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RESUMO 

 
O Diabetes Mellitus (DM) éuma doença crônica que atinge cerca de 387 
milhões de pessoas no mundo, sendo caracterizado como um grupo 
heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresentam em comum o 
sintoma de hiperglicemia.O peixe-zebra (Danio rerio) tem sido muito 
utilizadona pesquisapara compreender diferentes doenças, devido às 
características apresentadas por esta espécie, como o genoma e a 
descrição da organização geral e de circuitos neuronais muito semelhantes 
aos observados em mamíferos e a presença dos principais 
neurotransmissores, hormônios e receptores. Alguns modelos de doenças 
metabólicas já foram desenvolvidos em peixe-zebra, demonstrando que 
este é capaz de reproduzir sintomas importantes das disfunções 
encontradas em humanos. Neste estudo, nós caracterizamos um modelo 
de hiperglicemia em peixe-zebra e avaliamosparâmetros comportamentais 
e os efeitos sobre os sistemas purinérgico e colinérgico sob esta condição. 
O modelo de hiperglicemia foi desenvolvido através da imersão do peixe-
zebra em 111 mM de glicose por 14 dias e 7 dias de washout. A glicação 
de proteínas, a sensibilidade à insulina, a resposta a drogas anti-diabéticas 
e a expressão gênica de receptores de insulina e transportadores de 
glicose foram avaliadas. Nossos resultados demonstraram que este modelo 
provocou um aumento dos níveis de glicose sanguínea, sendo capaz de 
diminuir a resposta à insulina, aumentar a glicação de proteínas da retina e 
a expressão dos níveis de RNAm dos receptores de insulina no músculo 
esquelético, tanto no grupo de 111 mM de glicose como após 7 dias de 
washout. Os tratamentos com glimepirida e metformina foram capazes de 
reverter a hiperglicemia. Estudos têm demonstrado que ossistemas 
colinérgico e purinérgico estão envolvidos nos mecanismos de declínio 
cognitivos relacionados ao DM. A capacidade mnemônica dos animais foi 
avaliada através de esquiva inibitória. Nossos resultados demonstraram 
quea hiperglicemia foi capaz de promover prejuízos na memória dos 
animais, o qual pode estar relacionadocomo aumento da atividade da 
AChE registrada em encéfalo de animais hiperglicêmicos. O tratamento 
com galantamina, um inibidor da AChE, foi capaz de reverter os efeitos 
sobre a memória causados pela hiperglicemia. Nossos dados também 
demonstraram que a hiperglicemia reduziu a atividade de hidrólise de 
nucleotídeos da adenina (ATP, ADP e AMP)e aumentou a atividade da 
adenosina desaminase (ADA), sugerindo que as modificações causadas 
podem estar contribuindo para a piora cognitiva induzida pelo DM.Estes 
achados podem contribuir para um melhor entendimento das vias de 
sinalização envolvidas nos mecanismos de ação do DM e apresentarem 
alvosalternativos para a utilização de fármacos que minimizem os efeitos 
da hiperglicemia sob o SNC. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Palavras-chave: acetilcolina, adenosina, diabetes mellitus, hiperglicemia, 
memória, peixe-zebra. 
 
 

ABSTRACT 
 

Diabetes Mellitus (DM) is a chronic disease that affects about 387 million 
people worldwide, being characterized as a heterogeneous group of 
metabolic disorders that have in common the symptom of hyperglycemia. 
The zebrafish (Danio rerio) has long been used in research to understand 
different diseases, due to characteristics shown by this species, as the 
genome and the description of the general organization and neuronal 
circuitry very similar to those observed in mammals and the presence of the 
main neurotransmitters, hormones, and receptors in this animal. Some 
metabolic disease models have already been developed using zebrafish, 
demonstrating that it is capable to reproduce important symptoms of human 
disorders. In this study, we characterized a hyperglycemia model in 
zebrafish and evaluated behavioral parameters and the effects on the 
purinergic and cholinergic systems under this condition. The hyperglycemia 
model was developed by immersion of adult zebrafish in 111 mM glucose 
for 14 days followed by 7 days of glucose washout. The protein glycation, 
the insulin sensitivity, the response to anti-diabetic drugs and the gene 
expression of insulin receptors and glucose transporters were evaluated. 
Our results showed that this model caused a rise in blood glucose levels, 
being able to reduce the response to insulin, increasing retinal protein 
glycation and the expression of mRNA levels of insulin receptors on skeletal 
muscle, in both groups of 111 mM glucose and after 7 days of glucose 
washout. Treatments with Glimepiride and Metformin were able to revert 
hyperglycemia. Studies have demonstrated that the cholinergic and 
purinergic systems are involved in the cognitive decrease mechanisms 
related to DM. The mnemonic capacity of the animals was assessed by 
inhibitory avoidance. Our results demonstrated that hyperglycemia was able 
to promote memory loss of the animals, which can be related to the 
increase of AChE activity. The therapy with galantamine, a AChE inhibitor, 
was able to reverse hiperglycemia-induced memory deficits. Our data also 
showed that hyperglycemia reduced the activity of hydrolysis of purine 
nucleotides (ATP, ADP and AMP) and increased the activity of adenosine 
deaminase (ADA), suggesting that these changes may be contributing to 
cognitive deterioration induced by DM. These findings may contribute to a 
better understanding of the signaling pathways involved in the cognitive 
impairment in DM and presenting alternative targets to the utilization of 
drugs that minimize the effects of hyperglycemia in the CNS. 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: acetylcholine, adenosine, diabetes mellitus, hyperglycemia, 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Diabetes Mellitus 
 
 

O diabetes mellitus (DM) não é uma única doença, mas um grupo 

heterogêneo de distúrbios metabólicos que apresenta em comum o 

sintoma de hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na ação da 

insulina, na secreção de insulina ou ambos (American Diabetes, 2014b). 

Segundo a Federação Internacional de Diabetes (IDF), a prevalência de 

DM é de 8,3% da população mundial, afetando 387 milhões de 

pessoas(IDF, 2014) (Figura 1). Projeções demonstram que esse número 

tende a ser ainda maior, afetando até 10,1% da população, ou seja, 592 

milhões de adultos diabéticos até 2035 (Aguiree et al., 2013).  

O DM é um dos problemas de saúde mais desafiadores do século 

XXI, levando ao crescente número de casos anuais da doença. O Atlas de 

Diabetes publicado anualmente pelo IDF revela a prevalência e as 

projeções da doença no mundo todo. O Atlas aponta que mais de 80% das 

pessoas com DM vivem em países de baixa e média renda (Artola et al., 

2002; Nam Han Cho et al., 2013). 

O Brasil é o quarto país no ranking mundial com maior número de 

pessoas com diabetes entre 20 e 79 anos de idade, possuindo 8,7% da 

população nacional diabética(Artola et al., 2002). As diretrizes publicadas 

pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SDB) estimamque hoje existam 

11.623 pessoas diabéticas no Brasil(Milech et al., 2015). Números 



 
 
 
 
 
 
11 
 
 

ala

cau

mo

Fig
Inte

em

Ass

2 (

pré

des

201

rea

armantes t

usada pel

ortes em 20

ura 1: Nú
ernacional d

 

A clas

m 1999, pe

sociação A

DM2), DM

é-diabetes 

senvolvime

10; Hirshbe

O DM 

ação auto

têm sido 

a doença 

014. 

mero de 
de Diabetes 

sificação a

ela Organi

Americana 

M gestacion

e a tolerân

ento de D

erg e Raz,

do tipo 1

oimune c

divulgado

no mund

pessoas c
no ano de 2

atual do D

ização Mu

de Diabet

nal e outro

ncia à glico

DM e de d

 2011).  

, presente

contra às 

os pela ID

do, chega

om DM p
2014. M: ind

DM baseia-

undial de 

tes (ADA)c

os tipos es

ose diminu

doenças ca

e em 5% 

célulasβ

DF em re

ando a 11

or região, 
dica milhões

-se na etio

Saúde (O

como: DM 

specíficos 

uída como 

ardiovascu

dos casos

β pancreá

elação à 

16.382,56 

segundo 
s.Fonte: IDF

ologia, sen

MS) e em

tipo 1 (DM

de DM. E

fatores de 

ulares(Schw

s, é causa

áticas, qu

mortalidad

milhões d

a Federaç
, 2014. 

ndo propos

m 2013 pe

M1), DM tip

Entende-se

 risco para

wartz et a

ado por um

ue são 

de 

de 

ção 

sta 

ela 

po 

e o 

a o 

al., 

ma 

as 

 



 
 
 
 
 
 
12 
 
 

responsáveis pela produção de insulina, gerando uma deficiência absoluta 

de insulina (Richardson et al., 2014). Na maioria dos casos, os 

marcadoresde autoimunidade utilizados são os autoanticorposanti-

insulina(Palmer et al., 1983), antidescarboxilasedo ácido glutâmico (GAD 

65)(Gorus et al., 1997),antitirosina-fosfatases (IA2 e IA2B)(Rabin et al., 

1994) eantitransportador de zinco (Znt) (Baekkeskov et al., 1990). Existem 

casos em quenão há evidências de processo autoimune,sendo, portanto, 

referidos como forma idiopática de DM1. Esse tipo de DM normalmente é 

diagnosticado em crianças ou adultos jovens com menos de 30 anos de 

idade, mas pode ocorrer em qualquer idade (Szablewski, 2014).  

O DM do tipo 2 é o tipo mais comum da doença, presente em 90 a 

95% dos casos de diabetes, sendo caracterizada pela redução da 

sensibilidade da insulina nas células-alvo, seguida por uma compensação 

do aumento dasecreção desse hormônio pelo pâncreas(Artola et al., 2002). 

Esse tipo de DM é causado pela combinação de diferentes fatores, 

incluindo susceptibilidade genética, obesidade esedentarismo (Artola et al., 

2002). O DM tipo 2 ocorre em qualquer idade, mas é geralmente 

diagnosticado após os 40 anos de idade (Artola et al., 2002). 

