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RESUMO 

Hiperargininemia é uma doença rara causada por um erro inato do metabolismo (EIM) 

bioquimicamente caracterizado pelo acúmulo de arginina nos tecidos devido à deficiência de 

arginase. Retardo mental e outras doenças neurológicas são sintomas comuns em pacientes 

hiperargininêmicos. Diversos mecanismos foram propostos para descrever a neurotoxicidade 

da hiperargininemia, tais como, alterações nos sistemas enzimáticos antioxidantes e de 

neurotransmissão. O sistema purinérgico é uma importante rota de sinalização celular que 

utiliza nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares como moléculas sinalizadoras. A 

degradação do ATP extracelular é realizada por uma família de enzimas localizadas na 

superfície celular conhecidas como ectonucleotidases, que inclui as NTPDases (nucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5´-nucleotidase. A adenosina é um neuromodulador que 

atua através da ativação de receptores metabotrópicos do tipo P1 (A1, A2A, A2B, A3) e pode 

agir como um neuroprotetor endógeno. As NTPDases hidrolisam nucleotídeos tri- e 

difosfatados originando a adenosina. Assim, as NTPDases e ecto-5’-nucleotidase controlam 

os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos, modulando o sistema purinérgico. Considerando que 

o peixe-zebra é uma importante ferramenta para o estudo da Biologia do Desenvolvimento e 

que a hiperargininemia é uma doença que ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento, o 

objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento com arginina em larvas de peixe-

zebra em diferentes parâmetros bioquímicos, comportamentais e moleculares. Foram 

avaliados os efeitos da exposição in vivo de larvas e adultos de peixe-zebra na atividade das 

ectonucleotidases e na locomoção. Os resultados obtidos demonstraram que a exposição à 

arginina na concentração de 0.1 mM em larvas de peixe-zebra do 3º ao 7º dia pós-fertilização 

(dpf) foi capaz de alterar a atividade das ectonucleotidases, promovendo um aumento na 

hidrólise de ATP, ADP e AMP, assim como causar alterações moleculares e morfológicas, 

como diminuição do tamanho corporal, porém não alterou a atividade locomotora dos 

animais. A exposição aguda (1h) a arginina em peixes zebra adultos não foi capaz de alterar a 

atividade das ectonucleotidases. Esses dados demonstram que a arginina pode afetar a 

atividade das ectonucleotidases e parâmetros morfológicos em larvas de peixe-zebra, 

sugerindo que o sistema purinérgico é um alvo para os efeitos neurotóxicos induzidos pela 

arginina, nas fases iniciais do desenvolvimento.  

 

Palavras-chaves: Arginina, Desenvolvimento, Ectonucleotidases, Hiperargininemia, Larvae, 

Toxicidade, Peixe-zebra.

 

        

   

     

    

   



 

 

 

ABSTRACT 

 

Hyperargininemia is a rare disease caused by an innate error of the metabolism (EIM) 

biochemically characterized by the accumulation of arginine in body tissues due to arginase 

deficits. Mental retardation and other neurological symptoms are common 

in hyperargininemic patients. Several mechanisms have been proposed to describe the 

neurotoxicity of hiperargininemia, such as changes in antioxidant enzyme systems and 

neurotransmission. The purinergic system is an important pathway for which uses 

extracellular nucleotides and nucleosides as signaling molecules. 

The extracellular ATP degradation and the consequent adenosine production are performed by 

a cellular surface enzyme family known as ectonucleotidases, which include the NTPDases 

(nucleoside triphosphate diphosphoohydrolases) and the ecto-5´-nucleotidase.  

Adenosine is a neuromodulator that acts through the activation of P1 metabotropic 

receptors (A1, A2A, A2B, A3) and plays a role as an endogenous neuroprotector. Thus, the 

NTPDase and ecto-51-nucleotidase control the levels of nucleotides and nucleosides, 

modulating the purinergic system. Whereas the zebrafish is an important tool for the study of 

developmental biology and the hiperargininemia is a disease that occurs in the early stages of 

development, the objective of this study was to evaluate the effects of arginine exposure in 

zebrafish larvae on different biochemical, behavioral, and molecular parameters. The results 

showed that exposure to arginine at a concentration of 0.1 mM in larvae of the zebrafish from 

to 7 days post-fertilization (dpf) was capable of changing ectonucleotidase activities, 

promoting an increase of ATP, ADP, and AMP hydrolysis and as causing morphological 

changes, such as larvae body size reduction, but did not alter the locomotor activity of 

animals. Acute arginine exposure (1h) in adult zebrafish was not able to alter the activity of 

ectonucleotidases. These data demonstrate that arginine can affect the ectonucleotidase 

activities and morphological parameters in zebrafish larvae, suggesting that the purinergic 

system is a target for neurotoxic effects induced by arginine in the early stages of 

developmental. 

 

Keywords: Arginine, Development, Ectonucleotidases, Hyperargininemia, Larvae, Toxicity, 

Zebrafish. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 PEIXE-ZEBRA 

 

O peixe-zebra, Danio rerio (Figura 1), pertence à família dos peixes de água doce 

Cyprinidae, que representa a família de vertebrados com o maior número de espécies (Nelson, 

1994), sendo as espécies do gênero Danio naturalmente endêmicas do sul e sudeste asiático, 

principalmente Índia, Bangladesh e Nepal. O nome Danio é derivado da palavra Bengali 

“dhani”, que significa “do campo de arroz” (Talwar & Jhingran, 1991).   

 

Figura 1: Danio rerio. Disponível em www.aquamundi.com.br/zebrafish. 

 

Esse peixe é caracterizado por seu tamanho pequeno (até 12 cm de comprimento), 

raramente excede o tamanho padrão de 4 cm da ponta do focinho até a origem da nadadeira 

caudal. O padrão de coloração distinto, baseado em listras horizontais, claras e escuras e 

alternadas (Spence et al., 2008) compreende três tipos de células pigmentares, ou 

cromatóforos: os melanóforos azul-escuros, os xantóforos dourados e os iridóforos 

iridescentes (Parichy, 2006a). Assim como na maioria dos teleósteos, os melanóforos podem 

ser concentrados ou dispersados em resposta aos estímulos, sendo úteis na camuflagem, em 

resposta a alterações na luminosidade (Guo, 2004), além de serem úteis para a demonstração 

de agressividade, medo e outras situações comportamentais (Larson et al., 2006). Os machos 
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e as fêmeas apresentam coloração semelhante, embora os machos apresentem nadadeiras 

anais maiores e coloração mais amarelada em relação às das fêmeas (Schilling, 2002). O 

peixe-zebra é uma espécie onívora, se alimentando principalmente de zooplancton e insetos, 

além de fitoplancton, algas filamentosas, ovos de invertebrados, aracnídeos e detritos (Spence 

et al., 2007a). 

Atualmente, o peixe-zebra vem sendo cada vez mais utilizado em estudos nas áreas de 

bioquímica, farmacologia, toxicologia, neurobiologia, fisiologia (Zon & Peterson, 2005; 

Senger et al., 2006; Seibt et al., 2009; Egan et al., 2009; Grossman et al., 2010; Lee et al., 

2010). Além disso, diversos modelos de doenças humanas como, por exemplo, doenças 

neurológicas, cardíacas e câncer já foram desenvolvidos em peixe-zebra (Finn et al., 2009; Xi 

et al., 2011; Dahme et al., 2009; Hortopan et al., 2010, Etchin et al., 2011).  

Inicialmente, o peixe-zebra foi empregado no estudo da genética do desenvolvimento 

e genética molecular, devido a vantagens apresentadas quando comparado a outros 

organismos (Feitsma et al, 2008). Seus embriões (Figura 2) são suficientemente resistentes a 

manipulações experimentais como microinjeção e transplante celular (Gilmour et al., 2002).  

