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RESUMO 

O peixe zebra é um pequeno teleósteo que vem sendo considerado um modelo ideal 
para estudos de numerosas doenças humanas. Estudos demonstraram que muitos 
genes deste peixe são similares ao de mamíferos, inclusive humanos. Evidências 
têm indicado o importante papel desempenhado pelo ATP e a adenosina no sistema 
nervoso central (SNC). O neurotransmissor ATP é armazenado de forma vesicular e 
liberado na fenda sináptica, onde pode agir em receptores específicos localizados na 
membrana celular. A inativação do sinal mediado pelo ATP extracelular é realizada 
por uma família de enzimas denominadas ectonucleotidases, incluindo as 
NTPDases (nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5´-nucleotidase. Estas 
enzimas são responsáveis pelo catabolismo extracelular do neurotransmissor ATP 
até adenosina. Estudos do nosso laboratório demonstraram a presença de 
ectonucleotidases como as NTPDases e a ecto-5´-nucleotidase no SNC de 
zebrafish. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito in vivo da exposição 
subcrônica (96 horas) ao arsênio sobre a atividade das NTPDases e ecto-5’-
nucleotidase em cérebro de peixe zebra, além de avaliar as alterações 
comportamentais induzidas pelo arsênio nesta espécie. Quanto aos parâmetros 
comportamentais, houve uma diminuição na atividade locomotora de animais 
submetidos a 5 mg/L de arsênio (30,5%) quando comparado com o grupo controle, 
sendo que não houve alteração na distância percorrida durante 5 minutos de 
análise. Durante 5 minutos de avaliação comportamental, não foram observadas 
alterações na  velocidade média e no ângulo do nado dos peixes em todas as 
concentrações testadas de arsênio (0,05 mg/L, 5 mg/L e 15 mg/L). O tempo gasto no 
terço superior do tanque não foi alterado entre os grupos testados com diferentes 
concentrações de arsênio. O tempo gasto na zona média do tanque diminuiu 
significativamente nas concentrações de  0,05 mg/L (55%), 5 mg/L (62%) e 15 mg/L 
(62%) quando comparado ao grupo controle. Além disso, o tempo gasto na zona 
inferior foi significativamente maior (28%) apenas no grupo tratado com 5 mg/L 
arsênio quando comparado ao controle. Houve uma diminuição significativa na 
hidrólise de ATP na presença de 0,05 mg/L (37,6%), 5 mg/L (34,8%) e 15 mg/L 
(30,6%) de arsênio quando comparado ao controle. O efeito inibitório também foi 
observado sobre a hidrólise do ADP nas concentrações de 0,05 mg/L (25%), 5 mg/L 
(38%) e 15 mg/L (41%) quando comparado ao controle. Com relação a atividade da 
5’-nucleotidase, uma redução na hidrólise do AMP foi promovida pelo arsênio nas 
concentrações de 50 mg/L (37,7%), 5 mg/L (26,7%) e 15 mg/L (35 %).  Os 
resultados demonstraram que as alterações sobre ectonucleotidases após 
tratamentos com arsênio podem ser um dos fatores envolvidos nos efeitos 
neurotóxicos e comportamentais induzidos por este contaminante no sistema 
nervoso central. 

 

 

 

 

 
 
 
 
Palavras chaves: arsênio, ectonucleotidases, peixe zebra, nucleosídeo trifosfato 
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ABSTRACT 

The zebrafish is a small teleost that has been considered an ideal model for studying 
many human diseases. Studies have shown that many genes are similar to 
mammals’, including humans. Evidence has indicated the important role played by 
ATP and adenosine in the central nervous system (CNS). The neurotransmitter ATP 
is stored in a vesicular manner and released into the synaptic cleft, where it can act 
on specific receptors located in the cell membrane. The inactivation of the signal 
mediated by extracellular ATP is performed by a family of enzymes called 
ectonucleotidases, including NTPDases (nucleoside triphosphate difosfohydrolases) 
and ecto-5'-nucleotidase. These enzymes are responsible for the extracellular 
catabolism of the neurotransmitter ATP to adenosine. Studies from our laboratory 
showed the presence of ectonucleotidases, such as NTPDases and ecto-5'-
nucleotidase in the CNS of zebrafish. The objective of this study was to investigate 
the in vivo effects of subchronic exposure (96 hours) to arsenic on NTPDases and 
ecto-5'-nucleotidase activities in zebrafish brain and to evaluate the behavioral 
changes induced by arsenic in this species. For the behavioral parameters, there 
was a decrease in locomotor activity of animals exposed to 5 mg/L arsenic (30.5%) 
when compared with the control group whereas there were no changes in the 
distance traveled during 5 minutes of analysis. During 5 minutes of behavioral 
assessment, no significant changes were observed in mean speed and in absolute 
turn for all arsenic concentrations tested. The time spent in the upper tank was not 
changed between the groups tested with different arsenic concentrations. The time 
spent in the middle of the tank significantly decreased at 0.05 mg/L (55%), 5 mg/L 
(62%) and 15 mg/L (62%) when compared to control group. Moreover, the time spent 
in the lower region is significantly higher (28%) only in the group treated with 5 mg/L 
arsênio when compared to control. There was a significant decrease in ATP 
hydrolysis in the presence of 0.05 mg/L (37.6%), 5 mg/L (34.8%), and 15 mg/L 
(30.6%) arsenic when compared to control. The inhibitory effect was also observed in 
ADP hydrolysis at 0.05 mg/L (25%), 5 mg/L (38%) and 15 mg/L (41%) when 
compared to control. Regarding to 5'-nucleotidase activity, a reduction in AMP was 
promoted by arsenic 0.05 mg/L (37.7%), 5 mg/L (26.7%), and 15 mg/L (35%). The 
results demonstrated that changes on ectonucleotidases after arsenic treatments can 
be one of the factors involved in behavioral and neurotoxic effects induced by this 
contaminant in the central nervous system. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Keywords: arsenic, ectonucleotidases, zebrafish, nucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase, locomotor activity.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Problemática ambiental  

 Teoricamente a população humana na terra continuará a aumentar o que 

poderá acarretar conseqüências danosas para o meio ambiente. A população 

humana atual está consumindo os recursos mais rapidamente do que eles são 

regenerados pela biosfera e, ao mesmo tempo, produzindo dejetos em proporções 

que ameaçam a qualidade do meio ambiente (RICKLEFS, 1996). A poluição 

ambiental causada por resíduos de metais pesados é muito relevante pelo seu 

amplo uso em processos industriais e agrícolas, sendo que muitos efluentes chegam 

ao meio ambiente sem qualquer tratamento (KUNO et al., 1999; SCHERER et al., 

2003). A contaminação dos alimentos, água e ar com estes poluentes tornaram-se 

iminentes e, conseqüentemente, efeitos adversos são inevitáveis em humanos, 

plantas e animais, onde um dos grupos mais atingidos são os peixes (MACHADO et 

al. 2002). Vários ecossistemas importantes estão localizados no ambiente aquático, 

que ocupa cerca de 70% da superfície global. O desenvolvimento tecnológico tem 

causado um crescente conflito porque, enquanto a água representa a fonte vital para 

a vida, é também um veículo para o transporte e diluição de diversos compostos 

tóxicos (SCHNURSTEIN & BRAUNBECK, 2001). Neste contexto, diversas 

estratégias têm sido adotadas para analisar o potencial risco de poluição aquática 

para a saúde humana ou para a fauna que habita estes corpos aquáticos. Níveis 

seguros de diversos poluentes têm sido estabelecidos em diferentes países, 

representando a máxima concentração de uma determinada espécie química, que é  
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considerada não-tóxica para humanos e/ou outras fontes de vida (SCHNURSTEIN & 

BRAUNBECK, 2001). 

 

1.2. Arsênio 

 O arsênio existe na natureza numa variedade de formas químicas, incluindo 

espécies orgânicas e inorgânicas, como resultado de sua participação em 

complexos biológicos, processos químicos e algumas aplicações industriais, como 

na manufatura de vidros, materiais semicondutores e fotocondutores, entre outros 

(STUMMEYER et al, 1996). O arsênio também pode ser obtido como subproduto da 

fundição e queima de combustíveis fósseis e produção de pesticidas acumulando-se 

no solo e sendo absorvido por grãos vegetais e organismos marinhos (KUROSAWA 

et al., 2008; SMITH et al., 2008). 

 Os altos níveis de toxicidade do arsênio são muito bem conhecidos, pois 

compostos de arsênio são facilmente absorvidos, tanto oralmente quanto por 

inalação, sendo a extensão da absorção dependente da solubilidade do composto 

(DEMESMAY et al, 1994). 