O DM gestacional é definido por qualquer nível de intolerância a 

carboidratos resultando em hiperglicemia de intensidade variada, com inicio 

ou diagnóstico na gestação (Bellamy et al., 2009). Esse tipo de DM ocorre 

em torno da 24° semana de gravidez, provavelmente devido aos hormônios 

produzidos na placenta bloquearem a ação da insulina (Artola et al., 2002). 
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O DM gestacional associa-se tanto à resistência à insulina quanto à 

diminuição da função das células βpancreáticas (Kautzky-Willer et al., 

1997; Kühl, 1998). Evidências sugerem quemulheres que desenvolveram 

DM gestacional, apresentam uma forte tendência em desenvolver DM tipo 

2 tardiamente (Bellamy et al., 2009; Veeraswamy et al., 2012).  

Existem alguns tipos mais específicos de DM, como os defeitos 

genéticos na ativação da produção de insulinanas células β pancreáticas, 

mais conhecidos como Maturity Onset Diabetes of the Young(MODY), 

doenças do pâncreas exócrino, endocrinopatias, alguns tipos induzidos por 

drogas e agentes químicos, infecções e, por fim,defeitos associados a 

síndromes genéticas(Nicole Campagnolo, Pablo Folha Dallapicola, Nádia 

Murussi, Luís Henrique Canani, Jorge Luiz Gross, 2004; Milech et al., 

2015). 

O termo pré-diabetes é utilizado para as pessoas que possuem uma 

menor tolerância à glicose e apresentam a glicemia de jejum alterada, ou 

seja, acima do nível de normoglicemia de jejum. Em 2009, chegou-se a um 

consenso sobre o uso da hemoglobina glicada (HbA1c) para diagnosticar o 

DM (WHO, 2011), sendo o pré-diabetes diagnosticado através dos níveis 

de HbA1c entre 5,7% até 6,4% (American Diabetes, 2014a).  

A diminuição dos níveis de glicose no sangue é dependente de 

insulina e da sinalização dosreceptores de insulina (RI)no tecido adiposo e 

muscular. Sob condições não-patológicas, o excesso de glicose no sangue 

é depurado pelo fígado e depois armazenado como glicogênio ou ácidos 
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graxos. Sob condições patológicas, como obesidade e/ou DM, ocorre uma 

incapacidade de corrigir a glicemia de forma eficaz. A ineficiência da 

insulina em diminuir os níveis de glicose sanguínea é definida como 

resistência à insulina (McGarry, 2002). A resistência à insulina é a condição 

na qual, quantidades normais de insulina são insuficientes para produzir as 

respostas necessárias nos tecidos-alvo (Sesti, 2006; Bloomgarden, 2008). 

Pacientes com DM tipo 2, possuem hiperinsulinemia, ou seja, níveis de 

produção de insulina aumentados, enquanto a diminuição da sensibilidade 

à insulina esta mais relacionada com a obesidade e a hiperlipidemia 

(Muntoni e Muntoni, 2011).  

A resistência à insulina afeta todas as ações metabólicas da 

insulina, que estão associadas ao sistema de transporte de glicose e ao 

próprio sistema de transdução de sinal da insulina, que é responsável por 

desencadear a translocação do transportador de glicose 4 (GLUT 

4)(Richardson et al., 1991). A resistência à insulina afeta o metabolismo da 

glicose, através dos defeitos na sinalização dos RI (Mandarino et al., 1987; 

Saltiel e Kahn, 2001; Pirola et al., 2004). A insulina se liga ao seu receptor 

e promove a autofosforilação dos resíduos da tirosina quinase (Tyr) da sua 

subunidade β (Kim e Feldman, 2012). Após a autofosforilação do receptor 

de insulina Tyr e a fosforilação dos substratos de RI 1 a 4, ocorre a 

transdução do sinal de três diferentes vias de sinalização: via dependente 

da enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), a qual medeia as respostas 

metabólicas, incluindo o metabolismo da glicose, dos lipídeos e de 
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proteínas (Kanai et al., 1993); o CAP / via Cbl é adicionalmente necessário 

para transportar a translocação do GLUT 4 e por último a via ativada pela 

proteína ativada por mitógeno (MAP quinase) que resulta na proliferação e 

diferenciação celular (Pirola et al., 2004). 

1.2 Diabetes e Disfunções neurológicas 
 

Estudos têm demonstrado que o DM afeta negativamente o Sistema 

Nervoso Central (SNC), revelando consequências neurológicas tanto em 

indivíduos com DM1 quanto com DM2 (McCall, 1992; Biessels et al., 1994, 

2008; Cole et al., 2007; Lee et al., 2014; Tonoli et al., 2014). Diversas 

pesquisas revelam que pacientes com DM apresentam déficits cognitivos 

associados com o desempenho reduzido em diferentes domínios da função 

cognitiva(Kodl e Seaquist, 2008; Cholerton et al., 2013; Mayeda et al., 

2015).A fisiopatologia dessas alterações causadas no cérebro de pacientes 

diabéticos ainda não está completamente esclarecida, mas é provável que 

a hiperglicemia e a resistência à insulina tenham significativa participação 

nesses processos (Kodl e Seaquist, 2008).  

A hiperglicemia crônica é capaz de alterar os níveis de insulina 

cerebral e a atividade de seus receptores no cérebro, assim como é capaz 

de promover o aumento da oligomerização β-amilóide e induzir a 

hiperfosforilação da proteína Tau(Gasparini e Xu, 2003; Watson e Craft, 

2004). A resistência à insulina também é capaz de acelerar o 

envelhecimento biológico, gerando a formação de produtos finais de 
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glicação avançada (AGE) e, consequentemente, espécies reativas de 

oxigênio(ROS)(Smith et al., 2003). Esses mecanismos podem contribuir 

para a disfunção no SNC, causando assim, mudanças na função cognitiva 

de pacientes diabéticos (Reagan, 2012).  

A noção de que a insulina poderia cruzar a barreira 

hematoencefálica foi sugerida pela primeira vez por Margolis e Altszuler em 

1967. Estes autores demonstraram que os níveis de insulina do fluído 

cérebro espinhal de ratos foram elevados após a infusão periférica desse 

hormônio, sugerindo que a insulina havia passado pela barreira 

hematoencefálica, possivelmente através do sistema de transporte 

saturável (Margolis RU, 1967). 

A detecção de insulina no cérebro foi realizada por Havrankova e 

colaboradores em 1978 pelo uso da técnica de radioimunoensaio para 

determinar os níveis de insulina em extratos cerebrais. Os autores 

revelaram um aumento significativo de insulina no sangue e um pequeno 

aumento no fluído cerebroespinhal (Havrankova et al., 1978).Esses 

resultados confirmaram a correlação não linear entre os níveis de insulina 

no plasma e no fluído cerebroespinhal, proporcionando a primeira 

evidência concreta do sistema de transporte saturável de insulina a partir 

da circulação sistêmicapara o cérebro.Esses estudos tambémconfirmam a 

hipótese de que, pelo menos em parte, a insulina é produzida no 

SNC(Havrankova et al., 1978). No entanto, a insulina proveniente do 
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sistema periférico que atravessa a barreira hematoencefálica deve ser 

considerada. 

A insulina presente no SNC de adultos é proveniente das células β-

pancreáticas e é transportada pelo fluído cérebro-espinhal (Banks, 2004; 

Burns et al., 2007; Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007; Erol, 2008; Laron, 

2009). Essa insulina atravessa a barreira hematoencefálica e, através de 

um transportador regulável, mediado por saturação e sensível à 

temperatura, é transportada para o encéfalo (Banks, 2004; Burns et al., 

2007; Salkovic-Petrisic e Hoyer, 2007; Erol, 2008). Esse processo é 

limitado por um sistema de barreiras formado pelas junções de oclusão 

entre as células endoteliais (Schulingkamp et al., 2000). Alternativamente, 

a insulina periférica pode acessar diretamente o SNC, através da área 

póstrema e da região circumventricular como uma “fuga” da barreira 

hematoencefálica que permite a livre difusão de plasma nessa área 

(Schechter et al., 1992; Pardridge, 1993). 

O efeito mais conhecido da insulina é a regulação do transporte de 

glicose e do metabolismo periférico, no entanto, demais efeitos já foram 

descritos, demonstrando que a insulina está envolvida na importante 

integração dos sinais periféricos hormonais e nutricionais mediados por um 

grupo de neurônios especializados do núcleo arqueado do hipotálamo, os 

chamados neurônios glicosensíveis (Porte et al., 2005). Esses neurônios 

respondem aos sinais periféricos que controlam o comportamento de 

ingesta alimentar e a energia basal (Porte et al., 2005). Essas evidências 
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demonstram que a insulina provoca uma resposta do eixo hipotálamo-

fígado para regular a produção de glicose hepática (Girard, 2006). A 

insulina possui outras importantes funções no cérebro, como suporte a 

função neuronal, incluindo o processo de sinaptogênese, remodelação 

sináptica, e participação na modulação dos níveis de neurotransmissores 

(Craft et al., 2012).  

 A disfunção cognitiva em pacientes com DM foi descrita pela 

primeira vez em 1922, quando um estudo revelou que pacientes diabéticos 

demonstravam um comprometimento na memória e na atenção (Miles, W. 

R. & Root, 1922). O desenvolvimento da disfunção cognitiva em pacientes 

com DM ainda não é claro. Muitas hipóteses evidenciam essa interação 

citando como potenciais causadores a hiperglicemia, as doenças 

vasculares, a hipoglicemia, a resistência à insulina e a deposição de placas 

β-amilóide(McCrimmon et al., 2012). A causa da disfunção cognitiva em 

pacientes diabéticos pode ser a combinação desses fatores, dependendo 

do tipo de DM do paciente, das comorbidades, da terapia eda idade (Kodl e 

Seaquist, 2008).  