Além disso, a transparência desses embriões permite a visualização dos processos do 

desenvolvimento nos seus diferentes estágios e também o screening por fenótipo (Lieschke & 

Currie, 2007). O ciclo de desenvolvimento do peixe-zebra é bastante rápido, sendo que a 

embriogênese possui uma duração aproximada de 24 horas e a organogênese leva em torno de 

cinco dias (Dahm & Geisler, 2006). Outro atrativo para o uso do peixe-zebra é sua capacidade 

de gerar um grande número de descendentes. Quando mantida em condições ideais, uma 

fêmea pode gerar de 100 a 400 ovos por dia (Dahm & Geisler, 2006), sendo esses ovos 

relativamente grandes em relação a outros peixes (0,7 mm no momento da fertilização). Suas 

características embriológicas e de desenvolvimento conferem ao peixe-zebra grande vantagem 

em relação a outros modelos de vertebrados, nos quais aspectos patológicos e da 
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organogênese não podem ser estudados sem intervenções cirúrgicas ou análises post-mortem 

(Lieschke & Currie, 2007). Os avanços nos estudos com peixe-zebra ainda permitem 

screening genéticos em larga escala que tornaram possível entender processos específicos de 

vertebrados. Anteriormente, esse tipo de estudo era restrito a moscas, vermes e fungos (Zon & 

Peterson, 2005). Além disso, o rápido desenvolvimento desse teleósteo permite o estudo de 

aspectos do desenvolvimento como proliferação e crescimento celular, organogênese, 

locomoção e comportamento em apenas algumas horas ou dias (Dahm & Geisler, 2006).  

A 

B  

 

 

 

Figura 2: Estágio embrionário com 24h (A) e larval com 7 dias pós-fertilização do 

peixe-zebra (B). Disponível em www.zfin.org. 

 

http://www.zfin.org/
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Em estudos farmacológicos, sua capacidade de absorver compostos adicionados à 

água dispensa a necessidade de tratamentos através de protocolos invasivos. Uma vez que as 

larvas de peixe-zebra podem viver em meios com volume em torno de 50 µl, pouca 

quantidade de droga é necessária para a realização de testes (Goldsmith, 2004).  Essas 

características permitem a realização de estudos in vivo em larga escala e também a replicação 

do tratamento em um grande número de animais, bem como em diferentes linhagens 

(Berghmans et al., 2007). 

O estudo do genoma do peixe-zebra foi iniciado em 2001 com o seqüenciamento pelo 

Instituto Sanger (Spence et al., 2008). O genoma da espécie foi seqüenciado e estão sendo 

feitas revisões e atualizações em sua anotação (sanger.ac.uk/Projects/D_rerio). Muitos genes 

associados a doenças humanas, bem como seu padrão de expressão, já são conhecidos ou 

estão sendo estudados nesse teleósteo. Genes ortólogos envolvidos em patologias 

neurológicas, como Parkinson, Alzheimer e Huntington já foram identificados (Sager et al., 

2010). Além disso, foram desenvolvidos modelos transgênicos expressando genes humanos 

mutados e modelos knockout que reproduzem patologias humanas, bem como técnicas para 

controle da expressão gênica (Bandmann & Burton, 2010).  

Recentemente, o peixe-zebra também foi considerado um importante modelo para 

estudos neurológicos e comportamentais (Egan et al., 2009; Piato et al., 2011; Ghisleni et al., 

2011; Stewart et al., 2010). O sistema nervoso central (SNC) do peixe-zebra apresenta uma 

complexidade organizacional com células neuronais especializadas, células gliais e circuitos 

neuronais semelhantes aos observados em mamíferos (Sager et al., 2010). A ocorrência dos 

principais neurotransmissores encontrados em mamíferos, incluindo aminoácidos (glutamato, 

GABA, glicina), monoaminas (histamina, dopamina, norepinefrina, epinefrina, serotonina, 

melatonina) e acetilcolina (ACh), entre outros, bem como seus mecanismos de ação já foram 

descritos em peixe-zebra (Rinkwitz et al., 2011).  Esse teleósteo apresenta os sistemas motor, 
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sensitivo e endócrino bem desenvolvido, alta sensibilidade a alterações ambientais e 

manipulações farmacológicas e um amplo espectro de fenótipos comportamentais conhecidos 

(Egan et al., 2009;  Cachat et al., 2010; Sager et al., 2010; Burne et al., 2011). Agentes 

farmacológicos que interferem na transmissão sináptica e na estabilidade da membrana 

neuronal mostraram, em peixe-zebra, efeitos semelhantes aos verificados em humanos, 

sugerindo a existência de mecanismos de controle neurológico semelhante (Lieschke & 

Currie, 2007).  

A grande maioria dos peixes teleósteos adultos, como o peixe-zebra, são amonotélicos 

(produzem amônia como produto da excreção nitrogenada), e através dos transportadores 

chamados proteínas rhesus (Rh) conseguem excretar seus produtos tóxicos do catabolismo 

dos aminoácidos.  Entretanto, algumas espécies de peixes teleósteos durante o 

desenvolvimento expressam transportadores de uréia (TU) que possuem um papel vital 

durante o desenvolvimento, sendo considerados neste período ureotélicos (produzem uréia 

como produto da excreção nitrogenada) (Wright et al., 1995; Chadwick & Wright, 1999; 

Barimo et al., 2004; Essex-Fraser et al., 2005). As altas taxas de excreção de uréia durante a 

fase inicial do desenvolvimento em teleósteos, como o peixe-zebra são devidas a 

funcionalidade do ciclo uréia/ornitina, que é necessário enquanto a excreção da amônia é 

limitada pelas brânquias que ainda estão em desenvolvimento nos embriões (Rombough, 

2002). A excreção de amônia é limitada devido à falta de transportadores de amônia até o 3 

dpf, onde ocorre um aumento da expressão das proteínas Rh, aumentando a taxa de excreção 

desse metabólito (Braun et al., 2009).  

Recentemente, estudos avaliando características comportamentais do peixe-zebra 

foram desenvolvidos, envolvendo a análise da atividade locomotora, agressividade, interação 

social e memória e aprendizado (Guo, 2004; Gerlai et al., 2006; 2009; Blank et al., 2009; 

Wong et al. 2010). 
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O comportamento locomotor desempenha um papel crucial na alimentação, defesa e 

atividade social do peixe-zebra ao longo da vida. O desenvolvimento normal da atividade 

locomotora ocorre durante a embriogênese (Granato et al., 1996), a partir de 18 horas-pós-

fertilização (dpf) iniciam as contrações musculares espontâneas e em 48 hpf as larvas já 

desempenham respostas de fuga (Granato et al., 2006). Alguns estudos já demonstraram que 

drogas como etanol, anfetamina e cocaína causam um efeito hiperlocomotor em larvas de 

peixe-zebra (Iron et al., 2010; Chen et al., 2011). Em peixe-zebra adultos, drogas como MK-

801 e cafeína são capazes de induzir um efeito hiperlocomotor em alguns parâmetros tais 

como, aumento na distância percorrida, velocidade média e número de cruzamentos (Seibt et 

al., 2010; Riehl et al., 2011; Maximino et al., 2011). Além disso, Savio e colaboradores 

(2011) demonstraram que o tratamento com prolina induz o aumento da atividade locomora 

em peixe-zebra, sugerindo que esta espécie pode ser um modelo para estudos de erros inatos 

do metabolismo.  

 

1.2 HIPERARGININEMIA  

 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são um grupo de doenças genéticas humanas 

causadas pela deficiência ou ausência de uma proteína, geralmente uma enzima. A maioria 

dos EIM ocorre em função de defeitos em genes específicos que codificam enzimas que 

facilitam a conversão de substratos em outros produtos. Na maioria das desordens, tais 

deficiências induzem ao acúmulo de substâncias que são tóxicas e interferem no 

funcionamento normal ou podem comprometer a síntese de compostos essenciais (Figura 3). 