 Uma longa exposição a compostos inorgânicos de arsênio, através da água 

de beber, pode conduzir a várias doenças tais como: conjuntivite, hiperqueratose, 

hiperpigmentação, doenças cardiovasculares, distúrbios no sistema nervoso central 

e vascular periférico, câncer de pele e gangrena nos membros (CHEN E WANG, 

1990; EPA, 1984; YU, 1999). O efeito tóxico das espécies de arsênio depende, 

principalmente, de sua forma química. O arsênio em águas naturais pode ocorrer 

como As(III) (arsenito), As(V) (arseniato), íon monometilarsônico (MMA) e íon 

dimetilarsínico (DMA). Águas subterrâneas contêm arsênio como arsenito e 

arseniato. Em águas de mar, lagoas, lagos, e onde houver possibilidade de 

biometilação, arsenito e arseniato ocorrem junto com MMA e DMA (ANDERSON et 
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al, 1986). A ordem decrescente de toxicidade dos compostos de arsênio, segundo 

ANDERSON et al. (1986)  é a seguinte: arsina > arsenito > arseniato > ácidos alquil-

arsênicos > compostos de arsônio > arsênio elementar. O arsênio trivalente 

(arsenito) é 60 vezes mais tóxico do que a forma oxidada pentavalente (arseniato). 

Os compostos inorgânicos são 100 vezes mais tóxicos do que as formas 

parcialmente metiladas (MMA e DMA) (CHATTERJEE et al, 2000). 

 Arsênio (III) e As (V) são as espécies mais tóxicas, enquanto arsenobetaína e 

arsenocolina são relativamente não tóxicas. A LD50 (a dose letal para 50% de uma 

população) para As2O3 (trióxido de arsênio) em ratos é de 20 mg.kg-1, para KAsO2 

(arsenito de potássio) é de 14 mg.kg-1, para Ca3(AsO4)2  (arseniato de cálcio) é de 

20 mg.kg-1, para MMAA (ácido monometilarsônico) é de 700-800 mg.kg-1, para 

DMAA (ácido dimetilarsínico) é de 700-2600 mg.kg-1, enquanto que para 

arsenobetaína e para arsenocolina não foi observado sinal de toxicidade em 

camundongos após dose oral de 10 g.kg-1 e de 6,5 g.kg-1, respectivamente 

(PETROPULU et al, 1997). O fígado é um dos principais órgãos-alvo da toxicidade 

do arsênio em camundongos (WAALKES et al 2003, XIE et al, 2004) e de seres 

humanos (CHEN et al, 1986, CHEN et al, 1992, MAZUMDER et al, 1998, LU et al, 

2001, TCHOUNWOU et al, 2003). As lesões hepáticas induzidas por arsênio em 

seres humanos são um fenômeno comum, normalmente manifestado inicialmente 

por lesões degenerativas como icterícia, progredindo para fibrose, cirrose e a 

neoplasia como carcinoma hepatocelular (LU et al, 2001, MAZUMDER et al, 1998, 

CENTENO et al, 2002). O arsênio pode causar efeitos no desenvolvimento 

embrionário de ratos, incluindo a diminuição do peso e alterações no 

desenvolvimento do cérebro fetal e comportamento pós-natal (HILL et al., 2008; 

HOLSON et al., 2000; NEMEC et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2002; TABOCOVA 

et al., 1996). O Arsênio também pode afetar a vasculogênese placentária, aumentar 
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a taxa de abortos espontâneos (ANDREW et al. 2006, HE et al. 2007), causar 

modificações epigenéticas (XIE et al. 2007) e induzir defeitos do tubo neural ratos 

expostos  a toxidade de arsênio (HILL et al. 2008). 

O arsênio inorgânico sofre metilações no corpo humano que consiste em um 

processo de desintoxicação que ocorre nos rins e reduz a afinidade do composto 

para com o tecido. As etapas de metilação são: As(V) - As(III) - MMA(V) - MMA(III) -  

DMA(V). Logo, quando o arsênio inorgânico é ingerido, os metabólitos do arsênio 

inorgânico, DMA e MMA, são eliminados através da urina (a principal via de 

eliminação) (BLAS et al, 1994). 

 O arsênio inorgânico possui formas pentavelentes que competem em reações 

enzimáticas com os grupos fosfato, durante o processo de fosforilação oxidativa. 

Uma das reações afetadas é catalisada pela gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

que, ao interagir com o arsênio, origina um arseniato lábil que bloqueia a síntese de 

ATP, fenômeno denominado de arsenólise. Atua também na respiração celular 

alterando o metabolismo de NAD e NADH. Com a redução dos níveis de NADH, 

ocorre um déficit na produção celular de ATP e um aumento na produção de 

peróxido de hidrogênio, que pode causar estresse oxidativo e produção de espécies 

reativas de oxigênio (KLAASSEN, 2001).  

Formas trivalentes do arsênio apresentam uma grande afinidade com o grupo 

sulfidrila de proteínas e enzimas, causando a inibição de uma grande variedade de 

processos oxidativos intracelulares. Outro alvo é o ácido lipóico, cuja ligação com o 

arsênio provoca distúrbios metabólicos, já que várias enzimas oxidativas, que 

necessitam desta coenzima são inibidas, tais como o complexo da piruvato 

desidrogenase e da alfa-cetoglutarato desidrogenase (RAMANATHAN et al., 2003). 

Esta forma trivalente também reduz a atividade da glutationa redutase, levando a 

uma diminuição de GSH, que juntamente com o estresse oxidativo e as espécies 
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reativas de oxigênio podem desencadear processos carcinogênicos. Os compostos 

inorgânicos de arsênio ainda podem alterar as vias de sinalização celulares e causar 

danos na expressão dos genes (KLAASSEN, 2001). 

 A química ambiental do arsênio é complexa, em virtude das grandes 

diferenças entre as propriedades dos seus compostos de origem natural ou 

antropogênica. Dentre as reações químicas envolvendo o arsênio no meio ambiente, 

destaca-se a metilação. Mesmo que compostos metilados de arsênio não sejam 

usados na agricultura, o arsênio inorgânico pode ser convertido em formas metiladas 

no meio ambiente, que são liberadas no meio aquoso, tornando-se disponíveis para 

aumentar os níveis de arsênio na cadeia alimentar. Como a biodisponibilidade e os 

efeitos fisiológicos/toxicológicos do arsênio dependem de sua forma química, o 

conhecimento da especiação e transformação no meio ambiente torna-se muito 

importante, necessitando de métodos adequados para a separação e determinação 

das espécies de arsênio. Compostos arseno-orgânicos, presentes em sistemas 

biológicos, são muito menos tóxicos. A flora e fauna marinhas contêm um número de 

compostos de arsênio onde este elemento parece ser trocado por nitrogênio ou 

fósforo nas vias metabólicas. Tais compostos incluem, além da arsenobetaína, a 

arsenocolina e arseno-açúcares de origem algal (HOWARD et al, 1993). Organismos 

marinhos acumulam quantidades substanciais de arsênio de modo mais eficiente 

que os organismos terrestres. Algas marinhas absorvem arseniatos (forma 

predominante de arsênio na água do mar), e o transformam em diferentes ribosídeos 

contendo arsênio. O arseniato é absorvido devido a sua similaridade com o fosfato, 

que é essencial. Os organismos marinhos adquirem arsênio através da cadeia 

alimentar, e transformam o arsênio inorgânico em arsenobetaína via MMA e DMA, 

através da metilação (NICE et al, 2008).  
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 A arsenobetaína, cuja presença em alimentos de origem marinha constitui a 

maior fonte de arsênio na dieta, é essencialmente não tóxica e excretada na urina, 

sem modificação, com tempo de permanência no organismo muito curto (de 6 a 24 

horas, no máximo). Quando o ser humano sofre uma exposição a arsênio, aguda ou 

crônica, sua concentração é freqüentemente monitorada pela determinação de 

arsênio total na urina. Por exemplo, arsênio inorgânico ingerido (por inalação, 

comida ou bebida) como As(V) é reduzido a As(III), o qual está sujeito às etapas do 

processo de metilação – inicialmente a MMA, e em seguida a DMA. Se o arsênio é 

ingerido nas formas menos tóxicas, MMA ou DMA, ou formas não tóxicas derivadas 

da arsenobetaína e arsenocolina, nenhum processo de metilação ou desmetilação 

parece ocorrer, e essas formas são excretadas na urina sem mudança na estrutura 

(HANNA et al, 1993).  

  O arsênio foi classificado como a principal e mais potente substância 

perigosa, em 2005, de acordo com o ATSDR / EPA. A legislação ambiental brasileira 

estabeleceu valores de até 50 μg/l para o arsênio (As) como sendo seguro 

(CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, resolução 20, 30/07/1996; 

www.mma.gov.br/port/conama/res/res86/res2086.html). 