O DM1 tem efeitos específicos sob um subconjunto de domínios 

cognitivos em adultos, como inteligência, atenção, velocidade psicomotora, 

flexibilidade cognitiva e percepção visual(McCrimmon et al., 2012; Cato et 

al., 2014). Estudos revelam que as disfunções cognitivas no DM1 são mais 

associadas com a velocidade psicomotora e com a eficiência mental 

(Brands et al., 2005; McCrimmon et al., 2012). As disfunções cognitivas no 
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DM1 surgem no início da doença (dentro de 2 anos do diagnóstico) 

(McCrimmon et al., 2012; Cato et al., 2014). Oencéfalo de crianças pode 

ser mais susceptível aos efeitos do DM do que o encéfalo de adultos, 

embora esse fato possa ocorrer devido à dificuldade de manter o controle 

glicêmico nessa idade(Ryan et al., 1985). Indivíduos que desenvolvem 

DM1 antes dos 7 anos de idade tem um risco maior de desenvolver déficits 

cognitivos severos do que os que desenvolvem a doença em idades mais 

tardias (Ryan, 2006). A aprendizagem e a memória, que pareciam ser os 

domínios cognitivos mais suscetíveis a doenças cerebrais precoces, não 

são afetadas mesmo quando os pacientes tem um longo histórico de mau 

controle glicêmico (Ryan, 2006).   

O encéfalo é um órgão alvo tardio do DM2 e do pré-diabetes, porém 

as causas das disfunções cognitivas relacionadas com DM2 são difíceis de 

serem estabelecidas, devido à prevalência de comorbidades severas que 

podem estar afetando de forma conjunta à disfunção cognitiva (McCrimmon 

et al., 2012). Alguns mecanismos que corroboram para o declínio cognitivo 

têm sido propostos, como a desregulação dos níveis de insulina 

(Schulingkamp et al., 2000; Umegaki et al., 2008) e a hiperglicemia crônica 

(Bree et al., 2009; Cukierman-Yaffe et al., 2009), levando à disfunção 

neuronal (Baker et al., 2011), inflamação (Galasko e Montine, 2010), 

formação de AGEs (Yaffe et al., 2011), estresse oxidativo (Whitmer, 2007; 

Allan Butterfield et al., 2014), entre outros. Estudos demonstram déficits 

cognitivos específicos em pacientes com DM2, caracterizados pela 
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diminuição da velocidade psicomotora (Reaven et al., 1990; Kodl e 

Seaquist, 2008), da atenção (Fontbonne et al., 2001), da memória 

(Messier, 2005; Munshi et al., 2006; Caletti et al., 2015), da fluência verbal 

(Kanaya et al., 2004; Vincent e Hall, 2014), das funções executivas e o 

desenvolvimento de depressão (Bruce et al., 2003; Stuart e Baune, 2012; 

Haider et al., 2013; Gupta et al., 2014). 

A hiperglicemia,a principal característica patológica do DM, pode ter 

efeitos tóxicos sob os neurônios no encéfalo através de insultos osmóticos 

e estresse oxidativo (Umegaki, 2012; Butterfield et al., 2014). As doenças 

neurodegenerativas são caracterizadas pela perda de neurônios que ocorre 

em uma região específica do SNC aliado a perda das funções normais 

apresentadas pelas células neuronais remanescentes (Doherty, 2011). 

Assim como as causas da neurodegeneração por si só são complexas, as 

causas do aumento do risco de neurodegeneração induzido pela 

hiperglicemia também podem ser múltiplas e de difícil compreensão. 

Existem estudos apontando que alguns fatores como a atrofia da 

vasculatura cerebral, o decréscimo na atividade de transporte de glicose e 

a piora na sinalização de insulina podem ter uma função crucial na redução 

do metabolismo cerebral em pacientes comDoença de Alzheimer 

(DA)(Moreira et al., 2009; Cholerton et al., 2013; Kleinridders et al., 2014).  

Alguns estudos tem demonstrado a relação entre o DM e as 

disfunções em sistemas de neurotransmissão, tais como: dopaminérgico, 



 
 
 
 
 
 
21 
 
 

glutamatérgico, purinérgico e colinérgico (Artola et al., 2002; Rivera et al., 

2005; Sherin et al., 2012; Elsherbiny e Al-Gayyar, 2013; Aung et al., 2014).  

1.3 Sistema colinérgico 

 
A acetilcolina (ACh) foi descrita em meados de 1920 e representa o 

primeiro neurotransmissor descoberto na história da neurociência (Brown, 

2006). O sistema colinérgico participa de várias funções vitais (Mesulam et 

al., 2002), sendo a ACh o neurotransmissor mais importante desse sistema 

(Descarries et al., 1997). A ACh desempenha uma função fundamental no 

SNC e está relacionada à modulação da resposta neuronal por estímulos 

sensoriais (Murphy e Sillito, 1991), ao comportamento, à participação em 

circuitos neurais do controle do sono, ao aprendizado e memória (Shaked 

et al., 2008), à organização cortical do movimento e ao controle do fluxo 

sanguíneo cerebral(Moretto et al., 2004).Além de sua ação 

neurotransmissora, a ACh possui função neuromoduladora, pois seus 

níveis podem regular a concentração de outros neurotransmissores no 

encéfalo, como glutamato e ATP entre outros(Cooper e Roth, 1991).  

A ACh é sintetizada nas extremidades dos axônios deneurônios 

colinérgicospré-sinápticos, a partir da acetilcoenzima A (acetil-CoA), e da 

colina, pela colina acetiltransferase (ChAT), enzima responsável por 

transferir um grupamento acetil da acetil-CoA para a colina (Oda, 1999; 

Clemente et al., 2004)(Figura 2). 
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exerce seus efeitos através da ativação de receptores nicotínicos e 

muscarínicos (Soreq e Seidman, 2001; Edwards et al., 2007; Park et al., 

2008; Richetti et al., 2011). 

Os receptores nicotínicos (nAChRs) consistem de cinco subunidades 

designadas α, β, γ e δ, sendo que a subunidade α é expressa em duas 

formas(Olivera-Bravo et al., 2006). A ACh se liga a subunidade α, 

produzindo mudanças conformacionais no receptor nicotínico que permitem 

a passagem de cátions, principalmente sódio (Na+), potássio(K+) e 

Ca+2(Dani e Bertrand, 2007). A dessensibilização do receptor nicotínico 

aumenta quando o mesmo é fosforilado por proteína quinase dependente 

de AMP cíclico ou tirosina quinase (Diaz-Hernandez et al., 2002). Os 

receptores nicotínicos estão envolvidos em mecanismos de recompensa no 

SNC, isto explica em grande parte a dependência do uso de tabaco e de 

nicotina (Picciotto et al., 1998).  

Os receptores muscarínicos (mAChRs) se associam à proteínas G e 

consistem em cinco tipos diferentes de receptores (M1-M5)(Bymaster et al., 

2003; Wess, 2004). Assim como os nAChRs, um único neurônio colinérgico 

pode expressar mais de um tipo de subtipo de mAChR (Anagnostaras et 

al., 2003). Os mAChRs estão envolvidos na neurotransmissão e 

neuromodulação (Castillo et al., 1999; Ghatpande et al., 2006), memória 

olfatória (Ravel et al., 1994), aquisição de tarefas de discriminação de 

odores em roedores(De Rosa et al., 2001; Prediger et al., 2005; Edwards et 

al., 2007). Muitas evidências também os relacionam a processos de 
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aprendizado e memória, entre elas a observação de déficits cognitivos em 

ratos knockout para o gene do receptor muscarínico M1 (Anagnostaras et 

al., 2003).  

Aacetilcolinesterase (AChE), enzima responsável pela degradação 

da Ach, pode ser usada como um marcador da função colinérgica, e 

mudanças na atividade da enzima podem indicar alterações na 

disponibilidade de ACh e do nível de seus receptores (Soreq e Seidman, 

2001). Esta enzima possui uma tríade catalítica composta por um ácido 

glutâmico, uma histidina e um resíduo de serina. O grupo carboxílico do 

ácido glutâmico ativa o grupamento hidroxila da serina que então hidrolisa 

as funções éster da ACh por ataque nucleofílico (Shafferman et al., 1992). 

Duas formas moleculares desta enzima são descritas: uma com forma 

assimétrica e outra com forma globular. A forma globular é encontrada 

preferencialmente em encéfalos de mamíferos com múltiplas subunidades, 

ficando algumas livres no citosol e outras ligadas à membrana (Heller e 

Hanahan, 1972; Taylor e Radić, 1994). Além disso, é também conhecida a 

importante função da AChE em doenças cuja incidência eleva com o 

aumento da idade, como aDA (Park et al., 2008; Casey et al., 2010). 

 

1.4 Diabetes e Sistema colinérgico 
 

Por ser uma das mais eficientes e conhecidas catálises biológicas, a 

ação da AChE tem sido investigada como um importante alvo terapêutico 

em várias doenças neurodegenerativas, sendo considerada uma 
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importante enzima regulatória e um bom indicador da atividade colinérgica 

(Appleyard, 1994; Szegletes et al., 1999; Das et al., 2001).Disfunções 

cognitivas observadas em pacientes humanos e modelos experimentais de 

DM tem sido relacionadas com alterações na atividade da AChE, o que 

pode indicar modificações na neurotransmissão colinérgica (Sánchez-

Chávez e Salceda, 2000). Schmatzet al. (2009)demonstraram que ratos 

submetidos a um modelo de DM apresentam um aumento da atividade da 

AChE em diferentes regiões cerebrais, como: córtex cerebral, hipocampo, 

estriado, cerebelo e hipotálamo. Por esse motivo, agentes inibidores da 

atividade da AChE têm sido estudados com o objetivo de diminuir os 

efeitos hipocolinérgicos, observados quando a atividade da enzima 

aumenta (Das et al., 2001).  

Alguns estudos também revelaram que anormalidades na 

manutenção da glicemia e resistência à insulina podem causar efeitos na 

síntese de ACh(Rivera et al., 2005; Sherin et al., 2012). Além 

disso,Gireeshet al. (2009) demonstraram que a expressão do receptor M1 

foi diminuída no encéfalo de ratos em um modelo de DM induzido por 

estreptozotocina (STZ). Neste estudo, o tratamento com insulina foi capaz 

de reverter às alterações encontradas, demonstrando que o receptor 

muscarínico M1 pode ser afetado quando ocorre uma diminuição da 

concentração de insulina como, por exemplo, no DM. 