Estas doenças são raras e sua manifestação pode ocorrer em qualquer estágio do 

desenvolvimento, inclusive na fase adulta (Childs & Valle, 2000; Sedel et al., 2007). 
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Com relação ao metabolismo de aminoácidos, diversas enzimas participam do 

processo de interconversão de aminoácidos e da remoção de nitrogênio. O grupamento amino 

dos aminoácidos dá origem à amônia, que deve ser excretada devido ao seu efeito tóxico, 

principalmente no SNC. O excesso de amônia é convertido em uréia através do ciclo da uréia, 

que ocorre principalmente no fígado, sendo esta transportada pela circulação sanguínea até os 

rins, onde é eliminada. O ciclo da uréia consiste em uma série de seis reações que são 

necessárias para a remoção do nitrogênio e produção de uréia (Brusilow & Horwich, 2001).  

A hiperargininemia é um erro inato no ciclo da uréia, causado pela deficiência de 

arginase, enzima final do ciclo da uréia que converte a arginina em ornitina e uréia.  Trata-se 

de uma doença autossômica recessiva, que resulta no acúmulo tecidual e plasmático de 

arginina e seus metabólitos, os compostos guanidínicos (Crombez & Cederbaum, 2005). A 

arginase existe em duas formas e possui uma ampla distribuição tecidual: a forma citosólica 

(AI) é altamente expressa no fígado e, a forma mitocondrial (AII) parece ser mais amplamente 

expressa, estando envolvida na biossíntese de poliaminas e dos aminoácidos ornitina, prolina 

e glutamato e em processos inflamatórios (Ash et al., 1998; Crombez & Cederbaum, 2005).  

As manifestações clínicas desta doença diferem substancialmente das demais doenças 

metabólicas do ciclo da uréia. Entre elas, destaca-se o fato de que a ocorrência de 

hiperamonemia não é significativa na hiperargininemia. A hiperargininemia é caracterizada 

por sintomas neurológicos, comportamentais e morfológicos, como retardo mental e 

psicomotor, epilepsia, hiperatividade, irritabilidade e estatura baixa (Marescau et al., 1990; 

Brusilow & Horwich, 2001; Crombez & Cederbaum, 2005). 
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Figura 3: Representação ilustrativa das diferenças entre indivíduo que apresenta EIM dos 

aminoácidos e indivíduo normal. Esquema adaptado de 

http://www.newbornscreening.info/Amino_acid/argininemia.html 

 

1.3 SISTEMA PURINÉRGICO 

 

1.3.1 ATP  

 

A existência da neurotransmissão purinérgica foi proposta pela primeira vez em 1972 

por Geoffrey Burnstock. No sistema purinérgico (Figura 4), os nucleotídeos de adenina são 

empregados como neurotransmissores, sendo o ATP (adenosina 5´-trifosfato) e a adenosina as 

principais moléculas sinalizadoras (Burnstock, 1972). Receptores de membrana para 

NORMAL EIM 

http://www.newbornscreening.info/Amino_acid/argininemia.html
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adenosina e ATP foram identificados em 1978 e denominados P1 e P2, respectivamente 

(Burnstock, 1978).  O sistema purinérgico constitui uma rota comum de comunicação célula-

célula, envolvida em muitos mecanismos neuronais e não neuronais como respostas imunes, 

inflamação, dor, proliferação e morte celular (Abbracchio et al., 2009; Burnstock & Knight, 

2004).  Os receptores purinérgicos encontram-se amplamente distribuídos por todo o SNC e 

sistema nervoso periférico (SNP) (Ralevic & Burnstock, 1998). 

O ATP é sintetizado e armazenado em terminais pré-sinápticos e liberado na fenda 

sináptica sob estímulos nervosos, podendo ser coliberado juntamente com outros 

neurotransmissores, como acetilcolina, glutamato, noradrenalina, serotonina e ácido -amino 

butírico (GABA) (Burnstock, 2004; North & Verkhratsky, 2006; Zimmermman, 2008).  Uma 

vez liberado no meio extracelular, o ATP pode modular a sinalização purinérgica através da 

ativação de receptores do tipo P2 (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006). Os receptores do 

tipo P2 são divididos em dois grupos, P2X e P2Y, de acordo com seu mecanismo de ação, 

farmacologia e clonagem molecular (Ravelic & Burnstock, 1998; Skaper et al., 2010; 

Surprenant & North, 2009). O grupo P2X é composto por sete (P2X1-7) subtipos de 

receptores ionotrópicos com permeabilidade rápida e seletiva para cátions (Na
+
, K

+
 e Ca

2+
).  

Esses receptores encontram-se amplamente distribuídos em neurônios, células gliais e 

músculo liso e são ativados por ATP (Burnstock, 2004). O grupo P2Y consiste em oito 

subtipos de receptores metabotrópicos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e 

P2Y14) que podem ser ativados por diversos nucleotídeos: ATP, ADP, UTP e UDP 

(Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007; Erb et al., 2006).  Os receptores P2Y estão 

presentes em vários tecidos e sistemas, como epitelial, muscular, cardíaco, nervoso e 

imunológico (Burnstock, 2006, 2007).  No sistema nervoso, controlam canais de Ca
2+

 e K
+
 e a 

liberação de outros neurotransmissores (Hussl & Boehm, 2006). Além de atuar em receptores 
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do tipo P2, o ATP liberado em resposta a uma atividade cerebral pode ser convertido em 

adenosina, através de sua hidrólise pelas ectonucleotidases (Zimmermann, 2001; Robson et 

al., 2006). 

Os receptores P2 já foram clonados e identificados no peixe-zebra (Diaz-Hernandes et 

al., 2002; Kucenas et al., 2003; Appelbaum et al., 2007; Young, 2010). A família P2X possui 

nove membros, sendo destes seis ortólogos a genes dos receptores P2X de mamíferos, dois 

parálogos e um gene ainda precisa ser devidamente classificado (Kucenas et al., 2003; 2009). 

Os subtipos dos receptores P2X do peixe-zebra contêm resíduos altamente conservados, os 

quais são encontrados nas subunidades de mamíferos. Até o momento, foram identificadas 

oito proteínas funcionais na família de receptores P2Y (Ralevic & Bursntock, 1998), e 

somente os receptores P2Y1 foram identificados em trombócitos de peixe-zebra (Gregory & 

Jagadeeswaran, 2002). 

 

1.3.2 ADENOSINA 

 

A adenosina é um neuromodulador endógeno que está envolvido no controle de vários 

mecanismos do SNC (Boison, 2007).  Essa purina não é armazenada em vesículas e não é 

liberada por exocitose como outros neurotransmissores (Fredholm, 2003).  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), pode ser formada a partir da hidrólise do ATP pela cascata 

enzimática das ectonucleotidases ou ainda a partir da degradação do AMP cíclico (AMPc) 

(Latini & Pedata, 2001; Antonioli et al., 2008). 

A função neuromoduladora da adenosina é exercida através dos receptores 

purinérgicos do tipo P1 (Trincavelli et al., 2010), subdivididos em A1, A2A, A2B e A3.  Esses 
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receptores encontram-se acoplados à proteína G e têm sete domínios transmembrana 

formados por aminoácidos hidrofóbicos (Abbracchio et al., 2009). Os receptores A1, que 

apresentam alta afinidade pela adenosina, são amplamente distribuídos no encéfalo, 

principalmente no córtex, hipocampo, cerebelo e medula espinhal (Ribeiro et al., 2002). A 

ativação de receptores A1 pré-sinápticos diminui o funcionamento das sinapses excitatórias 

através da inibição da liberação de glutamato.  Sua ativação pós-sináptica leva à estabilização 

do potencial de membrana através do controle do fluxo de Ca
+2

 e K
+
 (Boison, 2005; Fredholm 

et al., 2005). Os receptores A2 são subdividos em A2A e A2B, sendo que os receptores A2A 

apresentam alta afinidade pela adenosina. A ativação dos purinoreceptores A2 pode estimular 

a adenilato ciclase, podendo levar ao aumento da produção de AMPc, aumento no influxo de 

Ca
2+

 e inibição dos canais de Na
+
 (Ribeiro et al., 2002). Os receptores A2A estão localizados 

em altos níveis no bulbo olfatório e em neurônios gabaérgicos estriato-palidais e em menor 

nível em outras regiões cerebrais (Ribeiro et al., 2002). Embora em pequena densidade, os 

receptores A2B são encontrados na maioria dos neurônios e células gliais (Etherington & 

Frenguelli, 2004; Fredholm et al., 2005). Os receptores do tipo A3, de baixa afinidade pela 

adenosina, são expressos em neurônios e células gliais e distribuídos por todo o encéfalo, com 

menor densidade em relação aos outros receptores P1 (Fredholm et al., 2001; Hammarberg et 

al., 2003; Wittendorp et al., 2004) e estão claramente envolvidos em processos de injúria 

cerebral, como hipóxia e inflamação (Chen et al., 2006; Lee et al., 2006). Recentemente, foi 

demonstrada a presença de duas formas de receptores A2A e uma forma de receptor A2B, bem 

como a presença de receptor de adenosina A1 em cérebros de embriões de peixe-zebra 

(Boehmler et al., 2009). 
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Figura 4: Representação esquemática da sinalização purinérgica no sistema nervoso central.  