 

1.3. Peixe Zebra (Danio rerio) 

  O peixe zebra (Danio rerio), também conhecido por zebrafish ou “paulistinha” 

pelos aquariofilistas, é um pequeno teleósteo da família Cyprinidae. O pioneiro a 

estudar esta espécie foi George Streisinger, o qual, no final da década de 60, utilizou 

técnicas de análise mutacional para avaliar o desenvolvimento embrionário do 

zebrafish (STREISINGER et al., 1981).  
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Fig.1: Peixe zebra (Danio rerio) 

 

 A descrição inicial do uso do peixe zebra em estudos científicos envolvendo 

biologia do desenvolvimento possibilitou um grande avanço no conhecimento da 

embriogênese e do ciclo de vida dos vertebrados. Isto se deve a diversas vantagens 

que este animal apresenta, tais como a presença de ovos translúcidos, a grande 

prole e o curto ciclo de desenvolvimento, cuja fase do ovo ao adulto leva 

aproximadamente dois meses (LELE & KRONE, 1996; MATTINGLY et al., 2009). A 

embriogênese possui uma duração aproximada de 24h e a organogênese apresenta 

seu estágio final no quinto dia de desenvolvimento (DAHM, 2002; DAHM et al, 

2006). A transparência do córion e a translucência do embrião e das fases larvais 

iniciais permitem uma fácil visualização dos processos internos, como a formação e 

função de órgãos em um animal vivo (DAHM et al., 2006). Além disto, esta 

característica dos embriões de peixe zebra favorece a expressão de genes 

fluorescentes e permite monitorar a expressão e atividade de muitos genes 

(GILMOURT et al., 2002), tornando-os suscetíveis à manipulação e à microinjeção 

(LELE & KRONE, 1996).  
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 Além disso, o peixe zebra possui diversas características favoráveis, tais 

como: baixo custo, requer pouco espaço para manutenção, rápido desenvolvimento 

e ciclo biológico, fácil manipulação, seu comportamento pode ser facilmente 

observado e quantificado em um ambiente controlado (SLOMAN et al., 2003), e 

ainda, seu pequeno tamanho, a sensibilidade para drogas, e o rápido metabolismo 

(ATCHINSON et al., 1987; KARLOVICH et al., 1998; GOLDSMITH, 2004).  

 Nos últimos anos, houve um progresso considerável no conhecimento 

genético e genômico do peixe zebra (POSTLETHWAIT et al., 2000; WOODS et al., 

2000). Em 2001, o Instituto Sanger começou o seqüenciamento do genoma desta 

espécie (VOGEL, 2000). A seqüência do genoma mitocondrial já é conhecida, 

servindo de base para estudos filogenéticos (BROUGHTON et al., 2001). O estudo 

do genoma do peixe zebra pode servir como um complemento funcional para o 

projeto genoma humano, o qual produz enormes quantidades de seqüências, mas 

carece de informações funcionais para a maioria dos genes identificados (DOOLEY 

& ZON, 2000). Além disso, os genes deste teleósteo são evolutivamente 

conservados e apresentam um alto grau de sintenia com os genes humanos e de 

camundongo (BARBAZUK et al., 2000; LISCHKE & CURRIE, 2007). Entretanto, em 

algum momento da evolução dos teleósteos, houve um evento completo de 

duplicação genômica, fato que não ocorreu entre os mamíferos (CROLLIUS & 

WEISSENBACH, 2005). Mesmo que apenas uma pequena porção destas 

duplicações gênicas ainda permaneça, é bastante comum a presença de mais de 

um gene de função homóloga, chamados de parálogos (TAYLOR et al., 2003).    

  O interesse pela espécie pode ser observado pelo vasto número de 

laboratórios que utilizam este teleósteo como modelo experimental em suas 

pesquisas (SPRAGUE et al., 2001) e pelo crescimento exponencial do número de 

estudos publicados que envolvem o peixe zebra (ZON & PETERSON, 2005; 
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LIESCHKE & CURRIE, 2007). Foi criada uma rede de informações na web sobre o 

peixe zebra, o ZFIN (http://zfin.org), na qual laboratórios do mundo inteiro podem 

depositar um grande número de informações sobre esta espécie (SPRAGUE et al., 

2003). Além disso, existe um excelente, compreensivo e freqüentemente atualizado 

manual de manutenção e controle das condições ideais para a criação deste 

teleósteo em laboratórios (WESTERFIELD, 2000). 

  Numerosos avanços em triagens genéticas têm sido obtidos com o peixe 

zebra. Milhares de mutações distintas estão sendo identificadas, e mais de 400 

delas têm sido clonadas (AMSTERDAM et al., 2004). Embora estas triagens 

genéticas sejam mais informativas a respeito da embriogênese do peixe zebra, a 

identificação de genes relacionados a patologias humanas tem sido realizada nesta 

espécie (ZON & PETERSON, 2005; LIESCHKE & CURRIE, 2007). Dentre eles, 

podem ser citados genes envolvidos na síndrome do rim policístico (OTTO et al., 

2003), metabolismo do colesterol (FARBER et al., 2001), regeneração tecidual 

(POSS et al., 2003), malformações cardíacas (GARRITY et al., 2002; GERULL et al., 

2002), anemias (DONOVAN et al., 2000), câncer (AMATRUDA et al., 2002; 

LANGENAU et al., 2003), transtornos no SNC (LI & DOWLING, 1997) e sistema 

imune (MATTINGLY et al., 2009). Além disso, já foram identificados muitos tipos de 

neoplasias no peixe zebra, as quais são semelhantes histologicamente e 

geneticamente com as de humanos, o que mostra que a biologia do câncer é similar 

nestes organismos (AMATRUDA et al., 2002). A geração de animais transgênicos 

pode ser efetivada com alterações em genes específicos relacionados ao câncer 

(LONG et al., 1997).  

 Atualmente, a utilização do peixe zebra vem sendo expandida para outras 

áreas do conhecimento, tais como bioquímica (TAYLOR & RAES, 2004), 

neurociências (EDWARDS & MICHEL, 2003), toxicologia (HILL et al., 2005), 
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farmacologia (GOLDSMITH, 2004), biologia do comportamento (GERLAI, 2003; 

GUO, 2004) e genética biomédica (MARTIN & RENSHAW, 2009). Devido às suas 

peculiaridades reprodutivas e à presença de semelhanças fisiológicas e genéticas 

com mamíferos, esta espécie desperta o interesse pela oportunidade de acelerar o 

processo da descoberta de novas drogas (STERN et al., 2005; KOKEL et al., 2010). 

Este teleósteo é capaz de absorver de forma rápida os compostos que são 

diretamente adicionados na água e acumulá-los em diferentes tecidos, 

principalmente no SNC. Por apresentar um tamanho relativamente pequeno, a 

quantidade de compostos a ser testada passa a ser relativamente menor, 

contribuindo com a otimização do uso das drogas em estudo (YAMAZAKI et al., 

2002; GOLDSMITH, 2004). Dentre os trabalhos envolvendo aspectos toxicológicos, 

a exposição a diferentes contaminantes ambientais e componentes farmacológicos, 

tais como a TCDD (DONG et al., 2002; HILL et al., 2003), pesticidas carbamatos e 

organofosforados (SENGER et al., 2005), metanol (RICO et al., 2006), metais 

pesados (SENGER et al., 2006; ROSEMBERG et al., 2007a) e fármacos 

antipsicóticos (SEIBT et al., 2008) já foi estudada no SNC de peixe zebra. 

 Exposições a drogas de abuso, tais como nicotina e etanol já estão sendo 

estudadas neste teleósteo (LEVIN et al., 2007; GERLAI et al., 2006). Evidências 

demonstram que o tratamento agudo com etanol é capaz de modificar diversos 

parâmetros comportamentais no peixe zebra (GERLAI, 2003; SISON & GERLAI, 

2010). Dentre estes, podem ser destacados a atividade locomotora, interação social, 

agressividade e comportamento antipredatório (GERLAI et al., 2000; FERNANDES 

& GERLAI, 2009). Estudos envolvendo exposição crônica ao etanol têm sido 

realizados e os resultados corroboram com a hipótese do peixe zebra ser um 

excelente modelo vertebrado que mimetiza aspectos característicos do alcoolismo 

(GERLAI et al, 2006; GERLAI, 2009). Os efeitos do tratamento com nicotina na 
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memória deste animal também já foram relatados (LEVIN & CHEN, 2004; LEVIN et 

al., 2007). Além disto, existe um amplo espectro de paradigmas comportamentais 

complexos já descritos para este vertebrado (NINKOVIC & BALLY-CUIF, 2006).    

 Esta espécie também propicia a realização de muitos estudos para a 

compreensão das bases moleculares da neurobiologia, identificando genes 

envolvidos na formação de circuitos neuronais, no comportamento e nos 

mecanismos envolvidos na neuropatogênese (VASCOTTO et al., 1997; GUO, 2004; 

2009). Muitos sistemas de neurotransmissão já foram identificados no peixe zebra 

tais como: glutamatérgico (EDWARDS & MICHEL, 2002), colinérgico (BEHRA et al., 

2002; CLEMENTE et al., 2004; ARENZANA et al., 2005), dopaminérgico (RYU et al., 

2006), serotoninérgico (LILLESAAR et al, 2007), histaminérgico (KASLIN & 

PANULA, 2001), gabaérgico (KIM et al., 2004) e purinérgico (KUCENAS et al., 2003; 

RICO et al., 2003; SENGER et al., 2004).  