Sherin et al.(2012)demonstraram que a hiperglicemia e a 

hipoglicemia, foi capaz de causar uma diminuição na neurotransmissão 
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colinérgica hipocampal em função de um aumento nos níveis de RNAm da 

AChE e uma redução nos níveis de RNAm dos receptores colinérgicos M1 

e M3em modelo animal de ratos diabéticos, demonstrando assim, uma 

baixa estimulação dos receptores colinérgicos e portanto, uma piora 

cognitiva progressiva e outras disfunções neurológicas já vistas em 

pacientes diabéticos (Sherin et al., 2012). 

1.5 Sistema purinérgico 
 

A adenosina e o ATP são os principais agonistas endógenos do 

sistema purinérgico. A adenosina atua como neuromodulador endógeno da 

atividade neuronal, preservando e reestabelecendo a homeostase do SNC 

(Boison e Shen, 2010; Antonioli et al., 2013). O ATP atua como um rápido 

neurotransmissor excitatório e como neuromodulador, apresentando efeitos 

tróficosna proliferação, diferenciação e morte celular durante 

odesenvolvimento e a regeneração, assim como em condições 

patológicas(Burnstock e Verkhratsky, 2010; Burnstock e Novak, 2012). 

A sinalização purinérgica no SNC atua através da regulação do 

balanço entre os efeitos do ATP, adenosina e das ectonucleotidases sobre 

a transmissão sináptica (Kato et al., 2004; Matsuoka e Ohkubo, 2004) 

(Figura 3). O ATP é presente em altas concentrações no encéfalo, variando 

de aproximadamente 2 mmol/kg no córtex a 4 mmol/kg no hipocampo 

(Kogure e Furones Alonso, 1978). O ATP exerce seus efeitos através da 

ativação de receptores purinérgicos do tipo P2, classificados em dois 

grupos, P2X e P2Y, de acordo com o mecanismo de ação, farmacologia e 
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clonagem molecular (Ralevic e Burnstock, 1998; Surprenant e North, 2009; 

Skaper et al., 2010). 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), distribuídos em neurônios, 

células gliais e no músculo liso, os quais são ativados principalmente por 

ATP (Burnstock e Novak, 2012). 

A família P2Y consiste em oito membros de receptores 

metabotrópicos funcionalmente descritos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, 

P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14), que apresentam uma ampla distribuição 

nos tecidos e sistemas, tais como: vascular, nervoso, imune, cardíaco e 

epitelial (Abbracchio et al., 2006; Erb et al., 2006; Burnstock, 2007). 

As ectonucleotidases são enzimas que controlam a disponibilidade e 

os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos no meio extracelular, 

promovendo a ativação dos receptores P2 e P1, respectivamente (Robson 

et al., 2006; Miron et al., 2007; Zimmermann et al., 2012). As 

ectonucleotidases se encontram ancoradas em membrana celular, 

possuindo seu sítio ativo voltado para o meio extracelular ou presentes na 

forma solúvel no meio intersticial. Dentre elas, pode-se destacar a família 

das ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDases), que são 

responsáveis pela hidrólise extracelular de nucleotídeos trifosfatados e 

difosfatados, produzindo nucleotídeos monofostafatose fosfato inorgânico. 

As NTPDasessão compostas por oito membros (NTPDases 1-8) (Knowles, 

2011) e são codificadas por oito genes diferentes chamados entpd.  Quatro 
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destas enzimas estão localizadas na membrana celular com o sítio ativo 

voltado para o meio extracelular(NTPDases 1, 2, 3 e 8); duas estão 

localizadas intracelularmente em membranas de organelas(NTPDases 4 e 

7) e duas são secretadas para o meio extracelular após expressão 

heteróloga (NTPDases 5 e 6) (Robson et al., 2006).   

Outra família de ecto-enzimas envolvidas na hidrólise de 

nucleotídeos extracelulares é a da ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) que é capaz de hidrolisar 3`,5`-

AMPc, ATP, ADP, o NAD e a diadenosina polifosfato (ApnA) (Zimmermann, 

2001).  

A família da ecto-5`-nucleotidase, também pertence a este grupo de 

ecto-enzimas, sendo responsável pela hidrólise de nucleotídeos 

monofosfatados aos seus respectivos nucleosídeos(Zimmermann, 2001; 

Robson et al., 2006; Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012). A ecto-5-

nucleotidase é responsável pela desfosforilação do nucleotídeo 

monofosfatado, AMP, gerando fosfato livre e adenosina.A ecto-5`-

nucleotidase consiste em duas subunidades glicoproteícas, que 

estãoancoradas a membrana plasmática por uma molécula de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI)(Zimmermann, 1996).Geralmente, o AMP é um 

nucleotídeo hidrolisado com maior eficiência, sendo que os valores de KM 

para esta substância estão na faixa de micromolar (Zimmermann, 1992). A 

hidrólise de AMP pela ecto-5´-nucleotidaserepresenta um mecanismo 

extremamente importante no controledos níveis extracelulares de 
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Além de ser formada a partir da hidrólise do ATP através da ação 

das ectonucleotidases, a adenosina pode ser produzida no meio 

intracelular e transportada para o meio extracelular através de 

transportadores específicos bidirecionais (ENTs), que mantém os níveis 

intracelulares e extracelulares de adenosina(King et al., 2006; Bonan, 

2012). Os transportadores de nucleosídeos são divididos em duas 

categorias: os equilibrativose os concentrativos. Os transportadores 

equilibrativos transportam adenosina de acordo com seu gradiente de 

concentração (Bonan, 2012). Os transportadores concentrativos 

transportam a adenosina contra o seu gradiente de concentração de forma 

dependente de Na+(Anderson et al., 1999; Sinclair et al., 2001; Visser et al., 

2005).  

Otransporte denucleosídeos afeta profundamente a 

neurotransmissão e tônus vascular. O sistema detransportadores é de 

suma importância para a regulação dos níveis endógenos de adenosina 

etambém para a regulação da estimulação de seus receptores (Cass et al., 

1998; Anderson et al., 1999; Baldwin et al., 1999). 

O nucleosídeo adenosina é uma molécula de sinalização que se 

acumula no meio intra e extracelular em resposta ao estresse metabólico, 

lesão tecidual ou inflamação (Antonioli et al., 2013). Esse nucleosídeo 

exerce seus efeitos através da ativação de receptores de membrana 

específicos do tipo P1 (Trincavelli et al., 2010), subdivididos em quatro 

subtipos: A1, A2A(de maiorafinidade pela adenosina), A2B e A3(de 
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menorafinidade pela adenosina), acoplados à proteína G e exibindo sete 

domínios transmembrana (Fredholm et al., 2005; Abbracchio et al., 2009).  

A ação direta de agonistas de receptores adenosinérgicos é 

conhecida por oferecer neuroproteção, especialmente pelo bloqueio do 

influxo de Ca2+, o qual resulta na inibição da liberação de glutamato e 

redução dos efeitos excitatórios deste aminoácido na pós-sinapse(Wardas, 

2002). Outro mecanismo para promover neuroproteção mediada pela 

adenosina é relacionado à ativação dos receptores pós-sinápticos de 

adenosina, os quais atenuam a despolarização excessiva da membrana 

plasmática neuronal ao ativar canais de K+ e aumentar o influxo deste íon 

levando à hiperpolarização (De Mendonça et al., 2000).  

A concentração de adenosina pode ser controlada a partir de 

suahidrólise pela adenosina desaminase (ADA), responsável por catalisar a 

conversão da adenosina e da deoxiadenosina à inosina e deoxiinosina, 

respectivamente(Franco et al., 1998; Romanowska et al., 2007). Esta 

enzima possui uma função importante no sistema imune durante processos 

inflamatórios (Zavialov e Engström, 2005). Estudos têm sugerido que a 

inosina não é apenas um metabólito inativo, mas que pode ter ação 

neuroprotetora sob danos cerebrais (Tsuda, 2005).  

A ADA pode ser encontrada como uma enzima citosólica e também 

pode ser expressa na superfície celular como uma ecto-enzima. Dois 

membros desta família já foram descritos, sendo eles denominados como 

ADA1 e ADA2 (Hirschhorn e Ratech, 1980; Zavialov e Engström, 2005; 
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Boison, 2012), além de um grupo similar desta família de proteínas 

denominado ADAL (adenosine deaminase-like)(Maier et al., 2005). Todos 

estes membros foram classificados como subfamílias pertencentes ao 

grupo das adenil-desaminases. Estudos tem demonstrado que a ecto-ADA 

pode estar co-localizada com receptores de adenosina do tipo P1 (A1 e 

A2B), contribuindo com a sinalização adenosinérgica (Ciruela et al., 1996; 

Ruiz et al., 2000; Herrera et al., 2001). A ADA1 esta localizada tanto no 

citosol como na membrana celular (Franco et al., 1997). Este membro da 

ADA tem importante função no sistema imunológico, controlando a inibição 

da proliferação das células T mediada pela adenosina (Gorrell et al., 2001).  

A ADA2 é abundante no plasma humano, e possui diferentes 

caracteríticas cinéticas quando comparada a ADA1 (Iwaki-Egawa e 

Watanabe, 2002). Esse membro possui a habilidade de regular a 

proliferação celular, sendo considerado um fator de crescimento, 

denominando uma nova família de fatores de crescimento, os chamados 

fatores de crescimento relacionados à adenosina desaminase 

(ADGFs)(Zavialov e Engström, 2005; Zhang e Takeda, 2007).  

Os aspectos funcionais da ADAL ainda não estão bem descritos na 

literatura, mas sabe-se quepor apresentar domínios catalíticos importantes 

relacionados à desaminação de adenosina e motivos conservados entre as 

subfamílias da ADA, é possível que a ADAL também realize a 

desaminação hidrolítica de adenosina à inosina (Maier et al., 2005; Sauer 

et al., 2012). 
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O peixe-zebra é um importante modelo para estudos neurológicos e 

comportamentais, sendo a sinalização adenosinérgica muito estudadaneste 

modelo. Estudos realizados em nosso laboratório identificaram e 

caracterizaram a atividade e expressão gênica das enzimas NTPDase e 5´- 

nucleotidase (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004). Rosemberg et al. 