O ATP liberado liga-se a receptores P2 localizados em membranas pós-sinápticas, pré-

sinápticas e glia. A degradação do ATP origina a adenosina, que atua em receptores P1. A 

sinalização glia-neurônio, também pode ser controlada pela adenosina. Figura obtida de 

Cognato & Bonan, 2010. 

 

1.3.3 ECTONUCLEOTIDASES 

 

Os nucleotídeos extracelulares podem atuar como moléculas sinalizadoras que 

precisam ter o seu sinal inativado após a sua ação. A inativação deste sinal e a manutenção 

das concentrações dos nucleotídeos pode se dar pela hidrólise extracelular dos mesmos. Os 

nucleotídeos são hidrolisados por uma cascata que resulta na formação do respectivo 

nucleosídeo e fosfato livre (Zimmermann, 2008; Schetinger et al., 2007). As enzimas que 

catalisam esta reação são as ectonucleotidases. Essas enzimas estão ancoradas na membrana 

celular, possuindo seu sítio ativo voltado para o meio extracelular ou estão presentes na forma 
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solúvel no meio intersticial. Diversas famílias de enzimas constituem o grupo das 

ectonucleotidases, constituído por quatro famílias de enzimas: Ecto-nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolases (E-NTPDases), Ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), 

fosfatases alcalinas e Ecto-5’-nucleotidases (E-5´NT) (Robson et al., 2006; Zimmerman, 

2001).  

As E-NTPDases podem hidrolisar nucleosídeos 5´-trifosfatados e nucleosídeos 5´-

difosfatados e apresentam membros em vertebrados, invertebrados, plantas, leveduras e 

protozoários (revisado em Zimmermann, 2001), os quais diferem em relação à preferência 

pelo substrato (Figure 5). Os membros da família das NTPDases são codificados por oito 

genes diferentes, chamados de genes ENTP. Dos oito membros descritos até o momento, 

quatro estão localizados na membrana celular com o sítio ativo voltado para o meio 

extracelular (NTPDases 1, 2, 3 e 8). As NTPDases 5 e 6 se localizam intracelularmente, 

porém são secretadas após expressão heteróloga. As NTPDases 4 e 7 apresentam localização 

intracelular com o sítio ativo voltado para o lúmen de organelas citoplasmáticas 

(Zimmermann, 2000; Robson et al., 2006). Em termos de hidrólise de nucleotídeos, a 

NTPDase1 hidrolisa ATP e ADP igualmente (Heine et al., 1999). A enzima NTPDase2 

hidrolisa 30 vezes mais ATP do que o ADP. A NTPDase3 e a NTPDase8 preferem o ATP em 

relação ao ADP numa razão de hidrólise de aproximadamente 3:1 e 2:1, respectivamente 

(Chadwick et al., 1998; Bigonnesse et  al., 2004). As NTPDases hidrolisam tanto ATP como 

ADP, formando AMP na presença de íons Ca
+2 

e Mg
+2

 (Robson et al., 2006). 

 As E-5´NT são uma família de enzimas que desfosforilam nucleosídeos 

monofosfatados não cíclicos (Bianchi & Spychala, 2003), através da hidrólise da ligação 

fosfodiéster de 5´-ribonucleotídeos, levando à formação do correspondente ribonucleosídeo e 

fosfato. Essa enzima é ancorada à membrana plasmática por um glicosilfosfatidilinositol 

(GPI) e possui a forma estrutural de dímero com pontes dissulfeto entre as cadeias. O 
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ancoramento por GPI pode ser clivado pela ação de uma fosfolipase C específica, dando 

origem a formas solúveis desta enzima (Zimmermann, 2000; Hunsucker et al., 2005). A 

principal função em animais é a hidrólise de AMP até adenosina (Zimmermann, 2000). As 

Ecto-5´-NT apresentam uma ampla distribuição tecidual e fazem parte da cascata para 

finalizar a ação de nucleotídeos como ATP e moléculas sinalizadoras que agem em receptores 

P2X e P2Y, sendo a principal enzima responsável pela formação extracelular de adenosina 

(Zimmermann, 2000).  

No peixe-zebra, estudos demonstraram a presença de uma NTPDase e uma Ecto-5´-

NT em membranas cerebrais (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004). Estas duas enzimas 

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). Estudos do nosso laboratório 

identificaram a presença de três isoformas diferentes de NTPDase 2 (NTPDase2mv, 

NTPDase2mg, NTPDase2mq) em encéfalo de peixe-zebra (Rico et al., 2006). A co-

localização da NTPDases 1 e 2 já foi descrita em células de retina de peixe zebra (Ricatti et 

al., 2009) e a NTPDase 3 foi caracterizada em neurônios sensoriais desta espécie (Appelbaum 

et al., 2007). A hidrólise dos nucleotídeos em peixe-zebra adultos aumenta em função da 

concentração de proteína e a formação de produto mostra-se linear na taxa de 3-10 µg de 

proteína para cérebro e fígado e, de 3-5 µg de proteína para coração. O perfil da expressão 

gênica foi realizado, demonstrando a presença de diferentes níveis de transcritos das 

NTPDases em cérebro, coração e fígado desta espécie (Rosemberg et. al, 2010). 
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Figura 5: Representação esquemática da degradação extracelular dos nucleotídeos derivados 

de purinas. NTPDases e a 5’-nucleotidase são as enzimas que atuam na conversão de ATP a 

adenosina. Fosfatases alcalinas hidrolisam nucleotídeos monofosfatados e as NPPs atuam no 

catabolismo extracelular dos dinucleotídeos.  Figura obtida de Cognato & Bonan, 2010. 

 

1.4  SISTEMA PURINÉRGICO E HIPERARGININEMIA 

 

 A hiperargininemia é uma doença rara entre os EIM, tipicamente presente em crianças 

entre 2 a 4 anos de idade, causando retardo no desenvolvimento associado com progressivos 

espasmos (Brusilow & Horwich, 2001; Scaglia et al., 2006). O efeito do acúmulo de arginina 

nas fases iniciais do desenvolvimento já foi demonstrado através da utilização de ratos que 

mimetizam a deficiência da enzima arginase de humanos (Iyer et al., 2002; Deignan et al., 

2008). Por outro lado, outros estudos foram desenvolvidos a fim de avaliar os efeitos de altos 
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níveis de arginina sobre as enzimas envolvidas nas vias de sinalização do SNC (Reis et al., 

2002; Delwing et al., 2005, 2007). 

 A sinalização purinérgica desempenha funções complexas como a neurotransmissão 

excitatória ou inibitória, além de atuar como fator trófico com efeitos em longo prazo de 

proliferação, crescimento e desenvolvimento celular (Abbracchio & Burnstock, 1998; 

Burnstock & Ulrich, 2011). Estudos demonstraram que a hidrólise extracelular de 

nucleotídeos é diminuída em soro de ratos submetidos à administração aguda de arginina 

(Delwing et al., 2005). Uma redução na hidrólise de nucleotídeos também foi observada 

quando a arginina foi administrada intracerebroventricularmente (Delwing et al., 2007). 