Em relação a arsênio e zebrafish, estudos têm demonstrado que baixos níveis 

de arsênio, considerados seguros em água potável, prejudicam a função imune inata 

e a resistência do hospedeiro a um quadro infeccioso em peixe zebra (NAYAK, 

2007). Além disso, evidências demonstram que a estimulação de proteínas de 

choque térmico é um biomarcador sensível da exposição ao arsênio (WU et al., 

2008), e que o arsênio causa apoptose induzida por estresse oxidativo em uma 

linhagem de célula hepática de peixe zebra (SEOK et al., 2007). Embriões expostos 

a altas concentrações de arsênio (0.5-10.0mM) apresentam reduzida sobrevivência 

e anormal desenvolvimento, crescimento e morfologia alterados. Além disso, 

alterada proliferação celular e estado de apoptose, bem como padrão anormal de 

metilação do DNA foram detectados em embriões tratados com arsenito (LI et al., 

2009). Estudos comportamentais e bioquímicos demonstraram que três 

concentrações de As(V) prejudicaram a memória de longa duração e aumentaram a 
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oxidação de proteínas, o que sugere um efeito amnésico e pró-oxidante do As(V) 

(DE CASTRO et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que o arsênio afeta as 

respostas antioxidantes, aumentando a atividade da glutamato cisteína ligase e os 

níveis de glutationa em peixe zebra, mesmo em concentrações consideradas 

seguras pela legislação brasileira (VENTURA-LIMA et al., 2009). 

  

1.4. Sistema Purinérgico 

 A sinalização purinérgica é um sistema evolutivamente ancestral, envolvido 

em muitos mecanismos neuronais e não neuronais e em eventos de curta e longa 

duração, incluindo respostas imunes, inflamação, dor, agregação plaquetária, 

vasodilatação mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular (BURNSTOCK, 

2004; 2008; TSUDAA et al., 2009). 

  Os nucleosídeos e nucleotídeos exercem um papel de moléculas 

sinalizadoras extracelulares em vários tecidos, através dos receptores purinérgicos 

(BURNSTOCK & KNIGHT, 2004). Diversas evidências têm demonstrado o 

importante papel desempenhado por essas moléculas, entre elas o ATP e a 

adenosina, no sistema nervoso central (SNC) (RALEVIC & BURNSTOCK, 1998; 

ABBRACCHIO et al., 2009). 

  O ATP é uma importante molécula sinalizadora no espaço extracelular e 

desempenha importantes papéis em condições fisiológicas e patológicas (RALEVIC 

& BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2007). O ATP é armazenado em vesículas 

pré-sinápticas e após despolarização neuronal é liberado atuando em receptores 

específicos na membrana pós-sináptica, sendo considerado um neurotransmissor 

(RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). O ATP pode ser co-liberado juntamente com 

vários outros neurotransmissores, como a acetilcolina, glutamato, noradrenalina, 
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serotonina e ácido -amino butírico (GABA) (DI IORIO et al., 1998; BURNSTOCK, 

1999; BURNSTOCK, 2004). 

  O ATP exerce suas funções através da ativação de receptores purinérgicos 

do tipo P2. Este grupo de purinoreceptores é subdivido em duas famílias distintas: 

P2X e P2Y (RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). A família P2X consiste em receptores 

ionotrópicos que apresentam permeabilidade rápida e seletiva para cátions (Na+, K+ 

e Ca2+) e está dividida em sete membros (P2X1-7), que estão distribuídos em 

neurônios, células gliais e no músculo liso (RAVELIC & BURNSTOCK, 1998; 

BURNSTOCK, 2004). A família P2Y consiste em receptores metabotrópicos e foram 

funcionalmente descritos oito membros (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13 e P2Y14) (BURNSTOCK, 2006). Esta seqüência de números descontínuos se 

deve ao reconhecimento de que certos receptores foram erroneamente identificados 

como integrantes desta família, sendo então posteriormente retirados desta 

classificação (RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). Os receptores P2Y apresentam 

uma ampla distribuição nos tecidos e sistemas, tais como: vascular, nervoso e 

cardíaco (BURNSTOCK, 2004). 

  Uma vez liberado no espaço extracelular, o ATP pode ser metabolizado pela 

ação de ecto-enzimas que fazem a conversão deste nucleotídeo até adenosina 

(ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006). A adenosina não é descrita 

classicamente como neurotransmissor, pois não é armazenada em grânulos 

sinápticos ou liberada de forma quântica, sendo classificada como neuromodulador 

(AGRANOFF et al., 1999). 

  A adenosina é um neuromodulador endógeno que influencia em muitas 

funções do SNC (CUNHA, 2001). Tem sido reconhecida como um importante 

modulador da neurotransmissão excitatória e agente neuroprotetor em diferentes 
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patologias relacionadas ao SNC, tais como na isquemia, hipóxia (FREDHOLM, 

1997; RIBEIRO et al., 2003) e epilepsia (VIANNA et al., 2005). 

  A concentração extracelular de adenosina é um fator determinante dos efeitos 

neuromoduladores desta molécula. A adenosina exerce seus efeitos através da 

ativação de receptores de membrana específicos: A1, A2A, A2B e A3, sendo todos 

acoplados a proteína G e exibindo sete domínios transmembrana formados por 

aminoácidos hidrofóbicos (DUNWIDDIE & MASINO, 2001; FREDHOLM et al., 2001; 

PEARSON et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003).  Os receptores A1 e A2A apresentam 

alta afinidade pela adenosina, enquanto os receptores A2B e A3 são de baixa 

afinidade (RIBEIRO et al., 2003).  

  Devido a este papel neuromodulador, a adenosina está envolvida na 

regulação de importantes mecanismos no SNC, como estados de ansiedade (EL 

YACOUBI et al., 2000), sono (PORKKA-HEISKANEN, 1999), cognição e memória 

(RIBEIRO et al., 2003). Além disso, este nucleosídeo apresenta especial importância 

nos estudos de patofisiologias, como na doença de Parkinson (FREDDUZZI et al., 

2002) e na esquizofrenia (LARA et al., 2001). 

  Na sinalização purinérgica, existe um eficiente mecanismo de inativação, no 

qual ATP, ADP e AMP são hidrolisados a adenosina por uma cascata enzimática 

constituída pela via das ectonucleotidases (ROBSON et al., 2006). Além de ser 

formada a partir da hidrólise do ATP através da ação dessas enzimas, a adenosina 

pode ser produzida no meio intracelular e transportada para o meio extracelular 

através de transportadores específicos bidirecionais, que mantém os níveis 

intracelulares e extracelulares de adenosina em equilíbrio. A adenosina extracelular 

também pode ser formada a partir da degradação do monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) (LATINI & PEDATA, 2001). 
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  A clonagem e caracterização molecular dos receptores P2X do peixe zebra já 

foram realizadas (NORTON et al., 2000; EGAN et al., 2000; DIAZ-HERNANDES et 

al., 2002). Kucenas e colaboradores (2003) mostraram que a subunidade P2X 

possui nove membros, sendo seis ortólogos à genes dos receptores P2X de 

mamíferos, dois parálogos e um gene ainda precisa ser devidamente classificado 

(KUCENAS et al., 2003). Os subtipos dos receptores P2X do peixe zebra contêm 

resíduos altamente conservados, os quais são encontrados nas subunidades de 

mamíferos. Até o momento, na família de receptores P2Y foram identificados oito 

proteínas funcionais (RALEVIC & BURSNTOCK, 1998; ILLES & RIBEIRO, 2004), e 

apenas foram identificados receptores P2Y1 em trombócitos de peixe zebra 

(GREGORY & JAGADEESWARAN, 2002). Recentes estudos identificaram o 

receptor de adenosina A2A em sistema nervoso central de peixe zebra e 

demonstraram que a cafeína, um antagonista dos receptores A2A, é neuroprotetora 

sobre a perda seletiva de neurônios dopaminérgicos em embriões de peixe zebra 

(BOEHMLER et al., 2009). 

 

1.4.1. Ectonucleotidases 

  Os nucleotídeos extracelulares são degradados por uma cascata de hidrólise 

extracelular que resulta na formação do respectivo nucleosídeo e fosfato livre 

(ZIMMERMANN, 2000). Esta cascata é realizada por uma variedade de enzimas que 

estão localizadas na superfície celular, chamadas de ectonucleotidases. As 

ectonucleotidases estão ancoradas na membrana celular, possuindo seu sítio ativo 

voltado para o meio extracelular, ou estão presentes na forma solúvel no meio 

intersticial. Estas enzimas são responsáveis pelo controle dos níveis extracelulares 

de ATP e adenosina.  Dentre elas, destacam-se a família das NTPDases 

(nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5’-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5), 
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capazes de controlar a disponibilidade de ligantes como ATP e adenosina aos seus 

receptores específicos (ZIMMERMANN, 2001). 

  As NTPDases realizam a hidrólise de nucleotídeos trifosfatados e difosfatados 

(ZIMMERMANN, 2001). Quatro das NTPDases estão localizadas na superfície das 

células, com um sítio catalítico extracelular (NTPDase 1, 2, 3 e 8).  

As NTPDases 5 e 6 apresentam localização intracelular e as NTPDases 4 e 7 

são enzimas intracelulares cujos centros ativos estão direcionados para o lúmen das 

organelas citoplasmáticas (ROBSON et al., 2006). Estas enzimas hidrolisam tanto 

ATP como ADP, formando AMP na presença de íons Ca2+ e Mg2+. O AMP formado é 

então convertido a adenosina pela 5’-nucleotidase (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON 

et al., 2006).  