(2010)verificaram a presença de diferentes membros da família das 

NTPDases edemonstraram a expressão destas enzimas (NTPDases 1, 2, 

3, 4, 5, 6 e 8) emamostras de encéfalo, coração e fígado. As NTPDase1 e 

NTPDase2 tambémforam encontradas em fotorreceptores, células 

horizontais e célulasganglionares em retina de peixe-zebra (Ricatti et al., 

2009; Rosemberg et al., 2010). Outro estudo clonou e caracterizou o 

padrão de expressão da NTPDase 3 em peixe-zebra (Appelbaum et al., 

2007), indicando a conservação e a expressão destes genes nos neurônios 

sensoriais. 

Estudos já demonstraram a presença dos receptores de adenosina, 

em peixe-zebra, indicando a presença de duas formas de receptores A2Ade 

embriões de peixe-zebra e uma forma de A2B, bem como a presença de 

RNAm de receptores A1e sua expressão desde 24 horas apósa 

fertilização(Boehmler et al., 2009; Capiotti et al., 2011). Estesestudos 

também demonstraram que a exposição à cafeína é capaz de alterar a 

expressão desses receptores nas fases iniciais do desenvolvimento, bem 

como, das proteínas DARPP-32 e BDNF, além de promover proteção à 

exposição ao MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), em um 
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modelo de lesão dopaminérgica(Boehmler et al., 2009; Capiotti et al., 

2011). 

Nosso laboratório realizou a identificação molecular e avaliou o 

padrão de expressão de diferentes genes relacionados à família da ADA 

em peixe-zebra (Rosemberg et al., 2007). Neste estudo, foi realizado um 

mapeamento dos diferentes genes da ADA no genoma no peixe-zebra, 

realizando um estudo filogenético e confirmando a presença dos diferentes 

genes relacionados à ADA (ADA1, ADAL e duas isoformas da ADA2).Os 

resultados demonstraram ainda que diferentes membros da família da ADA 

são expressos em diferentes tecidos, como encéfalo, brânquias, coração, 

fígado, músculo esquelético e rinsde peixe-zebra.  

Nosso grupo também realizou acaracterização cinética da atividade 

da ADA, nas frações solúveis e de membrana em encéfalo de peixe-zebra 

indicando as condições ótimas para a atividade desta enzima 

edemonstrando uma inibição significativa na presença de 0,1 mM de 

EHNA, um inibidor clássico da ADA(Rosemberg et al., 2008).  

1.6 Diabetes e Sistema purinérgico 

 
O DM está associado com alterações cognitivas, estruturais e 

fisiológicas do SNC. Alterações nervosas resultantes da degeneração 

cerebral têm sido descritas no estadodiabético, possivelmente em 

decorrência de modificações na plasticidade sináptica,o que compromete o 

mecanismo de regulação da homeostase celular, e tem comoconsequência 
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a disfunção na atividade dos neurotransmissores na fenda 

sináptica(Biessels et al., 2002).  

Um aumento crescente de evidências tem destacado o papel do 

sistema purinérgico como um fator importante na regulação da homeostase 

da glicose e da fisiopatologia do DM(Burnstock e Novak, 2012; Johnston-

Cox et al., 2012; Csóka et al., 2014). Alterações nos níveis intracelulares de 

ATP/ADP podem gerarconsequências na sinalização e na sobrevivência 

celular de indivíduos diabéticos(Burnstock e Novak, 2012). Alguns autores 

sugerem que o DM é capaz dealterar o tônus purinérgico, através da 

indução de mudanças adaptativas na sensibilidade dos receptores de 

adenosina no encéfalo(Morrison et al., 1992; Duarte et al., 

2006).Consequentemente, pode-se presumir que os níveis extracelulares 

de nucleotídeo/nucleosídeo da adenina poderiam também ser afetados 

(Burnstock e Novak, 2012). A disfunção da plasticidade sináptica em 

indivíduos diabéticos pode ser relacionada com a ineficiência da liberação 

de neurotransmissores, como dopamina, serotonina, glutamatoe 

acetilcolina (Guyot et al., 2001; Yamato et al., 2004; Sherin et al., 2012). 

Duarte et al. (2006) revelaram que ratos submetidos a um modelo de DM 

apresentaram uma redução na liberação de neurotransmissores e 

diferentes alterações nas proteínas pré-sinápticas associadas com a 

liberação vesicular de neurotransmissores. 

Lunkes et al.(2004)demonstraram em um modelo animal deDM2uma 

alteração na hidrólise dos nucleotídeos ATP/ADP em sinaptossomas e 
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plaquetas, sendo estes resultados relacionados à expressão da NTPDase I 

aumentada. Donget al. (2001)demonstraram que a ativação de receptores 

de adenosina do tipo A1 desenvolve uma função protetora contra a 

resistência à insulina.  

1.7 Peixe-zebra 
 

O peixe-zebra, Danio rerio, é um pequeno teleósteo de água doce 

pertencente à família Cyprinidae. O gênero Danio possui 44 espécies 

descritas que fazem parte da subfamília Raborinae e apresenta um padrão 

de coloração com listras horizontais claras e escuras alternadas (Spence et 

al., 2008). A distribuição natural do peixe-zebra é ao sul e sudeste da Ásia, 

principalmente Índia, Bangladesh e Nepal.  

O peixe-zebra se tornou um modelo experimental amplamente 

utilizado nas mais diversas áreas devido a diversas características 

favoráveis, tais como: baixo custo, pouco espaço para manutenção, rápido 

desenvolvimento e ciclo biológico, fácilmanipulação e 

comportamentofacilmenteobservado em um ambiente controlado (Shin e 

Fishman, 2002; Lieschke e Currie, 2007).  

O peixe-zebra apresentagrande sensibilidade a drogas, um rápido 

metabolismo (Goldsmith, 2004) e genes evolutivamente conservados que 

apresentam um alto grau de similaridade com os genes de humanos e de 

camundongos (Barbazuk et al., 2000).Recentemente, seu genoma foi 

completamentesequenciado, demonstrando que 70% dos genes deste 

teleósteo têm um ortólogo humanoidentificável (Howe et al., 2013). 
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O peixe-zebra é um importante modelo para estudos neurológicos e 

comportamentais (Egan et al., 2009; Piato et al., 2011; Jones e Norton, 

2014; Stewart et al., 2014). O SNC do peixe-zebra apresenta organização 

geral, células neuronais especializadas, células gliais, mielina e circuitos 

neuronais semelhantes ao que é observado em mamíferos (Bandmann e 

Burton, 2010; Stewart et al., 2014). A ocorrência dos principais 

neurotransmissores encontrados em mamíferos, incluindo aminoácidos 

(glutamato, GABA, glicina), monoaminas (histamina, dopamina, 

norepinefrina, epinefrina, serotonina, melatonina) e acetilcolina, entre 

outros, bem como seus mecanismos de ação já foram descritos em peixe-

zebra (Rinkwitz et al., 2011). Além disso, o peixe-zebra vem destacando-se 

como um importante modelo animal para estudos de numerosas doenças 

humanas, tais como obesidade, DM e neuropatias(Best e Alderton, 2008; 

Craig e Moon, 2011) e para a triagem e descoberta de novos fármacos 

(Chakrabarti e Freedman, 2008).  

Este modelo animal tem sido cada vez mais utilizado para a análise 

de aprendizado e de memória(Colwill et al., 2005; Gerlai, 2011; Cognato et 

al., 2012), demonstrando que o peixe-zebra tem a capacidade deassociar 

uma variedade de estímulos condicionados e não condicionados(Sison e 

Gerlai, 2011; Zala e Määttänen, 2013; Fernandes et al., 2014), possui 

memória espacial (Spence et al., 2011; Cognato et al., 2012), memória 

aversiva (Blank et al., 2009) e visual (Avdesh et al., 2012). Nesse contexto, 

o peixe-zebra tem se tornado uma excelente ferramenta de pesquisa 
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damemória e da cognição, com possibilidade de realizar triagens genéticas 

e farmacológicas(Hicks et al., 2006; Gerlai, 2010). 

 Atualmente, muitos estudos são realizados em peixe-zebra para 

compreender as bases moleculares da neurobiologia, identificando genes 

envolvidos na formação de circuitos neuronais, no comportamento e nos 

mecanismos envolvidos na neuropatogênese (Guo, 2004). Modelos 

transgênicos já foram desenvolvidos nessa espécie expressando genes 

humanos mutados e modelos knockout que reproduzem patologias 

humanas, bem como técnicas para controle da expressão gênica 

(Bandmann e Burton, 2010) e indução de sintomas característicos de 

doenças metabólicas. Tais estudos evidenciam que o peixe-zebra é um 

modelo para compreender os mecanismos relacionados com algumas 

doenças humanas como, por exemplo, hiperargininemia (Capiotti et al., 

2013), estresse (Siebel et al., 2010), obesidade (Oka et al., 2010; Craig e 

Moon, 2011) e DM(Gleeson et al., 2007; Jorgens et al., 2012). 

Alguns estudos vêm sendo realizados utilizando o peixe-zebra como 

modelo para compreender os mecanismos pelos quais o DM atua. Glesson 

et al.(2007) e Alvarez et al.(2010), demonstraram um modelo de 

hiperglicemia através da imersão dos animais em diferentes concentrações 

de glicose. O modelo foi capaz de gerar sintomas de retinopatia, 

reproduzindo as fases iniciais da doença em humanos. Elo et al.(2007) 

demonstraram que a exposição transdermal de glicose em larvas de peixe-

zebra é capaz de alterar a atividade da enzima fosfoenolpiruvato 
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carboxilase(PEPCK), sugerindo o peixe-zebra como um modelo para 

investigar o metabolismo da glicose, utilizando a enzima PEPCK como um 

marcador dos distúrbios da homeostasia da glicemia.  

