronal comprometida

O knockdown de parkin em zebrafish ndo
causou alteragdes morfologicas ou

comportamentais significativas e ndao houve

perda de neurdnios dopaminérgicos.
Zebrafish com superexpressao de parkin

foram mais protegidos contra morte celular

induzida por estresse proteotoxico

O gene homologo da doencga de Huntington

(HD) foi identificado no zebrafish,
codificando uma proteina com 70% de
identidade ao huntington humano

O estudo revelou que a exposicdo ao

modo de acédo proposto, e elucidaro MPTP em embries de zebrafish reduziu os

potencial homélogo dos nticleos

neurdnios dopaminérgicos no diencéfalo,

dopaminérgicos do mesencéfalode sugerindo uma homologia funcional com os

mamiferos por meio de sua funcéo
no zebrafish

Desenvolver modelos de zebrafish
expressando a a-sinucleina humana
(a-SYN) wildtype e a mutante A53T

e investigar os mecanismos e a
cinética de agregacédo e degradacéo
da a-SYN in vivo

Explorar os papéis da proteina
Huntingtin (Htt) analisando os efeitos
da deficiéncia no desenvolvimento
embrionario de zebrafish

Explorar os eventos intracelulares
que mediam processos colinérgicos
no cérebro de zebrafish
Investigar o papel da fosforilagdo de
GSK3B e ERK1/2 em processos
cognitivos de zebrafish.

Demonstrar o efeito do MPTP em
neurdénios dopaminérgicos de larvas
de zebrafish

Investigar os efeitos da interrupgéo
temporaria da sinalizacao
adenosinérgica durante o

desenvolvimento embrionario do
zebrafish, bloqueando os receptores

de adenosina adorat, adora2aa e

adora2ab, e analisar a
suscetibilidade a convulsées durante
as fases larval e adulta

nucleos dopaminérgicos do mesencéfalo
de mamiferos

Os modelos de zebrafish reproduzem
caracteristicas de sinucleinopatias, como
agregacao de a-SYN, defeitos
mitocondriais, obstrucéo de trafego celular
e morte neuronal elevada. A proteina a-
SYN foi fusionada ao marcador Dendra2,
permitindo analises da cinética de
degradacédo da a-SYN wildtype e A53T in
vivo

A reducao da expressédo de Hit em
zebrafish resultou em varios defeitos de
desenvolvimento, incluindo sangue
hipocrémico devido a diminuicéo da
produgdo de hemoglobina, apesar da
presenca de ferro nas células sanguineas.
Aumento dos transcritos do receptor de
transferrina 1 indicou uma possivel
diminuicdo dos niveis de ferro

A estimulagao colinérgica com carbacol no
cérebro de zebrafish induziu a fosforilagdo
de GSK3B e ERK1/2 no telencéfalo

A toxicidade induzida pelo MPTP em
neur6nios dopaminérgicos de zebrafish foi
prevenida por inibidores da MAO-B, do
transportador de dopamina e pela
inativacdo do gene DAT

O bloqueio dos transcritos adora2aa e
adora2aa + adoraZ2ab aumentou a
mortalidade e causou altas taxas de
malformacées. Além disso, na fase adulta,
os animais mostraram uma laténcia
reduzida para atingir estagios avancados
de convulsées, sugerindo maior
suscetibilidade

Os resultados ressaltam a importancia

da a3Na*/K*-ATPase no
desenvolvimento cerebral e na

motilidade dos zebrafish, associando
pela primeira vez a deficiéncia dessa

proteina a dilatacé@o dos ventriculos
cerebrais

Parkin em zebrafish funciona como

uma proteina responsiva ao estresse,

protegendo as células de morte
induzida

O zebrafish pode ser utilizado como um
sistema conveniente e econémico para

estudar a patogénese da doenca de
Parkinson e testar estratégias
terapéuticas potenciais