 

Figura 2. Modelo esquemático de uma sinapse purinérgica. O ATP pode ser liberado 

através de vesículas na fenda sináptica, onde pode agir nos receptores P2 e/ou ser 

hidrolisado ao neuromodulador adenosina por ação de ectonucleotidases. A 

adenosina pode agir nos receptores P1.  (Modificado de www.biozentrum.uni-

frankfurt.de/prof/zimmermann). 

  Presynapse

5’-NC

Ecto-ATPase
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 As 5´-nucleotidases constituem uma família de enzimas com distribuição 

tecidual ampla e com capacidade de produzir nucleosídeos a partir de nucleotídeos 

5´- monofosfatados (ZIMMERMANN, 1996; BIANCHI &  SPYCHALA, 2003). 

Diferentes distribuições subcelulares são encontradas para os membros da família 

das 5´- nucleotidases, existindo formas solúveis e formas ancoradas à membrana 

(BIANCHI & SPYCHALA, 2003). A participação da ecto-5´-nucleotidase na via das 

ectonucleotidases exerce um papel modulador sobre a produção de adenosina 

extracelular, sendo a enzima marca-passo desta cascata enzimática 

(ZIMMERMANN, 1996; CUNHA, 2001).  

  No peixe zebra, estudos demonstraram a presença de uma atividade 

NTPDásica e uma ecto-5’-nucleotidase em membranas cerebrais. Estas duas 

atividades enzimáticas foram caracterizadas como cátion-dependentes, 

apresentando atividade máxima à temperatura de 37 C, pH ótimo entre 7,2 e 8,0, 

Kм na faixa do micromolar e uma ampla especificidade por outros nucleotídeos 

(RICO et al., 2003; SENGER et al., 2004). As ectonucleotidases desempenham uma 

função essencial na neurotransmissão purinérgica, controlando a disponibilidade e 

os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares e, conseqüentemente a 

ativação dos purinoreceptores P2 e P1 (ZIMMERMANN, 2001).  

Existem poucos estudos avaliando a toxicidade de metais pesados sobre as 

ectonucleotidases. OLIVEIRA e colaboradores (1994) verificaram o efeito in vitro e in 

vivo do cloreto de mercúrio na atividade da ATP difosfoidrolase, enzima envolvida na 

degradação de nucleotídeos extracelulares, em sinaptossomas de córtex cerebral de 

ratos em desenvolvimento. O estudo demonstrou uma inibição significativa in vitro 

do cloreto de mercúrio, não observando alterações nesta atividade enzimática após 

tratamento in vivo. MORETTO e colaboradores (2004) avaliaram o efeito do 

tratamento in vivo subcrônico com cloreto de mercúrio na atividade da NTPDase, 5’-
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nucleotidase e acetilcolinesterase de córtex cerebral de ratos. Os dados mostraram 

um aumento significativo na atividade da NTPDase, mas não foram observadas 

mudanças significativas na atividade da 5’-nucleotidase. SENGER et al. em 2006 

demonstraram que a exposição in vitro e in vivo ao cloreto de mercúrio e ao acetato 

de chumbo promove alterações significativas na hidrólise de nucleotídeos em 

membranas cerebrais de peixe zebra. O cloreto de mercúrio inibiu in vitro a hidrólise 

de ATP, ADP e AMP de uma forma dependente da concentração. Os resultados 

obtidos nos experimentos duplo-recíprocos indicaram que a inibição promovida pelo 

cloreto de mercúrio na hidrólise de ATP e ADP foi acompetitiva e a inibição da 

hidrólise do AMP foi não-competitiva.  

Muitos estudos demonstraram a presença de ectonucleotidases como a 

NTPDase (SARKIS & SALTÓ, 1991; SCHETINGER et al., 2001) e 5´-nucleotidase 

(VOGEL et al., 1992; VOLKNANDT, 1991) em teleósteos. Em peixe zebra, estudos 

do nosso laboratório demonstraram a presença de uma NTPDase e uma ecto-5’-

nucleotidase em membranas cerebrais (RICO et al., 2003; SENGER et al., 2004). 

Estas enzimas possuem características cinéticas similares às ectonucleotidases já 

descritas em mamíferos como: 1) dependência a cátions divalentes; 2) pH ótimo 

para sua atividade na faixa de 7.0 a 8.0; 3)KM na faixa de micromolar; 4) ampla 

especificidade de substrato, hidrolisando nucleosídeos trifosfatados e difosfatados. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 Considerando que: (1) o peixe zebra é um importante modelo experimental 

em estudos toxicológicos, que (2) o sistema purinérgico exerce um importante papel 

na sinalização no SNC e (3) receptores e enzimas envolvidos nestes sistemas de 

neurotransmissão já foram descritos nesta espécie, o objetivo geral deste estudo é 

avaliar o efeito do arsênio na atividade de enzimas envolvidas no controle dos níveis 

de ATP, ADP e AMP em cérebros de peixe zebra e avaliar os parâmetros 

comportamentais desta espécie após exposição ao arsênio. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos deste estudo são: 

- Avaliar o efeito in vivo da exposição subcrônica (96 horas) ao arsênio sobre 

a hidrólise de ATP, ADP e AMP em membranas cerebrais de peixe zebra; 

- Avaliar alterações comportamentais no peixe zebra induzidas pelo arsênio, 

através da análise da atividade locomotora e parâmentros relacionados à ansiedade. 
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Abstract 

 

This study shows that arsenic is able to promote significant changes in locomotor 

activity, anxiety, and in the extracellular nucleotide hydrolysis. After a 96-h exposure to 

different concentrations of arsenic, there was a decrease in the locomotor activity at 5 mg/L. 

In addition, animals treated with arsenic increased the time spent in the middle and lower 

zone in the tank, suggesting an anxiogenic effect of arsenic. Considering that behavioral 

parameters, such as anxiety and locomotion, can be modulated by the purinergic system, we 

also evaluated the extracellular nucleotide hydrolysis after a 96-h arsenic exposure. Arsenic 

promoted a significant decrease in ATP and ADP hydrolysis at 0.05 mg/L (37.6% and 25%, 

respectively), 5 mg/L (34.8% and 38%, respectively), and 15 mg/L (30.6% and 41%, 

respectively) when compared to control group. In relation to ecto-5´-nucleotidase activity, the 

results showed that arsenic promoted a significant inhibition of this enzyme at 0.05 mg/L 

(37.7%), 5 mg/L (26.7%), and 15 mg/L (35%) when compared to control group. These 

findings demonstrated that arsenic affected behavioral parameters and the extracellular 

nucleotide hydrolysis in zebrafish, suggesting that purinergic system can be a target of 

neurotoxic effects induced by arsenic. 
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INTRODUCTION  

 

In recent years, concerns have arisen with human exposure to arsenic levels (Bagli et 

al., 1996, Nickson et al., 1998). Arsenic is derived from natural and anthropogenic sources in 

the environment. The biogeochemical cycling of arsenic and the natural flow of this element 

in the biosphere have been altered due to the increasing mining activity and use of pesticides 

and wood preservatives among others, resulting in contamination of soil and other ecosystem 

components (Accioly et al., 2000). Arsenic exists in the environment in a variety of chemical 

forms, including organic and inorganic species as a result of the participation in complex 

chemical and biological processes (Stummeyer et al, 1996).  

The high levels of arsenic toxicity are well known, since compounds are easily 

absorbed, either orally or by inhalation, and the extent of absorption is related to the solubility 

of the compound (Demesmay et al., 1994). Exposure to arsenic leads to diseases, such as 

conjunctivitis, hyperkeratosis, hyperpigmentation, cardiovascular diseases, disorders of the 

peripheral and central nervous systems, skin cancer, and gangrene in the limbs (Anderson et 

al., 1986).  The effects of arsenic manifest weeks after first exposure as both central and 

peripheral neuropathy. Impairment of important neurological functions, such learning, short-

term memory and attention, can be caused by the central neuropathy due to arsenic poisoning. 

Neuropsychological tests showed mildly impaired psychomotor and attentive processes 

whereas verbal learning and memory were severely impaired (Vahidnia et al., 2007). 

Although there is evidence that arsenic exposure has a toxic effect on the nervous system, 

there are few studies that address this issue. Studies have shown that cholinergic, 

monoaminergic, gabaergic, and monoaminergic systems may be a target of neurotoxic effects 

induced by arsenic (Kobayashi et al., 1987; Nagaraja and Desiraju, 1993; Kannan et al., 2001; 

Rodriguez et al., 2003); however, there are no studies investigating the effects of arsenic on 

purinergic system. 
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ATP is an early signaling molecule, considered as a neurotransmitter in the central 

nervous system and performs its functions when it is released into the synaptic cleft in a 

calcium-dependent manner (Burnstock, 1997; Cunha and Ribeiro, 2000). It is stored in 

presynaptic vesicles and is released after depolarization acting on specific receptors on the 

postsynaptic membrane (Ravelic and Burnstock, 1998). ATP can be co-released along with 

several other neurotransmitters, such as acetylcholine, glutamate, norepinephrine, serotonin, 

and acid -amino butyric acid (GABA) (Burnstock, 1999; Burnstock, 2004). ATP activates P2 

purinoceptors, which are subdivided into two distinct families: ionotropic P2X and 

metabotropic P2Y receptors (Ravelic and Burnstock, 1998).  