Olsen et al.(2010) também descreveram um modelo de DM em 

peixe-zebra adulto via utilização de STZ, a qual induz a morte das células 

pancreáticas, promovendo complicações diabéticas como níveis 

aumentados de glicose no sangue, glicação de proteínas séricas, 

retinopatia, diminuição dos níveis de insulina e piora da regeneração de 

áreas lesionadas. Oka et al. (2010) descreveram o modelo de obesidade 

em peixe-zebra adulto através do aumento da ingesta de alimentos ricos 

em gordura. O estudo revelou que a indução da obesidade é capaz de 

promover hiperglicemia e hipertrigliceridemia, como vias patofisiológicas 

semelhantes às encontradas em mamíferos (Oka et al., 2010). Powers et 

al.(2010) demonstraram um modelo de hiperglicemia por estresse em 

peixe-zebra, demonstrando a correlação dos altos níveis de glicose 

sanguínea com os níveis de cortisol. Nesse contexto, acreditamos que o 

modelo de hiperglicemia desenvolvido em peixe-zebra nesta tese, seja uma 

ferramenta muito importante para investigar os mecanismos que operam no 

SNC durante o estado de hiperglicemia.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
 

Avaliar parâmetros bioquímicos e moleculares dos sistemas 

colinérgico e purinérgico e parâmetros comportamentais de peixe-zebra 

submetido a um modelo de hiperglicemia. 

 

2.1.1 Objetivos específicos 
 

- Caracterizar o modelo de hiperglicemia em peixe-zebra adulto através do 

registro da glicemia, do peso corporal, da glicação de proteínas, da 

sensibilidade à insulina e da expressão gênica de receptores de insulina em 

músculo esquelético e de transportadores de glicose em encéfalo;  

- Avaliar o índice de retenção de memória através do teste de esquiva 

inibitória em peixe-zebra adulto submetido ao modelo de hiperglicemia;  

- Avaliar a atividade enzimática e expressão gênica da acetilcolinesterase 

em encéfalo de peixe-zebra adulto submetido ao modelo dehiperglicemia; 

- Avaliar a atividade enzimática e expressão gênica de ectonucleotidases e 

adenosina deaminase em encéfalo de peixe-zebra submetido ao modelo 

dehiperglicemia; 



 
 
 
 
 
 
41 
 
 

- Avaliar a expressão gênica de receptores adenosinérgicos em encéfalo de 

peixe-zebra submetido ao modelo de hiperglicemia. 

3 RESULTADOS 

 

3.1 CAPÍTULO I 
 

 

ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 
Persistent impaired glucose metabolism in a zebrafish hyperglycemia 

model 

 

 

 

Katiucia Marques Capiotti, Régis Antonioli Junior, Luiza Wilges Kist, 

Maurício Reis Bogo, Carla Denise Bonan, Rosane Souza da Silva. 
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3.2 CAPÍTULO II 
 

 

ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Hyperglicemia induces memory impairment linked to increased 
acetilcholinesterase activity in zebrafish (Danio rerio). 

 

 

Katiucia Marques Capiotti, Daiani Almeida De Moraes, Fabiano Peres 

Menezes, Luiza Wilges Kist, Maurício Reis Bogo, Rosane Souza Da Silva. 
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3.1. Inhibitory  avoidance task

In  order  to  evaluate  i f  hyperglycemia  could  be causing  a deficit
on  memory, w e  submit ted  the  animals to  the  inhibitory  avoidance
paradigm. All  animals groups had  their  memory  tested  24  h  after
t raining. Important ly,  no  differences  w ere found  betw een  t rain-
ing  latencies for  all  groups. Our  results demonstrated  that  animals
exposed  to  111  mM  glucose  had  a decrease  on  the  latency  on  the
test  session  (p  < 0.0001)  (Fig. 1). Therefore, to  ascertain  that  hyper-
glycem ia  cont inues  to  affect  the memory  even  after  7  or  14  days of
glucose  w ashout , w e  performed  the  same  experiment  of  inhibitory
avoidance  w ith  w ashout  groups. Our  results demonst rated  that
w ashout  groups (7  and  14  days)  also  demonst rated  a decrease  of
latency  on  test  session  (p  < 0.0001  and  p  < 0.05, respect ively)  (Fig. 1).
How ever, these  14  days of  glucose  w ithdraw al  seem  to  promote
an  improvement  in  memory  compared  to  the  7  days of  glucose
w ithdraw al  (Fig. 1).

3.2. Locomotor  act ivity  assessment

To  evaluate  i f  hyperglycemia  could  alter  locomotor  parame-
ters, w e fi rst ly  observed  the  locomotor  act ivi ty  of  animals t reated
in  111  mM  glucose  and  w ashout  group  (7  days). Our  results
demonst rated  that  there  are  no  differences  in  distance  t rav-
eled  [F(2,39) = 0.2772;  p  = 0.7594]  and  mean  speed  [F(2,39) = 0.1729;
p  = 0.8418]  betw een  control, 111  mM  glucose-t reated  and  w ashout
group  (data  not  show ed).

3.3. Effect  of  hyperglycemia  on  acetylcholinesterase  (AChE)
activity

After  verify  that  hyperglycemia  modifies memory  parameters
in  zebrafish, w e observed  i f  the  glucose  t reatment  w as able  to
induce  changes  on  AChE act ivi ty  in  brain  from  adult  zebrafish.  Our
results demonst rated  that  AChE act ivi ty  w as significant ly  increased
in  111  mM  glucose  group  (15%)  [F(2,25) = 16.35;  p  = 0.0001]  w hen
compared  to  control  group  (Fig. 2). There  are no  changes  on  AChE
act ivity  in  glucose-w ashout  7  days group  w hen  compared  to  con-
t rol  group, but  w hen  compared  to  111  mM  Glucose  group  there  w as
a reduct ion  of  AChE act ivi ty  (25%),  [F(2,25) = 16.35  p  = 0.0001].

Fig.  1. 111  mM  glucose  and  w ashout  (7  and  14  days)  t reatment  induces long-
term  memory  defi cits in  inhibitory  avoidance  task. C:  control-t reated  animals,  Glu:
111  mM  glucose-treated  animals,  W  7:  Washout  7  days –  t reated  animals,  W  14:
W ashout  14  days –  t reated  animals.  Control  animals  w ere  manipulated  similarly
but  exposed  to  w ater  only. Bars indicate  animals’  mean  latencies  + S.E.M  to  cross
compartment  (in  seconds)  in  t raining  (TR)  and  test  (TT)  sessions. At  least  eleven
zebrafish  w ere  used  for  each  group. *p  < 0.05, **p  < 0.01  and  ***p  < 0.0001  indicate
stat ist ical ly  signifi cant  difference  betw een  latencies  test  sessions  for  control  group
animals.

Fig.  2. Effect  of  111  mM  glucose  and  glucose-w ashout  (7  days)  t reatment  on  acetyl-
choline  hydrolysis.  **  indicates  signifi cant ly  difference  w hen  compared  to  the
control  group. #  indicates  significant ly  difference  w hen  compared  to  the  111  mM
glucose  group. Data  represent  means ±  S.E.M  of  four  different  experiments,  each
one performed  in  t r ipl icate.  Data  w ere analyzed  stat ist ically  by  one-w ay  ANOVA
follow ed  by  Tukey  test  as post  hoc  test ,  consider ing  a p  < 0.05  signifi cant.  The spe-
cific  enzyme  act ivity  is reported  as micromole  of  thiocholine  released  per  hour  per
mil l igram  of  protein.

3.4. Effect  of  galantamine  t reatment  on  hyperglycemic  zebrafish

3.4.1. Inhibitor  avoidance task
In  order  to  evaluate  i f  galantam ine  could  reverse  the  deficit  on

memory  caused  by  hyperglycem ia,  w e  submit ted  the  animals to
the  inhibitory  avoidance  paradigm  2  h  after  galantamine  t reatment.
Our  results demonst rated  that  galantamine  w as able to  reverse  the
memory  deficit  caused  by  hyperglycemia  (p  < 0.001)  (Fig. 3). Impor-
tant ly, no  differences  w ere  found  betw een  t raining  latencies for  all
groups.

3.4.2. Locomotor  activity  assessment
To  evaluate  i f  galantamine  could  alter  locomotor  parame-

ters, w e  observed  the  locomotor  act ivi ty  of  animals t reated
in  control,  galantamine  0.05  ng/g,  111  mM  glucose  and  111  mM
glucose  + galantamine  group. Our  results demonstrated  that  the
treatment  w ith  galantamine  decreased  the  distance  t raveled
[F(3,28) = 7.145;  p  = 0.0013]  (Fig. 4A)  and  mean  speed  [F(3,30) = 4.693;
p  = 0.0072]  (Fig. 4B)  in  comparison  to  111  mM  glucose  group. Galan-
tamine  by  i tself  show ed  no  stat ist ical  difference  from  the saline
group.

3.5. Effect  of  hyperglycemia  on  ache, insulin  receptors, and  glut-3
expression  in  brain  of  zebrafish

To  evaluate  w hether  the t reatment  w ith  111  mM  glucose  and  7
days of  w ashout  could  alter  the  gene  expression  of  AChE, real-t ime

Fig.  3. Hyperglycemia  caused  by  111  mM  glucose  t reatment  by  14  days caused
cognit ive  defi cits that  w ere  reversed  by  galantamine  (0.05  ng/g).  S:  saline-treated
animals,  Gal:  Galantamine-treated  animals,  Glu:  111  mM  glucose-treated  animals,
Glu  + Gal:  111  mM  Glucose  + Galantamine-treated  animals.  At  least  nine  zebrafish
w ere  used  for  each  group. Animals  received  single  intraper itoneal  inject ion  galan-
tamine  (0.05  ng/g)  2  h  before  the  t raining  session. ***p  < 0.001  and  *p  < 0.05  indicate
stat ist ically  significant  difference  betw een  latencies  on  test  sessions  to  control  group
animals and # p  < 0.001  indicates  difference  betw een  latencies  on  test  session  to
glucose  group.



 
 
 
 
 
 
56 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
57 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
58 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
59 
 
 

 

3.3 CAPÍTULO III 
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Hyperglycemia alters E-NTPDases, ecto-5’-nucleotidase, ecto and 
cytosolic adenosine deaminase activities and expression from 

encephala of adult zebrafish (Danio rerio). 
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Introduction 

The incidence of Diabetes Mellitus (DM) is increasing rapidly worldwide, rea 

Considering the importance to control nucleotides and nucleosides levels to the properly 

neurotransmission in CNS functioning and that cognitive impairment is a long-term consequence of  
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LEGEND OF FIGURES 
 
Figure 1: Effect of hyperglycemia model on ATP (A), ADP (B), and AMP (C) hydrolysis in 

zebrafish brain membranes. Bars represent the mean ± S.E.M. of at least seven independent 

experiments performed in triplicate. The symbol (*) represents a significant difference from control 

group (one-way ANOVA, followed by Tukey test as post hoc, P ≤ 0.05). The specific enzyme 

activity is reported as nmol of Pi .min−1 .mg−1 of protein. 