A eliminagcao adequada da a-SYN

toxica é essencial para a homeostase

celular e a sobrevivéncia neuronal

Os resultados sugerem que a

perturbacdo da funcdo normal de Htt na

via do ferro, possivelmente causada
pela expansao do trecho de
poliglutamina, pode contribuir para a
patologia da doenca de Huntington
(HD), especialmente em relacéo a
especificidade neuronal

Eventos intracelulares estdo

associados a processos cognitivos em

zebrafish, similar ao que ocorre em
mamiferos

O efeito do MPTP nos neurdnios

dopaminérgicos de larvas de zebrafish

€ mediado pelos mesmos caminhos
demonstrados em espécies de
mamiferos

A interrupcdo temporaria dos
receptores adenosinérgicos durante o
desenvolvimento embrionario afetou a
sobrevivéncia e a morfologia. Efeitos

de longo prazo no desenvolvimento
neural aumentaram a vulnerabilidade a
convulsées na fase adulta
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Autor/ano Titulo Objetivo

Principais resultados Outros aspectos destacados

Documentar o sistema colinérgico
central do zebrafish usando métodos
imunohistoquimicos para visualizar a
enzima sintetizadora de acetilcolina,

ChAT

The adult central nervous
cholinergic system of a
neurogenetic model animal, the
zebrafish Danio rerio

Mueller et al
(2004)

Distinct expression patterns of  Identificar homologos do gene APP

Musa etal two zebrafish homologues of the (precursor da proteina amiloide
(2001) human APP gene during humana) em zebrafish no seu estado
embryonic development larval
. ATP and ADP hydrolysis in brain Relatar as propriedades enzimaticas
Rico et al g
membranes of zebrafish (Danio da NTPDase em membrana
(2003) 2 i
rerio) cerebrais de zebrafish
Méthafiol alters 6clo: Testgr'o efeito agudo do mefanol na
: . atividade da ecto-nucleotidase
Rico et al nucleotidases and x i
2006 Icholinest - brafish (NTPDase, ecto-5'-nucleotidase) e
( ) acetyicholines grase.mzedrale da acetilcolinesterase (AChE) no
brain 3
cérebro de zebrafish
Identification of zebrafish Investigar os mecanismos
FXYD11a protein that is highly moleculares de regulagdo da Na*-K*-
Saito (2010) expressed in ion-transporting ATPase nas células ricas em
alo epithelium of the gill and skin and mitocondrias (MRCs) de zebrafish de
its possible role in ion agua doce, identificando as proteinas
homeostasis FXYD expressas nessas células
Investigar a influéncia de
medicamentos antipsicéticos nos
o T efeitos da administracdo de MK-801,
Seibeta MK-801 alters Na', K'-ATPase 5 droga que imita as mudancas
elzme2 a activity gnd oxnfjétlve status in bioquimicas observadas na
( ) zebrafish b’i‘"-, re(;/ersaﬂ by esquizofrenia, sobre a atividade da
antipsychotic drugs Na“®, K*-ATPase e alguns parametros
de estresse oxidativo no cérebro de
zebrafish
Investigar os efeitos de antipsicoticos
. tipicos e atipicos sobre as atividades
Investigation into effects of 3 3
5 2 : das enzimas ectonucleotidases e da
Seibt et al antipsychotics on < x
3 . adenosina deaminase (ADA) no
(2015) ectonucleotidase and adenosine s
5 3 2 cérebro do zebrafish, bem como
deaminase in zebrafish brain g i x
analisar os padrées de expressao
génica relacionados
oz Huntingtin confers fitness but is Inyestigara fun;ao da prqtema HTL
Sidik et al ot embivenically essential n no desenvolvimento pés-natal
(2020) zebranfllsh i yelo ment usando um modelo de zebrafish com
veon knockout constitutivo de HTT
Multiple signaling factors and  Elucidar os mecanismos pelos quais
Wu et al drugs alleviate neuronal death a proteina tau causa
(2016) induced by expression of human neurodegeneracao em modelos

and zebrafish tau proteins in vivo transgénicos de zebrafish

Campos terminais positivos para ChAT
foram encontrados em varias areas,
incluindo o nticleo supracomissural do
telencéfalo, o nucleo pré-tectal superficial e
os lobos facial, glossofaringeo e vagal