ATP can be degraded by a cascade of enzyme families located on the cell surface and 

called ectonucleotidases, which are responsible for controlling the levels of extracellular ATP 

and adenosine. Ectonucleotidases constitute a highly refined system for the regulation of 

nucleotide-mediated signaling, controlling the rate, amount, and timing of nucleotide 

degradation and production. The hydrolysis of ATP to AMP is catalyzed mainly by a family 

of ectonucleotidases, named nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases). The 

nucleotide AMP is hydrolyzed to adenosine, an important neuromodulator, by the action of an 

ecto-5´-nucleotidase (CD73, EC3.1.3.5). 

 (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006).  

Zebrafish is a biological model consolidated in neuroscience and toxicology studies 

(Linney et al., 2004). The genome project of this animal is nearly completed, and studies have 

shown an alignment of the zebrafish genome with the human genome (Barbazuk et al. 2000; 

Vogel, 2000, Stern and Zon, 2003). P2 purinoceptors have been identified in zebrafish 

(Kucenas et al., 2003) and we have also characterized the presence of NTPDases and ecto-5'-

nucleotidase in brain membranes of zebrafish (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004). 

Furthermore, previous studies from our laboratory have shown that metals, such as mercury, 

lead, zinc, copper, and cadmium are able to induce significant changes in the enzymes 
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involved in extracellular nucleotide hydrolysis in zebrafish brain (Senger et al., 2006; 

Rosemberg et al., 2007). 

Considering that arsenic is an important environmental pollutant and induces 

impairment in several neurological functions, we investigated the effect of arsenic exposure 

on locomotion and anxiety in zebrafish.  Since these behavioral parameters can be modulated 

by the purinergic system, in this study we also evaluated the extracellular nucleotide 

hydrolysis promoted by NTPDases and ecto-5’-nucleotidase activities after 96-h exposure to 

arsenic in zebrafish brain.  

 

2 MATERIAL AND METHODS 

2.1 Experimental animals 

Adult Zebrafish (Danio rerio) of both sexes were obtained from commercial supplier 

and were kept for at least 7 days before the experiments in 50-L thermostated aquarium filled 

with unchlorinated and constantly aerated water 25 ± 2C. Fish were kept on a 14/10h 

light/dark cycle (with lights turning on at 7:00 am). They were used according to the “Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals” published by the US National Institutes of 

Health (NIH publication N° 85–23, revised 1996), being healthy and free of any signs of 

disease. The Ethics Committee of Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul 

(PUCRS) approved the protocol under the number 08/00058–CEUA. 

 

2.2 In vivo treatment 

 Fish were exposed during 96 hours to three concentrations of sodium arsenate 

(Na2HAsO), (0.05, 5, and 15 mg As/L) (Chattopadhyay et al., 2002; Hermann and Kim, 2005; 

Ramirez and Garcia, 2005). The pH of water was measured once a day during the treatment 

for the control of water conditions (pH 7.0, 7.20 mg O2/L). A control group was run in 
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parallel (n = 20/group), employing only tap water with the same characteristics mentioned 

above.  

 

2.3 Behavioral assessments 

After the in vivo treatments described in subsection 2.2, behavioral testing of arsenic 

effects took place during the light phase between 10:00 a.m. and 5:00 p.m. Animals were 

individually placed into the experimental tank (30 x 15 x 10 cm, length x height x width) after 

the 96-h arsenic treatment and were first habituated to the test tank for 30 seconds, as 

previously described (Gerlai et al., 2000). There was no drug exposure during behavioral 

experiments. The locomotor activity was videorecorded for 5 minutes after the habituation 

period and simultaneously analyzed using the ANY-Maze recording software (Stoelting Co., 

Wood Dale, Illinois). The tank was divided into equal sections with four vertical lines and one 

horizontal lines, and the following behavior patterns were measured: number of line crossings 

(vertical and horizontal lines), distance travelled, mean speed, and anxiety. Visual 

observations throughout the experimental periods allow the documentation of erratic 

movements, defined as sharp changes in direction or velocity and repeated rapid darting 

behaviors (Levin et al., 2007) 

 

2.4 Preparation of Brain Membranes of Zebrafish 

The brain membranes were prepared as described previously by Barnes et al. (1993). 

Zebrafish were euthanized by decapitation, their brains were removed from the cranial skull 

by the dissection technique. For each sample (membrane preparation), a pool of five zebrafish 

brains was used which were briefly homogenized in 60 volumes (v/w) of chilled Tris–citrate 

buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4, with citric acid) in a motor driven 

Teflon–glass homogenizer. The homogenate was centrifuged at 800 x g for 10 minutes at 4 

°C. The supernatant was centrifuged for 25 min at 40 000 x g. The resultant pellet was frozen 
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in liquid nitrogen, thawed, resuspended in Tris–citrate buffer, and centrifuged for 20 min at 40 

000 x g. This fresh-thaw-wash procedure was used to ensure the lysis of the brain membranes. 

The final pellet was resuspended and used in the enzyme assays. All samples were maintained 

at 2–4 °C throughout preparation. 

 

2.5 Enzyme Assays 

NTPDase and 5′-nucleotidase assays were performed as described previously (Rico et 

al., 2003; Senger et al., 2004). Zebrafish brain membranes (3 μg protein for NTPDase and 

5 μg protein for ecto-5′-nucleotidase) were added to the reaction mixture containing 50 mM 

Tris–HCl (pH 8.0) and 5 mM CaCl2 (for the NTPDase activity) or 50 mM Tris–HCl (pH 7.2) 

and 5 mM MgCl2 (for the ecto-5′-nucleotidase activity) at a final volume of 200 μl. The 

samples were preincubated for 10 min at 37 °C and the reaction was initiated by the addition 

of substrate (ATP, ADP or AMP) to a final concentration of 1 mM. The reaction was stopped 

after 30 min by the addition of 200 μl trichloroacetic acid at a final concentration of 5%. The 

samples were chilled on ice for 10 min and 1 ml of a colorimetric reagent composed of 2.3% 

polyvinyl alcohol, 5.7% ammonium molybdate, and 0.08% malachite green was added in 

order to determine the inorganic phosphate released (Pi) (Chan et al., 1986). After 20 min, the 

quantification of inorganic phosphate (Pi) released was determined spectrophotometrically at 

630 nm. Incubation times and protein concentrations were chosen to ensure the linearity of the 

reactions. Controls with the addition of the enzyme preparation after mixing with 

trichloroacetic acid were used to correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. Specific 

activity was expressed as nanomoles of Pi released per minute per milligram of protein. All 

enzyme assays were run at least in triplicate. 

 

2.6 Protein determination 
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Protein was determined by Coomassie Blue method using bovine serum albumin as a 

standard (Bradford, 1976).  

 

2.7 Statistical Analysis 

Nucleotidases activities for each substrate (ATP, ADP and AMP) were evaluated by 

analysis of one-way ANOVA followed by Tukey test, when necessary. Behavioral data were 

analyzed by one-way ANOVA or repeated measure ANOVA, followed by Newman-Keuls 

post-hoc test. *p < 0.05 denotes a significant difference from control group. 

 

3. RESULTS 

Distinct parameters of zebrafish swimming activity were evaluated in an open field 

task after a 96-h exposure to different arsenic concentrations (0.05 mg/L, 5 mg/L, and 15 

mg/L). As indexed by the number of line crossings in the apparatus there was a decrease in 

locomotor activity of animals submitted to 5 mg/L arsenic (30.5%) when compared with 

control group (278.63 ± 64.34 line crossings) (Figure 1A). We showed that the distance 

traveled and the mean speed evaluated during the 5 minutes of behavioral task were not 

altered by arsenic exposure in all concentrations tested in relation of control animals (17.44 ± 

3.5 meters; 0.058 ± 0.011 m/s, respectively) (Fig 1B and 1C). The turning behavior has been 

analyzed using the parameter of absolute turn angle that displays the degrees of fish turn per 

second, indicating the direction of the movement. Zebrafish exposed to all arsenic 

concentrations tested did not show significant changes in the absolute turn angle during the 5-

min evaluation of the task (Fig. 1D).  

Time spent in the top third of the tank was not altered between groups tested with 

different arsenic concentrations (Figure 1E). The time spent in the middle zone was 

significantly decreased at 0.05 mg/L (55%), 5 mg/L (62%) and 15 mg/L (62%) when 

compared to control group (50.05 ± 29s) (Figure 1F). In addition, the time spent in the bottom 
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zone is significantly increased (28%) only in the group treated with 5 mg/L arsenic when 

compared to control (209.8±65s) (Figure 1G).  

The effects of arsenic on NTPDase and ecto-5'-nucleotidase activities were observed 

in brain membranes of zebrafish after the 96-h exposure to arsenic at three different 

concentrations (0.05 mg/L, 5 mg/L, and 15 mg/L). Arsenic promoted a significant decrease in 

ATP and ADP hydrolysis at 0.05 mg/L (37.6% and 25%, respectively), 5 mg/L (34.8% and 

38%, respectively), and 15 mg/L (30.6% and 41%, respectively) when compared to control 

(Figure 2A and 2B). In relation to ecto-5´-nucleotidase activity, the results showed that 

arsenic also promoted a decrease of AMP hydrolysis at 50 µg/L (37.7%), 5 mg/L (26.7%), 

and 15 mg/L (35%) when compared to control group (Figure 2C). 