Entretanto, a administração intraperitoneal de arginina não foi capaz de alterar a atividade das 

ectonucleotidases em sinaptossomas de hipocampo de ratos (Delwing et al., 2007). Tais 

resultados sugerem que as enzimas envolvidas na modulação dos níveis de ATP e adenosina 

são alteradas pela disfunção cerebral causada pela hiperargininemia. 

 

1.6. JUSTIFICATIVA 

 

Considerando que o peixe-zebra é um modelo importante para estudo de diversas 

doenças do metabolismo e que o sistema purinérgico está envolvido nos prejuízos 

relacionados aos EIM, o peixe-zebra torna-se um importante modelo para avaliação do 

acúmulo de aminoácidos e também para a caracterização desse efeito sobre as enzimas que 

fazem a modulação do sistema purinérgico. Além disso, o peixe-zebra pode ser um excelente 

modelo para o estudo de doenças raras que provocam acúmulo de aminoácidos, como a 

hiperargininemia, sem desenvolver outros prejuízos causados pelo hiperamonemia.   

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Burnstock%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Burnstock%20G%22%5BAuthor%5D


   

 

 

 

27 

1.7 OBJETIVOS  

 

1.7.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as atividades ectonucleotidásicas em um modelo agudo de 

hiperargininemia em peixe-zebra em diferentes estágios do desenvolvimento, assim como 

avaliar diferentes parâmetros comportamentais neste modelo. 

 

1.7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Determinar a atividade ex vivo da hidrólise de ATP, ADP E AMP em membranas de cérebro 

de larvas e adultos de peixe-zebra submetidos ao modelo agudo de hiperargininemia;  

 

- Determinar a expressão gênica das E-NTPDases e ecto-5’-nucleotidase em encéfalo de 

peixe-zebra larvas e adultos submetidos ao modelo agudo de hiperargininemia. 

 

- Avaliar a o efeito da hiperargininemia na morfologia de larvas de peixe-zebra, bem como 

sobre parâmetros comportamentais, tais como atividade locomotora. 
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Abstract 

Hyperargininemia is an inborn error of metabolism (IEM) characterized by tissue 

accumulation of arginine (Arg). Mental retardation and other neurological features are 

common symptoms in hyperargininemic patients. Considering purinergic signaling has a 

crucial role from the early stages of development and underlying mechanisms of this disease 

are poorly established, we investigated the effect of Arg administration on locomotor activity, 

morphological alterations, and extracellular nucleotide hydrolysis in in larvae and adult 

zebrafish. We showed that 0.1 mM Arg was unable to promote changes in locomotor activity. 

In addition, 7-day-post-fertilization (dpf) larvae treated with Arg demonstrated a decreased 

body size. Arg exposure (0.1 mM) promoted an increase in ATP, ADP, and AMP hydrolysis 

when compared to control group. These findings demonstrated that Arg might affect 

morphological parameters and ectonucleotidase activities in zebrafish larvae, suggesting that 

purinergic system is a target for neurotoxic effects induced by Arg. 

 

 

Keywords: Arginine, Development, Ectonucleotidases, Hyperargininemia, Toxicity, 

Zebrafish. 
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Introduction 

ATP and adenosine play a crucial role from the early stages of development. Their 

levels are controlled by a complex cell surface-located group of enzymes called 

ectonucleotidases, such as nucleoside triphosphate diphosphohydrolase family (NTPDase) 

and ecto-5´-nucleotidase.
1,2

 The importance of the purinergic signaling throughout the 

development was demonstrated in several systems from amphibians, birds, and mammals, 

including humans.
3
  

Extracellular ATP promotes increased permeability in the membrane of fertilized eggs 

through the activation of P2 receptors,
4 

proving to be crucial in the fertilization process. 

Furthermore, during the complex phase of initial development, adenosine plays differential 

role from that observed in adults. This nucleoside regulates many physiological and 

pathophysiological processes through activation of G protein-coupled receptors called A1, 

A2A, A2B, and A3.
5,6

 In addition, adenosine plays an important role during pre- and post- natal 

development. During prenatal life, adenosine is the dominant humoral regulator of embryonic 

brain and heart function.
7
 In the forming central nervous system, activation of adenosine A1 

receptors potently inhibits the development of axons and can lead to leukomalacia.
7
 Several 

studies have shown the involvement of adenosine and ectonucleotidase activities in inborn 

errors of metabolism (IEM), such as phenylketonuria,
8
 Lesch-Nyhan diasease,

9
 

hyperhomocysteinemia,
10 

hyperprolinemia,
11

 and hiperargininemia.
12

 Hyperargininemia is a 

rare IEM, which affects the activity of the enzyme arginase, which is the final enzyme of urea 

cycle and catalyzes the conversion of arginine (Arg) to urea and ornithine.
13 

Tissue 

accumulation of Arg is the biochemical hallmark of hyperargininemia. Patients affected by 

this disease show progressive dementia, epilepsy, ataxia, and spasticity, as well as cortical and 

pyramidal tract deterioration and memory impairment.
14-16

 The hyperargininemia is typically 
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present in early childhood (between 2 and 4 years of age) with developmental delay 

associated with progressive spastic paraparesis.
17, 18

 

Some studies have been concerned about the effect of Arg accumulation in early life 

through a mouse model that mimics human arginase deficiency and becomes a tool for 

studying potential treatments for hyperargininemia.
14

 Other promising model for studying 

IEM is zebrafish, which is a small freshwater teleost which is widely used in Developmental 

Biology, Genetic, Behavioral, and Neurochemical studies.
19-21

 In addition, the genome of this 

species is well-characterized and shares many similarities with the human genome.
22

 In 

addition, several neurotransmitter systems have been already described in this species,
23

 such 

as the purinergic system. P2 purinoceptors have been identified
24

 and has been characterized 

the presence of NTPDases and ecto-5'-nucleotidase in zebrafish brain membranes.
25-27

 

Considering that ATP and adenosine are important signaling molecules involved in 

several pathological conditions observed in hyperargininemic patients, such as epilepsy, 

cognitive deficit, and motor disorders, and zebrafish might be an important model for 

studying morphological and developmental aspects related to IEM, we evaluated the influence 

of arginine treatment on morphological and behavioral parameters in larvae and adult 

zebrafish.  

 

Material and Methods  

Zebrafish embryos and larvae 

Zebrafish embryos were obtained from natural mating of adult zebrafish (wild type) 

breeds and maintained in an automated re-circulating tank system. After the posture, eggs 

were collected and kept in an incubator at 28.5
o
C on 14:10 light/dark cycle until 7 days post-

fertilization (dpf) and used for subsequent experiments. 
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Adult zebrafish 

Zebrafish (Danio rerio) adult “wild type” (3 – 5 cm) of both sexes were obtained from 

a commercial supplier (Red Fish, Porto Alegre, Brazil) and were acclimated for at least 14 

days in the experimental room. Animals were housed in groups of 20 fish in 15-L 

thermostated (26 ± 2 °C) tanks kept under constant chemical and mechanical water filtration 

and aeration (7.20 mg O2/L). Fish were maintained under a 14-10 h day/night photoperiod 

cycle and fed three times a day with commercial flakes (TetraMin®, NC, USA) and 

supplemented with live brine shrimp. All protocols were approved by the Institutional Animal 

Care Committee (10/00188–CEUA PUCRS) and followed Brazilian legislation, the 

guidelines of the Brazilian Collegiums of Animal Experimentation (COBEA), and the 

Canadian Council for Animal Care (CCAC) “Guide on the Care and Use of Fish in Research, 

Teaching, and Testing”. 