 

Figure 2: Effect of hyperglycemia model on membrane-bound (A) and soluble (B) ADA activity 

from zebrafish brain. Bars represent the mean ± S.E.M. of at least five independent experiments 

performed in triplicate. The symbol (*) represents a significant difference from control group (one-

way ANOVA, followed by Tukey test as post hoc, P ≤ 0.05). The specific enzyme activity is 

reported as nmol of NH3 .min−1 .mg−1 of protein. 

 

Figure 3: Effect of hyperglycemia on entpd1, entpd2a.1, entpd 2a.2, entpd2-like, entpd3, entpd8 

and nt5e gene expression in 111 mM glucose and glucose washout.  Data are expressed as mean ± 

SEM of four independent experiments performed in quadruplicate.  

 

Figure 4: Effect of hyperglycemia on ada gene expression pattern in 111 mM glucose and glucose 

washout group.  Data are expressed as mean ± S.E.M. of four independent experiments performed in 

quadruplicate.  

 

Figure 5: Effect of hyperglycemia on adoragene expression pattern in 111 mM glucose and glucose 

washout group.  Data are expressed as mean ± S.E.M. of four independent experiments performed in 

quadruplicate.  
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4 DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
 
 

Os resultados apresentados nessa tese demonstram a 

caracterização de um modelo de hiperglicemia induzido por exposição à 

glicose por 14 dias em peixe-zebra adulto. Tal modelo é capaz de causar 

alterações mnemônicas que podem ser correlacionáveis com efeitos sobre 

ossistemascolinérgicoe purinérgico.  

O DM é considerado uma epidemia mundial, atingindo em torno de 

8,3% da população, ou seja, 387 milhões de pessoas (Mena et al., 2014).O 

mesmo levantamento realizado pela IDF (2014) demonstrou que no Brasil 

8,7% da população mundial apresenta DM, chegando a proporção de 1 a 

cada 12 pessoas com a doença.Os pacientes com DM apresentam 

hiperglicemia crônica como o principal sintoma das duas formas de 

diabetes mais comuns, DM1e DM2 (Sociedade Brasileira de Diabetes, 

2014).  

No DM1, ocorre a destruição crônica das células β pancreáticas, por 

meio de mecanismos autoimunes, mediados por células como linfócitos T e 

macrófagos(Richardson et al., 2014). O processo de autodestruição se 

inicia meses a anos antes do diagnóstico clínico da doença e, dependendo 

da idade do diagnóstico, cerca de 70 a 90% das células β já foram 

destruídas após os primeiros sintomas de hiperglicemia (Lebastchi e 

Herold, 2012; Levetan et al., 2013; Atkinson et al., 2014).  

No DM2, o principal fenômeno fisiopatológico é à resistência à ação 

da insulina, diminuindo a captação de glicose nos tecidos 
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insulinodependente(Bergman et al., 1981; Saisho, 2015). No início da 

doença, em resposta aresistência à insulina, ocorre a hiperinsulinemia 

compensatória, evitandoque ocorra a hiperglicemia. A função das células β 

pancreáticas também é diminuída em DM2 (Jensen et al., 2002; Defronzo, 

2009; DeFronzo et al., 2013), chegando a 80%de perda da funcionalidade 

das células. Esses estudos demonstram que a síntese e a secreção de 

insulina ficam comprometidas desde as fases iniciais do DM(Jensen et al., 

2002; Defronzo, 2009;DeFronzo et al., 2013).  

Em nosso modelo de hiperglicemia, a exposição dos animais a 111 

mM de glicose por 14 dias, provocou um aumento de 117% nos níveis de 

glicose sanguínea dos animais tratados, assim comoelevou em 41% os 

níveis de glicação da proteína frutosamina nos olhos dos animais. A 

hiperglicemia e o aumento da glicação de proteínas são consequências da 

disfunção do metabolismo da glicose e são utilizados como principais 

indicadores para o diagnóstico de intolerância à glicose e DM (American 

Diabetes, 2014b).  

O modelo de hiperglicemia tambémrevelou que os efeitos da 

exposição à glicose por 14 dias foram prolongados, demonstrando que 

mesmo após 7 dias de washout, os níveis de glicose sanguínea e de 

glicação de proteínas ainda permaneciam elevados. Portanto, podemos 

sugerir que o modelo de hiperglicemia foi capaz de causar alterações 

significativas e duradouras no metabolismo da glicose dos animais, sendo 
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capaz de reproduzir sintomas semelhantes àqueles apresentados pelos 

indivíduos diabéticos.  

Os medicamentos constituem a principal opção no tratamento do 

DM, não levando a cura da doença, mas evitando o agravamento de suas 

consequências. Alguns medicamentos reduzem a produção hepática de 

glicose e aumentam a sensibilidade periférica à insulina, outros estimulam 

a secreção de insulina (Tripathi e Srivastava, 2006). A fim de compreender 

as vias pelos quais a hiperglicemia induzida estava atuando, utilizamos 

dois medicamentos muito comuns no tratamento do DM em humanos, os 

quais possuem diferentes mecanismos de ação: a metformina e a 

glimepirida.   

A metformina é um fármaco oral de primeira escolha para o 

tratamento do DM2 (Krentz e Bailey, 2005), que promove a oxidação dos 

ácidos graxos, o aumento da fosforilação dosreceptores de insulina (RI) no 

fígado e no músculo esquelético, assim como a diminuição da produção 

hepática de glicose (Tripathi e Srivastava, 2006). Alguns estudos 

demonstram que o uso da monoterapia desse fármaco em pacientes 

diabéticos reduz em torno de 1,5% os níveis de HbA1C (DeFronzo e 

Goodman, 1995; Bailey e Turner, 1996; Viollet et al., 2011; Sumitani et al., 

2014). 

A glimepirida por sua vez é uma sulfoniluréia que promove a 

estimulação da secreção de insulina, a ativação do transporte de glicose e 
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das enzimas que metabolizam a glicose, levando a estimulação da síntese 

de glicogênio e lípideos (Briscoe et al., 2010). De acordo com Mulleret al. 

(1995), a glimepirida parece exercer efeitos pleiotrópicos através de dois 

mecanismos independentes: a estimulação de proteínas fosfatases 

específicas responsáveis pela regulação da translocação deGLUT4; a 

estimulação da glicogênio sintase/ acetiltransferase glicerol-3-fosfato e a 

estimulação da fosfodiesterase específica do AMPc (Muller e Wied, 1993; 

Muller et al., 1995; Müller e Geisen, 1996).  

Nossos estudos indicaram que tanto a metformina quanto a 

glimepirida, foram capazes de reduzir a glicemia em animais submetidos ao 

modelo de hiperglicemia, sendo a glimepirida, o fármaco com o maior 

percentual de redução da glicemia. O tratamento com metformina é capaz 

de melhorar a supressão da gliconeogênese mediada por insulina (Bailey e 

Turner, 1996; Nathan, 2007), porém com o passar do tempo o controle 

glicêmico provocado pela utilização de metformina deteriora-se, 

requerendo a adição de outro fármaco (Ferreira et al., 2014).A progressão 

do DM leva a diminuição da secreção de insulina endógena, na qual passa 

a ser mais adequada a utilização da glimepirida.  

Hipóteses correntes sugeremque as monoterapias com metformina 

e glimepirida, reduzem os níveis de glicose sanguínea de forma muito 

eficiente, principalmente através do aumento da secreção de insulina, da 

translocação de GLUT 4 e da fosforilação de importantes enzimas do 
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metabolismo da glicose, como a PEPCK.Elo et al. (2007) demonstraram 

que a metformina é capaz de reduzir a expressão da PEPCK em peixe-

zebra, demonstrando que a monoterapia é capaz de diminuir a 

hiperglicemia e a gliconeogênese. Requist et al.(2013)também 

demonstraram que o tratamento com metformina foi capaz de aumentar a 

sensibilidade à insulina em larvas de peixe-zebra.  Maddison et al.(2015), 

descreveram um modelo de intolerância à glicose, utilizando um inibidor de 

IGF-1 e insulina em peixe-zebra. O estudo demonstrou que a captação da 

glicose no músculo esquelético é estimulada pela insulina, mas de forma 

menos eficiente que em roedores. Inicialmente ocorreu um aumento 

compensatório de células β e o controle da glicemia. Ao longo do tempo, o 

número de células β diminuiu e os primeiros sinais de intolerância à glicose 

surgiram através do aumento dos níveis de glicose em jejum.  

O modelo de hiperglicemia caracterizadonessa tese foi capaz de 

gerar resistência à insulina nos animais expostos a 111 mM glicose, uma 

vez que quando tratados com 1U/kg de insulina não demonstraram 

redução significativa nos níveis de glicose sanguínea quando comparados 

ao controle. Após 7 dias de washout, a expressão de RNAm paraRI no 

músculofoi aumentada, demonstrando um efeito tardio de recuperação dos 

danos causados pela hiperglicemia, a fim de buscar a homeostase da 

glicemia.Considerando os resultados de resposta à insulina exógena e aos 

fármacos hipoglicemiantes, as alterações metabólicas vistas no modelo 

aqui caracterizado, provavelmente são um reflexo ao comprometimento da 
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resposta periférica à insulina e não por alterara secreção pancreática de 

insulina. 