 

DISCUSSION 

This study shows that arsenic promoted significant alterations in locomotion, anxiety, 

and extracellular nucleotide hydrolysis. After a 96-h exposure to different concentrations of 

arsenic, there was a decrease in the locomotor activity at 5 mg/L. In addition, animals treated 

with arsenic increased the time spent in the middle and lower zone of the tank, suggesting an 

anxiogenic effect of arsenic.  

These results are in agreement with data from literature, in which it is observed that 

the arsenic has a tendency to alter locomotor activity. In studies with mice exposed to arsenic 

trioxide for 14 days, it was observed a biphasic response in locomotor activity. A lower dose 

of arsenic trioxide (3 mg/kg) increased locomotor activity whereas a higher dose (10 mg/kg) 

decreased it (Itoh et al., 1990). Pryor et al. (1983) reported a decrease in locomotor activity of 

rats exposed to 1.5, 3.0, 6.0, and 12 mg/kg arsenic trioxide. This effect disappeared 3 weeks 

after the interruption of the administration. Rats exposed to sodium arsenite at 10 and 20 

mg/kg for 15 or 30 days showed a reduction in locomotor activity, which was reversed after 

the interruption of arsenic exposure (Rodriguez et al.., 2001). Therefore, the most consistent 
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change in behavior of rats after administration of arsenic trioxide, arsenic, sodium arsenate or 

sodium arsenite was a decrease in locomotor activity (Rodriguez et al., 2001).  

Studies have also shown that arsenic can alter other behavioral parameters, such as 

memory. De Castro et al. (2009) evaluated the exposure to arsenic at a concentration of 0.01 

mg/L As(V) and observed an impairment in the  long-term memory in zebrafish in an 

inhibitory avoidance task. Rodriguez et al. (2002) demonstrated that animals exposed to 

arsenite from 15-day gestational period to approximately 4 months of age showed increased 

spontaneous locomotor activity and a delay in spatial learning task. Furthermore, exposed 

offspring showed longer latency to approach a novel object than controls in an object 

recognition task. In the 8-way radial arm maze, arsenic offspring had a significant increase in 

the number of entry errors compared to controls. Results suggest that moderate exposure to 

perinatal arsenic can significantly reduce corticosterone receptor levels in the hippocampus 

and can have adverse effects on learning and memory behavior (Martinez-Finley et al., 2009). 

However, there is no evidence on effects of arsenic on anxiety parameters. 

Zebrafish have a natural tendency to initially remain at the bottom of a novel 

environment (e.g., a test tank) and then gradually explore the higher portions of the test tank 

(Levin et al, 2007; Egan et al, 2009). Levin et al (2007) have proposed that height in the tank 

may be an useful measure of anxiety that resembles thymogtaxis observed in rodents. Indeed, 

acute nicotine (Levin et al, 2007), buspirone (Bencan et al, 2009), and chronic fluoxetine 

(Egan et al, 2009) treatments reduce bottom-dwelling; however, results of the 

benzodiazepines, diazepam and chlordiazepoxide, were inconsistent in this task (Bencan et al, 

2009). Our results showed that arsenic can induce an anxiogenic effect on zebrafish, because 

these animals remained a longer time in the middle and lower zone of the tank. 

Changes in several neurotransmitter systems may explain some neurotoxicological 

actions of metals. Considering that behavioral parameters, such as anxiety and locomotion, 

can be modulated by the purinergic system, in this study we also evaluated the extracellular 
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nucleotide hydrolysis after a 96-h exposure to arsenic. Nucleotides are important extracellular 

messengers in both physiological and pathological conditions. After its release in the synaptic 

cleft, the ATP can be catabolized to ADP, AMP, and adenosine. Therefore, the effect of the 

nucleotides in cells may be controlled by extracellular catabolism mediated by 

ectonucleotidases, which regulate the concentration of ATP/ adenosine and P2/P1 receptor-

mediated responses. Our findings showed that arsenic reduces significantly ATP, ADP, and 

AMP hydrolysis promoted by NTPDases and ecto-5´-nucleotidase in zebrafish brain 

membranes. The decrease of ATP, ADP, and AMP hydrolysis induced by arsenic suggests an 

increase of ATP levels and consequently a decrease of adenosine levels in the synaptic cleft. 

Studies have shown that ATP in high concentrations can cause cytotoxic effects (Chow et al., 

1997). Extracellular ATP can also induce apoptosis through P2X7 receptors (Lepine et al., 

2006) and the activation of these receptors involves PKC/MAPK signaling pathway in rat 

brain astrocytes (Wang et al., 2003).  Therefore, the effects of arsenic on ectonucleotidases 

might induce an increase of ATP levels, which could be one of the mechanisms involved in 

the neurotoxicity induced by arsenic. Furthermore, a possible decrease of adenosine levels by 

ectonucleotidase pathway after arsenic subchronic exposure could influence the interaction 

with P1 purinoceptors and consequently alter the neuromodulatory effect of this nucleoside. 

Similar effects induced by lead, mercury (Senger et al., 2006), and copper (Rosemberg et al., 

2007) have been observed on ectonucleotidases in zebrafish brain membranes.   

Arsenic also acts as a generator of oxidative stress. Previous studies indicate that 

arsenic can cause disturbances in the antioxidant system in zebrafish through changes in the 

concentrations of glutathione levels (GSH), and glutamate cysteine ligase (GCL) activity 

(Ventura-Lima et al., 2009). Arsenic is a potent inhibitor of pyruvate dehydrogenase and α-

ketoglutarate dehydrogenase enzymes. A reduction in these two enzymes can inhibit the citric 

acid cycle, decrease the generation of reducing molecules as NADH and NADPH, impairing 

the production of ATP (Ramanathan et al, 2003; Tseng, 2004). In addition, inorganic arsenic 
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species can affect the NADH dehydrogenase and cytochrome c oxidase. The decline of these 

two enzymes results in inhibition of electron flow from NADPH to oxygen, increasing the 

possibility of generation of reactive oxygen species (ROS) and decreasing oxygen 

consumption. Thus, a reduction in the capacity of ATP synthesis may impair the GSH 

synthesis, favoring a scenario of oxidative stress. Evidence shows that ROS are involved in 

arsenic toxicity, leading to oxidative damage of DNA, proteins, and lipids (BAU et al. 2002, 

SHI et al., 2004).  

Currently, the use of zebrafish is spreading to other areas of knowledge, such as 

Chemistry (Taylor and Raes, 2004), Neuroscience (Edwards and Michel, 2003; Gerlai, 2003; 

Guo, 2004), Toxicology (Hill et al., 2005) and Pharmacology (Goldsmith, 2004). This teleost 

is able to quickly absorb the compounds that are added directly to the water and accumulate 

them in different tissues, especially in the CNS. Therefore, this species enables to accelerate 

the process of drug discovery and the understanding of toxicological effects induced by 

several aquatic contaminants. Exposure to various environmental contaminants such as TCDD 

(Dong et al., 2002), pesticides, carbamates and organophosphates (Senger et al., 2005), 

methanol (Rico et al., 2006), and heavy metals (Senger et al. 2006; Rosemberg et al., 2007) 

has been studied in zebrafish central neruvous system. It makes this specie an important 

biological model to be used as an indicator of water pollution. Thus, the evaluation of 

neurochemical and behavioral parameters in zebrafish is a valuable tool to increase the 

knowledge about the potential neurotoxic targets of arsenic. 

In summary, this study investigated the effects of subchronic arsenic treatment on 

locomotor activity and on NTPDase and ecto-5'-nucleotidase activities in zebrafish. The 

alterations in ectonucleotidases after arsenic treatment can be a factor involved in the 

neurotoxic and behavioral effects induced by this contaminant on CNS. 
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LEGEND OF FIGURES 

 

Fig. 1: Effect of different arsenic concentrations (0.05 mg/L, 5 mg/L, and 15 mg/L) after a 96 

h-exposure on number of line crossings (A), distance traveled (B), mean speed (C), absolute 

turn angle (D), time in upper zone (E), time in middle zone (F), time in lower zone (G) during 

5 minutes of videorecording. Data are presented as mean ± S.E.M (n=10 per group). Data 

were statistically analyzed by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls post-hoc test. *p 

< 0.05 denotes a significant difference from control group. 