 

Chemicals 

L-arginine, Trizma Base, EDTA, EGTA, sodium citrate, Coomassie blue, bovine 

serum albumin, malachite green, ammonium molybdate, polyvinyl alcohol, nucleotides, 

calcium, and magnesium chloride were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA). All other reagents used were from analytical grade. 

 

In vivo treatments 

Arg treatment in zebrafish larvae 

A pilot experiment was conducted to choose the Arg concentrations for larval 

exposure. In this experiment, fertilized eggs were treated with 0.1, 1.0, and 1.5 mM Arg in 

order to use Arg concentration able to induce similar effects those found in hyperarginemic 

patients. Relative mortality rate, hatching, and larvae morphology were monitored. Arg-
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treated animals started their treatment from 3 up to 7 dpf in 400 mL-tanks (pool of 100 larvae 

per tank). Arg was diluted in the same living water of control embryos. We observed a very 

pronounced mortality in zebrafish larvae treated with 1.0 and 1.5 mM Arg. Thus, for 

subsequent experiments, fertilized eggs were collected and treated with 0.1 mM Arg from 3 to 

7 dpf or kept in living water (water from reverse osmosis plus marine salt) as control animals. 

The medium containing 0.1mM Arg was changed once a day during the treatment period, in 

order to maintain the Arg concentration. The behavioral, morphological, and biochemical 

experiments were performed at the 7 dpf. 

 

Arg treatment in adult zebrafish 

Groups of five adult animals were maintained in 5-L aquariums containing different 

Arg concentrations (0.1, 1.0, and 1.5 mM) during 1h.
1
 Control group animals were maintained 

in in 5-L aquariums with tank water for the same period and conditions as the Arg-treated 

groups. The behavioral and biochemical experiments were performed immediately after the 

1h-treatment with Arg. 

 

Behavioural parameters  

Zebrafish larval locomotor activity  

All tests were performed with 7 dpf-larvae in the 96-well plate. After the Arg 

treatment and single larvae was placed in fresh 10% Hanks solution and transferred to 96-well 

plate. Larvae were housed individually for ease of tracking and statistical analysis. 

Temperature in the testing room was kept at 26 °C. The behavioral parameters analyzed were 

distance traveled, mean speed, and absolute turn angle.  
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Zebrafish adult locomotor activity 

Immediately after Arg treatment (0.1, 1.0, and 1.5 mM), control and treated animals 

were carefully placed individually into the novel tank, representing a 1.5 L rectangular tank 

(30 cm length × 15 cm height × 10 cm width) as previously described.
28

 The behavioral test 

was performed during the same time frame each day (between 10:00 am and 4:00 pm). 

Animals were first habituated to the apparatus for 30 s and then behavioral activity was 

recorded over a period of 5 min. The testing tank was virtually divided into one horizontal 

and four equally vertical areas in order to evaluate the exploratory activity. All videos were 

recording with a digital webcam (Quick cam Pro 9000, LOGITECH) and movement of 

each larva was monitored by ANY-Maze recording software (Stoelting Co., Wood Dale, IL, 

USA). 

 

Morphological evaluation  

Morphological evaluation was performed in larvae from 7 dpf under stereomicroscopy 

to search for body defects. Measure of body length was performed by photographical 

registration followed by measurement by an image analysis program Image J 1.37 for 

Windows. The body length was assumed as the distance of the center of an eye to tail bud.   

 

Preparation of Zebrafish Brain Membranes 

Zebrafish Larvae were cryoanesthesized, euthanized by decapitation and eyes and tails 

were removed, and the brain-enriched portion of the larvae was dissected (pool of eighty 

larvae for each sample). Immediately after Arg treatment, adult zebrafish were euthanized and 

their whole brains (five brains for each sample) were dissected. Brains of adult zebrafish and 

larvae were homogenized in 60 vol. (v/w) of chilled Tris– citrate buffer (50 mM Tris–citrate, 

2 mM EDTA, 2 mM EGTA, and pH 7.4 adjusted with citric acid) for NTPDase and ecto-5’-



   

 

 

 

37 

nucleotidase assays.
25,26

. Briefly, brain homogenates were centrifuged at 800 × g for 10 min 

and the supernatant fraction was subsequently centrifuged for 25 min at 40 000 × g. The pellet 

of membrane preparations was frozen in liquid nitrogen, thawed, and ressuspended in buffer. 

This freeze–thaw-wash procedure was used to ensure the lyses of brain vesicles membranes. 

For zebrafish larvae membranes, this was the last step to obtain the brain membrane. For adult 

zebrafish membranes, after lyses procedure, an additional centrifugation at 40 000 × g for 20 

min was performed. The final pellet was ressuspended and used for biochemical analyses. All 

cellular fractions were maintained at 2–4◦C throughout preparation and immediately used for 

enzyme assays.  

 

Protein determination 

Protein concentration was measured by the Coomassie blue method along, with bovine 

serum albumin as a protein standard.
29

 

 

Determination of ectonucleotidase activity 

The ectonucleotidase activities were determined as previously described.
25,26

 Zebrafish 

larvae and adult brain membranes (3–5 µg protein) were added to the reaction mixture 

containing 50 mM Tris–HCl (pH 8.0) and 5 mM CaCl2 (for NTPDase activities) or 50 mM 

Tris–HCl (pH 7.2) and 5 mM MgCl2 (for ecto-5’-nucleotidase activity) in a final volume of 

200 µL. Samples were preincubated for 10 min at 37ºC before starting the reaction with the 

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

stopped after 30 min with the addition of 200 µL of 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).
30

. The 
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quantification of Pi released was determined spectrophotometrically at 630 nm and the 

specific activity was expressed as nmol of Pi min
−1

 mg
-1

 of protein. In order to correct non-

enzymatic hydrolysis of the substrates, controls with the addition of the enzyme preparation 

after the addition of trichloroacetic acid were used. All enzyme assays were performed in at 

least five different experiments, each one performed in triplicate. 

 

Semiquantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 After treatment, zebrafish larvae were collected (pool of thirty for each sample) and 

frozen for aftermost total RNA extraction. Adult zebrafish were euthanized and the brain 

removed by dissection (pool of five brains for each sample) under sterile conditions and also 

subjected to a total RNA extraction.  Total RNA extraction was performed by TRIzol reagent 

(Invitrogen, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions. The purity of the RNA 

was spectrophotometrically quantified by calculating the ratio between absorbance values at 

260 and 280 nm. All samples were adjusted to 160 ng/µl and cDNA species were synthesized 

with SuperScript
TM

 III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, USA) following 

supplier’s instructions. β-actin-PCR was performed as a cDNA synthesis control. PCR 

reactions were performed (total volume of 25 µl) using a concentration of 0.4 µM of each 

primer indicated below and 1 U platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) in the 

supplied reaction buffer. The zebrafish sequence encoding to ectonucleotidases retrieved from 

the GenBank database entpd1 (AAH78240), entpd2_mg (XP_697600), entpd2_mq 

(XP_687722), entpd2_mv (AAH78419), entpdase3 (ABR15509), ecto-5’-nucleotidase 

(NP_957226), β-actin (AAC13314), and used for searching specific primers, which were 

designed using Oligos 9.6 program. In order to confirm the specificity of primers, each primer 

was compared with zebrafish genome and was able to recognize only its specific target 

sequence. 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=genbank&_cdi=5175&_issn=0300483X&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%252Fentrez%252Fquery.fcgi%253Fcmd%253Dsearch%2526db%253Dnucleotide%2526doptcmdl%253Dgenbank%2526term%253DNP_957226%5baccn%5d
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=genbank&_cdi=5126&_issn=08920362&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%252Fentrez%252Fquery.fcgi%253Fcmd%253Dsearch%2526db%253Dnucleotide%2526doptcmdl%253Dgenbank%2526term%253DAAC13314%5baccn%5d
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The following conditions were used for PCR reactions: 1 minute at 94 °C,1 minute at 

the anneling temperature (see Table 1), 1 minute at 72 ºC for 30 cycles for entpd3 and for β-

actin, entpd1, entpd2_mg, entpd2_mq, entpd2_mv, entpd3 and 5’-nucleotidase were used 35 

cycles with a further post-extension cycle at 72 °C for 10 minutes. A negative control was 

included for each set of PCR reactions. PCR products were separated on a 1.0% agarose gel 

with GelRed 10× and visualized with ultraviolet light. The fragment lengths expected for the 

PCR reactions were confirmed using Low DNA Mass Ladder and β-actin was determined as 

an internal standard. Band intensities were analyzed by optical densitometry using the 

software ImageJ 1.37 for Windows after running all PCR products in a single gel. 