Foram identificados dois homélogos do
gene APP: o appa e appb. Os genes
mostraram um alto grau de identidade com
o APP humano

O estudo demonstrou a presenca de uma
NTPDase em membranas cerebrais de
zebrafish, que € dependente de cations,

com atividade maxima para a hidrolise de
ATP e ADPempHentre 75e 8,0, ea

37°C. A enzima mostrou-se insensivel a
inibidores classicos de ATPase, como
ouabaina, mas foi inibida pela azida de

sodio

O metanol causou diminuicoes
significativas na hidrolise de ATP e ADP,
além de inibir a atividade da AChE em
concentracdes de 0,25% a 1,0%, enquanto
a atividade da ecto-5'-nucleotidase néo foi
alterada

A imunofluorescéncia dupla mostrou que
zFxyd11 é abundante nas MRCs ricas em
Na*-K*-ATPase (NaK-MRCs), e uma
analise de proximidade in situ demonstrou
sua associagdo proxima com a Na*-K*-
ATPase. A expressao de zfxyd11 foi
detectavel a partir de 1 dia pos-fertilizagao
e variou em resposta a mudancas nas
concentragdes idnicas ambientais. O
knockdown de zFxyd11 resultou em um
aumento significativo no niimero de células
positivas para Na*-K*-ATPase na pele
larval

O tratamento com MK-801 reduziu
significativamente a atividade da enzima, e
todos os antipsicoticos testados impediram
esses efeitos. O tratamento agudo com MK-

801 nao alterou as espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio, mas aumentou os
niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) em comparacéo
com os controles. Antipsicéticos como
sulpirida, olanzapina e haloperidol
impediram o aumento de TBARS causado
pelo MK-801

O tratamento com haloperidol reduziu a
hidrélise de ATP. Os antipsicéticos
sulpirida e olanzapina néo alteraram as
atividades das ectonucleotidases e ADA. O
haloperidol também reduziu a transcricao
de mRNA para os genes entpd2_mq,
entpd3 e adal

Em adultos, os knockouts mostraram
reduc&o significativa no tamanho corporal e
na aptiddo fisica em comparacéo a
hemizigotos e peixes selvagens

A expressao de tau-GFP em embrides de
zebrafish causou neurotoxicidade
significativa, mas fatores de sinalizagdo e
compostos neuroprotetores preveniram a
morte neuronal

Algumas populagbes colinérgicas no
telencéfalo ventral e no nicleo reticular
superior do istmo sdo homdlogas aos
sistemas ativadores ascendentes de
mamiferos

O metanol inibiu a expresséo de
transcritos de NTPDase1 e NTPDase2,
sugerindo que os efeitos inibitérios
observados nas enzimas podem
contribuir para os eventos
neurodegenerativos induzidos pelo
metanol no cérebro de zebrafish

Os resultados sugerem que zFxyd11
pode regular a capacidade de
transporte das NaK-MRCs modulando
a atividade da Na*-K*-ATPase, além
de estar envolvido na regulagédo da
homeostase de fluidos corporais e
eletrolitos

Os resultados sugerem que o dano
oxidativo pode ser um mecanismo
envolvido na reducao da atividade da
NKA induzida pelo MK-801. Este
estudo apresenta parametros que nao
haviam sido testados anteriormente
neste modelo animal, indicando que o
zebrafish pode contribuir para fornecer
informacdes sobre tratamentos
potenciais e caracteristicas da doenca

O sistema purinérgico pode ser um
alvo dos efeitos farmacoldgicos
promovidos pelo haloperidol,
possivelmente relevante para o
tratamento de disturbios psicéticos

O modelo de zebrafish permite estudar
afuncdo da HTT em fases mais
avancadas do desenvolvimento

Este sistema pode servir como uma
plataforma eficiente de imagem in vivo
para a descoberta de novos
medicamentos contra tauopatias
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