 

Fig. 2: Effect of different arsenic concentrations (0.05 mg/L, 5 mg/L, and 15 mg/L) after 96 h-

exposure on ATP (A), ADP (B), and AMP (C) hydrolysis in zebrafish brain membranes. Data 

are presented as mean ± S.D. (n=10 per group) and were statistically analyzed by one-way 

ANOVA followed by Tukey as post hoc . * represents P<0.05 as significant different from 

control group. 
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FIGURE 1 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  52 
 

FIGURE 2 
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CAPÍTULO 3 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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A contaminação com arsênio pode ocorrer de varias maneiras, dentre elas a 

exposição oral ao arsênio, que ocorre principalmente através de alimentos 

contaminados, como por exemplo, espécies de arsênio encontradas em peixes e 

frutos do mar (EDMONDS E FRANCESCONI, 1987; FOA et al., 1984; SCHÄFER et 

al., 1999; YAMAUCHI et al., 1992). Esta forma de contaminação geralmente está 

relacionada ao rim, fígado e câncer de pele, enquanto a exposição por inalação 

(outra maneira de intoxicação por arsênio) tem sido associada aos pulmões, 

provocando efeitos carcinogênicos. A exposição ao arsênio também está associada 

com o desenvolvimento de doenças como, neuropatia periférica e distúrbios 

vasculares periféricos, tais como a doença Blackfoot, uma doença que resulta em 

gangrena dos membros inferiores (CHEN E WANG, 1990; EPA, 1984; YU, 1999). A 

contaminação por inalação ocorre também através da exposição a pesticidas 

agrícolas ou em atividades da mineração e fundição (BOLLA-WILSON E 

BLEECKER, 1987; GOERING et al., 1999, GOYER, 1991; SCHÄFER et al., 1999).  

Segundo a literatura atual, o arsênio tem uma tendência a alterar a atividade 

locomotora. Em estudos com ratos expostos a trióxido de arsênico, por 14 dias foi 

analisada uma resposta bifásica na atividade locomotora. A baixa dose de trióxido 

de arsênico (3 mg/kg) aumentou a atividade locomotora, e uma dose elevada (10 mg 

/kg) diminuiu a atividade locomotora (ITOH et al., 1990). PRYOR et al. (1983) 

relataram uma diminuição na atividade locomotora de ratos expostos a trióxido de 

arsênico em doses de 1,5, 3,0 6,0 e 12 mg/kg. Este efeito desapareceu 3 semanas 

após a interrupção da administração. Ratos expostos ao arsenito de sódio nas doses 

de 10 e 20 mg/kg durante 15 ou 30 dias mostraram redução na atividade 

locomotora, a qual desapareceu após cessar a exposição ao arsênio (RODRIGUEZ 

et al., 2001). Em ratos, a alteração mais consistente no comportamento é uma 

diminuição na atividade locomotora após a administração de arsênio, trióxido de 
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arsênico, arseniato de sódio ou de arsenito de sódio (RODRIGUEZ et al., 1998, 

2001; NAGARAJA E DESIRAJU,1993).   

No capítulo 2, analisamos que o arsênio é capaz de promover mudanças 

significativas nos parâmetros comportamentais relacionados à atividade locomotora 

e ansiedade, o que está de acordo com os dados da literatura referentes aos efeitos 

do arsênio sobre parâmetros comportamentais. Após 96 horas de exposição a 

diferentes concentrações de arsênio, houve uma diminuição no número de 

cruzamentos no aquário. Além disso, os animais submetidos à exposição ao arsênio 

diminuíram o tempo de permanência na zona média e aumentaram o tempo de 

permanência na zona inferior do aquário, sugerindo um efeito ansiogênico do 

arsênio. De acordo com a figura 1A, observamos uma redução significativa de 30,5 

% no número de cruzamentos no grupo tratado com 5 mg/L de arsênio em relação 

ao grupo controle. Portanto, o arsênio induziu alterações na atividade locomotora e 

promoveu um efeito ansiogênico.    

Considerando que o sistema purinérgico pode estar envolvido no controle 

destes fatores (EL YACOUBI et al., 2000), o presente estudo demonstrou os efeitos 

do arsênio sobre as atividades das ectonucleotidases, enzimas que são 

responsáveis pelo efetivo controle dos níveis de nucleotídeos e nucleosídeos 

extracelulares. Nossos resultados demonstraram que o arsênio é capaz de alterar as 

atividades das ectonucleotidases em membranas cerebrais de peixe zebra. Foi 

possível observar uma redução significativa da hidrólise de ATP e ADP em todas as 

concentrações de arsênio após tratamento subcrônico de 96 horas. A hidrólise do 

AMP também foi inibida significativamente em todas as concentrações testadas de 

arsênio nas mesmas condições. As ectonucleotidases são importantes em 

condições fisiológicas e também patológicas, pois participam de um processo de 

inativação do sinal do ATP através de uma cascata de reações, gerando ADP, AMP 



 

  56 
 

e adenosina. Portanto, alterações no funcionamento desta cascata, gerando 

acúmulo nos níveis de ATP podem induzir a um efeito neurotóxico (KATO et al., 

2004).  

Diversos estudos demonstraram que os metais podem promover efeitos 

tóxicos em diversos sistemas de neurotransmissão, tais como glutamatérgico (NIHEI 

& GUILARTE, 2001), gabaérgico (LASLEY & GILBERT, 2002), serotoninérgico 

(OUDAR et al., 1989), dopaminérgico (FARO et al., 2001) e colinérgico (MIRZOIAN 

& LUETJE, 2002).A literatura atual não apresenta dados sobre efeitos do arsênio no 

sistema purinérgico em modelos biológicos. Porém, estudos relatam os efeitos de 

arsenitos e arseniatos sobre o sistema colinérgico, onde se observou uma 

diminuição da atividade da acetilcolinesterase (AChE) em homogeneizados da 

fração axonal da medula espinhal de ratos expostos a 100 mg/L arsenito de sódio na 

água de beber durante 11 dias (VALKONEN et al., 1983). Em experimentos com 

arsenito (10-4M) em fatias de cérebro de camundongos, houve um participação do 

mesmo na inibição da síntese, liberação e recaptação da acetilcolina (ACh), 

resultando na diminuição da atividade da AChE (KOBAYASHI et al., 1987). O 

Arsênio atua no sistema colinérgico, através de interações com os grupos sulfidrilas, 

envolvidos nos mecanismos de captação de alta afinidade da colina, e com os 

grupos dissulfeto da AChE (RODRIGUEZ et al., 2003; TREVOR et al., 1978). 

Estudos demonstraram uma diminuição da atividade da AChE em ratos na 

concentração de 5 mg/kg arseniato de sódio 2 a 3 meses e nas concentrações de 25 

a 100 mg/dL de arsenito de sódio em água potável por 4 meses (KANNAN et al., 

2001; NAGARAJA & DESIRAJU, 1994; TRIPATHI et al., 1997).  

Estudos demonstram que o arsênio também pode funcionar como um agente 

indutor de estresse oxidativo. Estudos constataram uma redução no consumo de 

oxigênio na exposição in vivo ao arsênio, porque o arsênio é um potente inibidor da 
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piruvato desidrogenase e α-cetoglutarato desidrogenase. Tais efeitos inibem o ciclo 

do acido cítrico, prejudicando a formação das coenzimas de redução NADH e 

NADPH, ocasionando perda de produção de ATP e redução no consumo de 

oxigênio (RAMANATHAN et al, 2003; TSENG, 2004). Outras formas de arsênio 

como as espécies inorgânicas podem atuar afetando a NADH desidrogenase e o 

citocromo C. A diminuição na atividade destas enzimas resultaria na inibição do fluxo 

de elétrons do NADH/NADPH ao oxigênio, com isso poderia aumentar a produção 

de EROs e diminuir o consumo de oxigênio. Tais efeitos a longo prazo resultariam 

na redução da capacidade de síntese de ATP que pode prejudicar a síntese de 

glutationa, favorecendo um cenário de estresse oxidativo. Espécies reativas de 

oxigênio estão envolvidas na toxicidade do arsênio, levando a danos oxidativos do 

DNA, proteínas e lipídios (BAU et al. 2002, SHI et al., 2004). Um recente estudo 

indica que o arsênio pode ser tóxico causando perturbações no sistema 

antioxidante, alterando as concentrações de glutationa e da glutamina cisteína 

ligase, favorecendo um cenário de estresse oxidativo (VENTURA-LIMA et al., 2009).            

O peixe zebra possui importantes e favoráveis características para pesquisas, 

é capaz de absorver de forma rápida os compostos adicionados na água e acumulá-

los em diferentes tecidos (YAMAZAKI et al., 2002; GOLDSMITH, 2004). Diferentes 

trabalhos com contaminantes ambientais utilizando este modelo biológico e 

envolvendo aspectos toxicológicos já foram desenvolvidos no sistema nervoso 

central de peixe zebra, dentre eles a TCDD (DONG et al., 2002; HILL et al., 2003), 

pesticidas carbamatos e organofosforados (SENGER et al., 2005), metanol (RICO et 

al., 2006) e metais pesados (SENGER et al., 2006; ROSEMBERG et al., 2007a), o 

que faz deste um importante modelo biológico para atuar como indicador de 

contaminação aquática.  
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A partir dos resultados obtidos, foi possível concluir que as ectonucleotidases 

são enzimas sensíveis a ações promovidas pelo arsênio e que os parâmetros 

comportamentais também são alterados, sinalizando que o sistema purinérgico pode 

ser um alvo potencial para neurotoxicidade induzida pelo arsênio, causando ainda 

efeitos ansiogênicos e na atividade locomotora nesta espécie.  
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