Os neurotransmissores do SNC tem um papel crucial na regulação 

da homeostase da glicose (Sherin et al., 2012), revelando que oSNC é um 

alvo da DM, gerando consequências neurológicas tanto no DM1 como no 

DM2 (McCall, 1992; Biessels et al., 1994). Embora océrebro seja um órgão 

alvo tardio do DM e do pré-diabetes, as causas das disfunções cognitivas 

relacionadas com DM são difíceis de serem estabelecidas, devido à 

prevalência de comorbidades severas que podem estar afetando a 

disfunção cognitiva (McCrimmon et al., 2012).Os mecanismos exatos pelos 

quais a disfunção neuronal ocorre ainda permanecem desconhecidos, 

porémalgumas pesquisas sugerem que os altos níveis de glicose podem 

ter efeitos tóxicos sobre os neurônios, através de danososmóticos, estresse 

oxidativo e desregulação dos níveis de neurotransmissores (Umegaki, 

2012; Yamagishi, 2012; Butterfield et al., 2014; Rochette et al., 2014).  

Alguns investigadores tem revelado que a Doença de 

Alzheimerpoderia ser um “Estado cerebral resistente à insulina”, ou então 

um diabetes tipo 3 (Steen et al., 2005; De La Monte et al., 2006; Moreira et 

al., 2009), devido a integração de diferentes fatores como idade, a 

diminuição dos níveis de proteína e de RNAm de insulina e dos RI. Estudos 

demonstraram que a sinalização regular da insulina no SNC previne a 

formação de oligômeros de β-amilóide, ou seja, a sinalização inadequada 
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da insulina, como na patologia do DM, poderia contribuir para a 

DA(Umegaki, 2012). 

Estudos já demonstraram que o DM é um fator de risco 

independente para o desenvolvimento de déficits cognitivos (Luchsinger, 

2012; Cato et al., 2014), sendo sugerido por vários autores como uma 

consequência de mudanças no SNC secundárias aos efeitos da 

hiperglicemia crônica (McCall, 2004; Biessels et al., 2006). Nossos estudos 

demonstraram que a hiperglicemia foi capaz de causaruma redução na 

retenção da memória dos animais hiperglicêmicos. Esses resultados 

corroboram com os dados encontrados na literatura, que demonstram que 

o DM é fator de risco para disfunção cognitiva e demência (Biessels et al., 

2006; Exalto et al., 2012). Kanaya et al.(2004) demonstraram que a 

hiperglicemia crônica é capaz de mediar a relação entre o DM e o declínio 

cognitivo, e que a melhora do controle da glicemia pode prevenir o declínio 

cognitivo, assim como dados encontrados por Launeret al.(2011)e Yaffe et 

al.(2012). 

Nossos dados demonstraram que o tratamento com galantamina, 

reverteu o efeito causado pela hiperglicemia na memória, demonstrando 

que a piora cognitiva observada esta diretamente relacionada com a 

atividade da enzima AChE. A galantamina é um alcalóide que atua como 

inibidor seletivo da AChE, melhorando a transmissão colinérgica através da 

modulação alostérica dos receptores nicotínicos (Wilkinson et al., 2004; 
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Maelicke et al., 2010). Existem muitos dados controversos entre pacientes 

que apresentam déficits cognitivos, DA e DM, e ainda mais estudos 

precisam ser realizados a fim que se conheçam os mecanismos pelos 

quais possa ocorrer essa interação mais especificamente. 

Nossos resultados demonstraram que houve um aumento da 

atividade da AChE causada pelo modelo dehiperglicemia em peixe-zebra, 

sugerindo uma redução na eficiência da neurotransmissão colinérgica, 

devido a uma diminuição dos níveis de AChna fenda sináptica. Os dados 

apresentados nesse trabalho corroboram com os demais achados da 

literatura que demonstram uma deterioração cognitiva progressiva e outras 

disfunções neurológicas em pacientes diabéticos (Pepeu et al., 2013). 

O aumento dos níveis de ACh na fenda sináptica éobservado nas 

áreas cerebrais durante a realizaçãodas tarefas comportamentais, 

demonstrando o envolvimento desse sistema nos processos de 

aprendizagem e memória (Pepeu et al., 2013). Outros estudos tem 

demonstrado o aumento da atividade da AChE no cérebro de roedores e 

pacientes diabéticos que apresentam déficits cognitivos (Schmatz et al., 

2009b; Mushtaq et al., 2014). Sánchez-Chavez e Salceda (2000) também 

observaram o aumento significativo na atividade da AChE em diferentes 

estruturais cerebrais de ratos diabéticos induzidos por STZ,como: córtex 

cerebral, estriado e hipocampo.Esses resultadossugerem que a ativação 

da AChE leva a uma degradação rápida da ACh e uma baixa 

estimulaçãosubsequente dos receptores de ACh, causando efeitos 
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deletérios sobre as funções cognitivas (Mushtaq et al., 2014), o que 

possivelmente esteja ocorrendo em nosso modelo.  

A adenosina desempenhaum papel importante como 

neuromodulador,controlando a excitabilidade neuronal e, 

consequentemente, modulando condic�ões fisiológicas e patológicas no 

SNC (Boison, 2012; Chen e Zhong, 2013; Dias et al., 2013). No DM já se 

tem dados revelando que há um aumento da incidência de complicações 

neurológicas (Gispen e Biessels, 2000; Cox et al., 2005; Burnstock e 

Novak, 2013) que envolvem alterações do sistema purinérgico (Robson et 

al., 2006; Duarte et al., 2007).Estudos anteriores têm demonstrado que a 

eficiência dos receptores P2 esta diminuída em condições de DM (Ralevic 

e Burnstock, 1998; Sugiyama et al., 2004, 2006; Cieślak & Roszek, 2014). 

Assim, surge a hipótese de que o DM pode causar modificações no 

sistema purinérgico no cérebro, bem como, pode levar a um prejuízo das 

funções fisiológicas exercidas pelo ATP.  

Durante nossos estudos, verificamos que a indução de hiperglicemia 

em peixe-zebra provoca uma diminuição na hidrólise de ATP, ADP e AMP 

pelas ectonucleotidases. Esses dados corroboram com a hipótese de que 

uma deficiência na sinalização pode contribuir para as disfunções da 

memória observadas no DM. Estudos anteriores já indicaram mudanças na 

eficiência dos receptores do tipo P2 no DM (Ralevic et al., 1993; Sugiyama 

et al., 2006). O ATP extracelular desempenha importante função no 

desenvolvimento do potencial de longa duração (LTP), através da ativação 
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dos receptores do tipo P2(Duarte et al., 2007), assim,a redução da hidrólise 

de ATP, ADP e AMP observados em nossos resultados, corroboram com a 

hipótese de que uma alteração na sinalização desse sistema esta 

ocorrendo e que possivelmente esteja contribuindo para as disfunções 

observadas. 

Alguns estudos já demonstram os efeitos do DM sobre a atividade 

da ADA (Hoshino et al., 1994; Kurtul et al., 2004). A ADA é uma enzima 

que desamina irreversívelmente o nucleosídeo adenosina até inosina, 

contribuindo para a regulação da concentração intra e extracelular de 

adenosina(Latini e Pedata, 2001; Bonan, 2012). Nossos 

dadosdemonstraram que a atividade da ADA esta significativamente 

aumentada nos animais expostos a 111 mM de glicose, sugerindo uma 

redução dos níveis de adenosina na fenda sináptica. 

A insulina esta envolvida na regulação da atividade da ADA em 

modelos animais de DM utilizando STZ (Rutkiewicz and Go´rski, 1990; 

Kurtul et al., 2004;Bopp et al., 2009; Lee et al., 2011). Calgaroto et al. 

(2015) tambémdemonstraramque a atividade da ADA foi aumentada em 

modelo animal com STZ, revelando que a administração de insulina é 

capaz de reduzir a atividade dessa enzima nos tecidos. Estes dados 

corroboram com a hipótese que a administração de insulina parece regular 

a atividade da ADA(Hoshino et al., 1994; Bottini e Gloria-Bottini, 1999; 

Kurtul et al., 2004; Vanitha Gowda et al., 2012). Nesse contexto, nós 

sugerimos que o aumento da atividade da ADA observado em nosso 
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estudo, pode ser explicado pela diminuição da atividade das NTPDases e 

pela resistência à insulina observada no modelo de hiperglicemia desta 

tese.  

Nossos resultados ainda demonstraram que os receptores de 

adenosina tem a expressão gênica alterada quandoos animais foram 

expostos a altos níveis de glicose.Diversos estudos sugerem que 

condições de DM podem induzir mudanças adaptativas na densidade 

desses receptores no cérebro (Morrison et al., 1992; Dong et al., 2001; 

Artola et al., 2002; Duarte et al., 2006). Em roedores, a hiperglicemia foi 

atenuada pelo agonismo dos receptores A1 e A3(Németh et al., 

2007).Donget al. (2001) demonstraram que a ativação de receptores de 

adenosina A1 desenvolve uma função protetora contra a resistência à 

insulina, concordando com os achados de Faulhaber-Walter et al. (2011) 

que revelaram que a ausência do receptor A1 prejudica o controle da 

glicemia em roedores. 

De forma conjunta, os resultados apresentados nos tre�s capítulos 

desta tese demonstram que as vias de sinalização colinérgica e purinérgica 

estão relacionadas com as alterações da hiperglicemia em peixe-zebra. 

Nossos resultados mostraram que a hiperglicemia é capaz de gerar déficits 

cognitivos significativos associados a redução dos níveis de ACh, assim 

como alterações na atividade das ectonucleotidases cerebrais, diminuindo 

a hidrólisede ATP, ADP e AMP.  
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A alteração demonstrada na atividade da ADA indica uma redução 

dos níveis de adenosina na fenda sináptica, sugerindo que a hiperglicemia 

diminui os níveis deste nucleosídeo, contribuindo assim para os déficits 

cognitivos apresentados no modelo.  

Estes achados indicam o potencial do modelo de hiperglicemia em 

peixe-zebra para o estudo dos mecanismos envolvidos no DM e sua 

aplicabilidade para a avaliação de medicamentos para esta patologia. 

Adicionalmente, podemos contribuir para um maior entendimento das vias 

de sinalização cerebral envolvidas no declínio cognitivo desenvolvido nesta 

patologia, bem como, evidenciaro potencial farmacológico dos sistemas 

colinérgico e purinérgico nesta condic�ão. 
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ANEXOS – Parecer de aprovação do projeto de pesquisa 
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