 

Statistical Analysis 

All assays were run in triplicate and expressed as means ± S.E.M. Data were analyzed 

by one-way analysis of variance (ANOVA). Post hoc comparisons were made using Tukey’s 

test considering P ≤ 0.05 as statistically different for biochemical experiments in adult 

zebrafish. For biochemical experiments, morphological aspects and locomotor activity of the 

zebrafish larvae, data were analyzed using Student t-tests. Statistical significance was 

considered when the P value was less than 0.05.  

 

 

 Results 

 

Morphological and behavioral parameters in zebrafish larvae 

First, we asked whether treatment with 0.1 mM Arg treatment could alter the 

morphology of zebrafish larvae during the development. Our results demonstrated that body 

length was decreased (4%) in larvae treated with Arg (t=3.936, df=8 and p<0.0478; n=12) in 

comparison with the control group (7dpf - Control: 3.996 ± 0.014 mm; Arg: 3.846 ± 0.035 
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mm; n=12) (Figure 1). We also investigate if this morphological change could affect the 

locomotor activity, since treatment with Arg also promoted malformation in zebrafish larvae 

(data not show). The evaluation of larval locomotor activity showed no differences in distance 

traveled (p=0.4238; n=12), medium speed (p=0.3836; n=12), and absolute turn angle 

(p=0.2995) between control and Arg groups (Figure 2). 

 

Nucleotide hydrolysis in zebrafish larvae 

We evaluate the influence of Arg on NTPDase and ecto-5´-nucleotidase activities, which 

are involved in the control of nucleotide and nucleoside levels in larval zebrafish brain. The 

figures 3A-C show that zebrafish larvae exposed to 0.1 mM Arg treatment significantly 

increased the ATP (25%) (t=2.310, df=10, p<0.0435, n=6), ADP (32%) (t=2.480, df=6, 

p<0.0478, n=6), and AMP (55%) (t=3.167, df=10, p<0.0100, n=6) hydrolysis when compared 

to control groups. To evaluate whether the exposure of Arg in larvae could alter the relative 

gene expression of nucleotidases, RT-PCR analyses were performed when kinetic alterations 

were observed. The results demonstrated that the entpd1 mRNA transcript levels were 

increased after 0.1 mM Arg treatment (17%; t=3.516, df=5 and p=0.0170; n=5) when 

compared to control, whereas entpd2_mg, entpd2_mq, entpd2_mv, entpd3 and ecto-5’-

nucleotidase levels were not altered in all groups analyzed (Figure 4A and B).  

 

Nucleotide hydrolysis in zebrafish adults 

After verifying that Arg treatment modifies morphological, biochemical, and 

molecular parameters in zebrafish larvae, we observed whether acute treatment was able to 

induce changes on locomotion and ectonucleotidase activities in adult zebrafish.  Our results 

demonstrate that the exposure to different Arg concentrations (0.1, 1.0, and 1.5 mM) were 

unable to induce changes on locomotor activity (data not shown). In addition, adult zebrafish 
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exposed to the same Arg concentration mentioned above did not alter ATP [F (3,20)= 0.219; 

p=0.8817; n=6], ADP [F (3,20)= 1.096; p=0.3739;n=6],  and AMP [F (3,19)= 0,118; 

p=0.9483; n=6] hydrolysis when compared to control group (data not shown). 

 

Discussion  

In the present study, we have shown that Arg can alter in vivo ectonucleotidase 

activities in brain zebrafish larvae. Arg treatment activated ATP, ADP, and AMP hydrolysis 

in larval zebrafish brain and decreased the body size of 7 dpf-larvae. Furthermore, the 

analysis molecular demonstrated that entpd1 mRNA levels were increased in zebrafish brain 

larvae. In contrast, changes were not observed in ATP, ADP, and AMP hydrolysis after acute 

in vivo exposure to Arg in adults.   

The hyperargininemia is an illness related to the absence or deficiency of the arginase 

enzyme, resulting in accumulation of high levels of Arg. Some studies have shown that 

arginase is very important in providing ornithine as a precursor to the synthesis of 

polyamines, which are involved in the control of DNA, RNA, and protein synthesis during 

cell growth, differentiation, and development
31-33

 and are important in embryonic 

development
34

. 

Some studies reported that hyperargininemic patients have as their primary symptom 

delayed development associated with progressive spastic paraparesis.
18,35

 The Arg doses 

chosen in this study are consistent with those levels achieved in plasma and cerebrum of 

hyperarginemic patients which ranges around of 1.3 mM and 0.3 nmol/Kg, respectively.
15

 The 

present results showed that there was a decrease in body size of zebrafish larvae (7 dpf) 

treated with Arg and these data are in agreement with those reported in literature, which 

demonstrated that children with hyperargininemia have development delay.
17,18

 Studies 

showed that treatment with Arg was able to decrease motor function of rats.
14

 In contrast, our 
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data demonstrated that there were no changes in locomotor activity in zebrafish larvae. These 

findings indicate that Arg could induce different effects depending on the route of 

administration, animal model used in the study, and stage of development in which the 

treatment was administered.  

The purinergic signaling plays complex roles such as inhibitory or excitatory 

neurotransmission, besides acting as a trophic factor in long-term effects on cell proliferation, 

growth and development.
3,36

 The purinergic signaling was altered in rats submitted to 

hyperargininemia. Studies demonstrated that extracellular nucleotide hydrolysis is decreased 

in serum of rats subjected to acute administration of Arg.
12

 However, intraperitoneal 

administration of Arg did not alter the ectonucleotidase activities in the hippocampus 

synaptosomes.
11

 A decrease was observed in the nucleotide hydrolysis when the arginine was 

administrated intracerebroventriculary.
11

 Action of these NTPDases may regulate the 

concentrations of ATP, ADP, and AMP by increasing/decreasing their hydrolysis with a 

consequent increase/decrease in adenosine levels, a natural protective metabolite.
37

 Our 

results demonstrated that there was an increase of ATP, ADP, and AMP hydrolysis in  

membrane-enriched fraction from larval zebrafish brain. These data suggest that the Arg 

treatment could alter adenosine levels in larval zebrafish brain.  

The alterations promoted by Arg on ectonucleotidase activities could be a 

consequence of transcriptional control. Interestingly, the results demonstrated that the entpd1 

relative expression levels were significantly increased after treatment with Arg. Therefore, the 

increase of ATP and ADP hydrolysis in zebrafish larvae induced by Arg treatment is probably 

related to a higher entpd1 gene expression. NTPDase 1 hydrolyzes both nucleotides ATP and 

ADP in a similar ratio
38,39

 and both activities ATPase and ADPase are increased in early 

stages of development with a gradual decrease throughout development,
40

 suggesting that 

NTPDase1 might play an important role in control of nucleotide levels in brain development. 
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However, we observed an increase in AMP hydrolysis whereas ecto-5’-nucleotidase gene 

expression levels were not altered, suggesting that this enzyme activity could be regulated by 

post-translational events.  

We questioned if the purinergic system also is affected in adults treated with Arg 

acutely, since these rare diseases and their manifestations can occur at any stage of 

development even in adulthood.
40,41

 Our data demonstrated that acute treatment with Arg did 

not alter the ectonucleotidase activities in adult zebrafish brain, suggesting that a short-term 

Arg exposure is not able to induce neurotoxic effects on SNC. Therefore, we suggested that 

this modulatory effect on purinergic signaling may be related with a critical period of 

development in which the brain reestablishes compensatory mechanisms in order to achieve 

homeostasis in adulthood.  

 

In conclusion, the present study demonstrated that Arg treatment significantly 

increased ATP, ADP, and AMP hydrolysis, as well decreased the body size of 7 dpf zebrafish 

larvae. Considering acute treatment did not alter any parameters tested in adult zebrafish, it is 

possible to suggest that Arg is able to disrupt the tough control of brain development, likely in 

a way that includes nucleotide and nucleoside actions. Such findings reinforce the idea that 

zebrafish serves as a good model for studies of EIM, since it permits extra utero development 

evaluation and these diseases seem to be well connected with the early stages of development.  
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LEGEND OF FIGURES 

 

 

Figure 1: Effect of exposure 0.1 mM Arg on morphological alterations in 7-dpf- zebrafish 

larvae. Morphology of body length was estimated using Image J 1.37 for Windows. Data is 

expressed as mean ± S.E.M from 12 animals for each group and analyzed by Student´s t test. 

*p < 0.05 denotes a significant difference from control group. 
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Figure 2: Effect of 0.1 mM Arg treatment on locomotor activity in 7-dpf- zebrafish larvae on 

distance traveled (A), mean speed (B) absolute turn angle (C) during 5 minutes of 

videorecording. Data were expressed as mean ± S.E.M from 12 animals for each group and 

analyzed by Student´s t test.  
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Figure 3: Effect of 0.1 mM Arg treatment on ATP (A), ADP (B), and AMP (C) hydrolysis in 

larval zebrafish brain membranes. Data were expressed as mean ± S.E.M. from 6 animals for 

each group and were analyzed by Student´s t test. *p < 0.05 denotes a significant difference 

from control group. 
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Figure 4: Effect of 0.1mM Arg treatment on ectonucleotidase transcripts in 7-dpf-zebrafish 

larvae.  The figure shows β-actin, entpd1, entpd2_mv, entpd2_mg, entpd2_mq, entpd3 and 5′-

nucleotidase mRNA expression in zebrafish larvae. (A) Bars represent mean ± S.E.M of 

optical density (n=5). (B) Representative gels of entpds and 5’-nucleotidase mRNA 

expression from control and Arg-treated groups.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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3.1 Considerações finais 

 

A hiperargininemia é uma doença metabólica hereditária do ciclo da uréia, com 

transmissão autossômica recessiva, que ocorre devido à deficiência das enzimas arginase do 

tipo I (ARG1) (citosólica) expressa no fígado e arginase do tipo II (ARG2) (mitocondrial) 

envolvida na síntese de poliaminas e de aminoácidos, enzimas essas que catalisam a última 

reação deste ciclo convertendo o aminoácido arginina em uréia e ornitina. Esta doença 

caracteriza-se bioquimicamente por um aumento persistente da concentração sanguínea de 

arginina, com uma incidência de 1:36300 indivíduos (Rocha et al., 2009).  

As enzimas arginases desenvolvem um papel além do ciclo da uréia, pois são 

importantes no fornecimento de ornitina e fornecem precursores da síntese de poliaminas que 

desempenham funções cruciais no controle do DNA, RNA, desenvolvimento e diferenciação 

celular e desenvolvimento (Fozaed et al., 1980; Pegg et al., 1982; Hougaard, 1992).  Para que 

ocorra a excreção correta de amônia, é necessário que as arginases estejam expressas e 

funcionais. Em ratos adultos, os níveis de expressão das enzimas ARG1 e ARG2 variam de 

acordo com o órgão, sendo a ARG1 mais expressa no fígado, cérebro, intestino, rins, baço e 

pulmões e a ARG2 mais expressa em rins, pâncreas e cérebro, sugerindo que as isoformas das 

arginases podem desempenhar papéis específicos em cada órgão no ciclo da uréia (Choi et al., 

2011). Yu e colaboradores (2002) demonstraram a expressão das arginases no 

desenvolvimento embrionário de camundongos, revelando que a ARG1 é altamente expressa 

no SNC, diferentemente da ARG2 que não foi encontrada nesse tecido, demonstrando que 

ARG2 não está relacionada com a deficiência induzida pela ARG1 na fase embrionária. Writy 

e colaboradores (2004) revelaram a presença de somente um dos genes da arginase em peixe-

zebra adultos (ARG2), mas a presença de uma ARG1-like nos bancos de dados sugere a 

presença da ARG1 nessa espécie. 
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O peixe-zebra tem ganhado destaque no meio científico e demonstra grande potencial 

para estudos de EIM, uma vez que permite a absorção de diferentes aminoácidos envolvidos 

nestas patologias de maneira fácil, barata e eficiente (Savio et al., 2011; Wright, et al., 2004). 

Além disso, o peixe-zebra pode ser um ótimo modelo para avaliar características 

morfológicas, comportamentais e bioquímicas em diversas doenças relacionadas com os EIM, 

como a hiperargininemia, que ocorre principalmente nos estágios iniciais do desenvolvimento 

(crianças de 2 a 4 anos de idade) (Brusilow & Horwich et al., 2001) e pode levar a 

conseqüências dramáticas, como perda de memória, demência e epilepsia (Scaglia et al., 

2006).  

Os resultados apresentados no capítulo 2 tiveram como objetivo o desenvolvimento de 

um modelo de hiperargininemia em peixe-zebra. Considerando que o peixe-zebra é um animal 

ureotélico até o 3º dpf e que seus transportadores de amônia somente são expressos após a 

eclosão da larva, a exposição a arginina foi realizada em uma fase crucial do desenvolvimento 

dessa espécie, podendo assim mimetizar alguns dos sintomas encontrados em pacientes 

hiperargininêmicos. 

Os resultados demonstram que o tratamento com arginina em larvas de peixe-zebra de 

até 7 dpf foi muito semelhante aos resultados encontrados em ratos (Scaglia & Lee, 2006), 

demonstrando uma diminuição do crescimento nas larvas. Além disso, nossos resultados 

revelaram que ocorreu um aumento na hidrólise de ATP, ADP e AMP e alterações na 

expressão gênica das ectonucleotidases em larvas de peixe-zebra. Estes dados diferem dos 

resultados obtidos previamente por Delwing e colaboradores (2007), que demonstraram que a 

administração aguda de arginina inibe a hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP e AMP em 

ratos. O aumento observado na hidrólise dos nucleotídeos em larvas de peixe-zebra pode ser 

relacionado com a tentativa de aumentar a formação de adenosina, sugerindo um papel 
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neuroprotetor desse nucleosídeo frente à exposição a altos níveis de arginina nas fases iniciais 

do desenvolvimento.  

A exposição aguda de arginina em peixes adultos não alterou nenhum dos parâmetros 

bioquímicos, comportamentais e moleculares analisados, demonstrando que a arginina é 

capaz de alterar a neurotransmissão purinérgica no cérebro em desenvolvimento, mas não em 

animais adultos. Esse resultado ainda sugere o envolvimento das proteínas Rh, que já estão 

completamente expressas na fase adulta, evitando com que altos níveis de amônia causem 

prejuízos ao SNC, em contrate, do que ocorre nas fases iniciais do desenvolvimento, onde as 

proteínas Rh estão pouco expressas (Braun et al., 2009) e por isso podem estar contribuindo 

com a toxicidade induzida pela arginina. 

O presente estudo demonstrou que o tratamento agudo com arginina foi capaz de 

alterar o controle do desenvolvimento cerebral nas fases iniciais do desenvolvimento de 

peixe-zebra, fato este que não ocorreu durante a exposição de peixes-zebra adultos.  O efeito 

modulatório da sinalização purinérgica pode estar ser relacionado com esse período crítico do 

desenvolvimento, no qual o cérebro estabelece mecanismos compensatórios para atingir o 

equilíbrio na vida adulta, além de ser um alvo para os efeitos neurotóxicos induzidos pela 

exposição à arginina. 
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