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RESUMO 

  
O consumo de etanol está inserido em muitas culturas ao redor do mundo. No 

entanto, seu consumo crônico adulto ou por getantes pode levar a mudanças 

transitórias ou permanentes no sistema nervoso central (SNC). Esses distúrbios na 

sinalização neuronal podem culminar em episódios convulsivos. Nesse contexto, a 

sinalização adenosinérgica é capaz de atuar como anticonvulsivante endógeno 

através da sua ação neuromoduladora. As perturbações dessa sinalização podem 

acarretar alterações na suscetibilidade a crises convulsivas conforme o estágio de 

desenvolvimento em que a perturbação ocorre e o tempo de exposição do agente 

perturbador. Esta tese compreende três trabalhos experimentais que abordam 

diferentes aspectos da relação entre o sistema adenosinérgico e a suscetibilidade a 

crises convulsivas associadas à exposição ao etanol em diferentes fases do 

desenvolvimento em peixe-zebra. No primeiro trabalho, avaliamos a expressão e 

funcionalidade do receptor A1 de adenosina ao longo de três fases de 

desenvolvimento: larval (6 dias pós-fertilização, dpf), adulta (8 meses pós- 

fertilização, mpf) e idosa (24 mpf). A funcionalidade do receptor A1 foi avaliada 

através da resposta lomocotora basal e da sensibilidade ao pro-convulsivante 

pentilenotetrazol (PTZ) à adenosina e ao agonista rígido CPA (N6- 

ciclopentiladenosina) em diferentes doses e concentrações ao longo do 

desenvolvimento. O uso da adenosina pura não foi capaz de promover o conhecido 

efeito hipolocomotor, mesmo em concentrações e doses altas, como 500 µM para 

larvas e 6 mg.Kg-1 para adultos, respectivamente. O CPA promoveu hipolocomoção 

em larvas a partir da concentração de 100 µM e para adultos a partir da dose de 20 

mg.Kg-1. O efeito anticonvulsivante do CPA foi alcançado nas doses de 75 µM para 

larvas e 10 mg.Kg-1 para adultos. A expressão gênica relativa do receptor A1 de 

adenosina aumentou 9,3 e 8,4 vezes em animais de 8 e 24 mpf em relação as larvas 

de 6 dpf, respectivamente. No segundo manuscrito, avaliamos o envolvimento da 

adenosina na suscetibilidade à convulsão de animais adultos após a exposição e a 

abstinência ao etanol. Animais adultos foram submetidos diariamente por uma hora 

ao etanol (0,5%) por 16 dias (exposição contínua) ou por 8 dias seguidos de 8 dias 

ou 1 dia de abstinência ao etanol. A sensibilidade à convulsão foi demonstrada pelo 



aumento do número de animais atingindo convulsões tônico-clônicas nos grupos 

abstidos de etanol (1 ou 8 dias) mesmo em dose subconvulsivante de PTZ. O CPA foi 

capaz de prevenir o desenvolvimento destas crises convulsivas nos animais abstidos 

de etanol na dose de 10 mg.Kg-1. A avaliação da expressão de gênica dos receptores 

A1 e A2aa/A2ab de adenosina e da enzima ecto-5’-nucleotidase em encéfalo, revelou 

que o grupo abstido (1 dia) teve a expressão gênica do receptor A1 reduzida em 

relação aos demais grupos. No terceiro trabalho, avaliamos a suscetibilidade às 

crises convulsivas em animais submetidos a um modelo de Síndrome Alcoólica Fetal 

e o possível envolvimento da adenosina. Para isso, foi feita uma exposição única a 

1% de etanol em embriões de peixe-zebra entre 24 e 26 horas pós-fertilização. A 

suscetibilidade a convulsões induzidas por PTZ e o efeito anticonvulsivante do CPA 

foram avaliados em larvas de 7 dpf e adultos de 3 mpf. A exposição embrionária ao 

etanol não foi capaz de aumentar a suscetibilidade à crise convulsiva, visto que o 

número de animais convulsionando não diferiu entre os grupos tratado e controle. No 

entanto, para os estágios convulsivos alcançados no estágio larval, estágios I e II, a 

latência (I e II) e a duração (I) diferiram entre os grupos, indicando uma maior 

sensibilidade nos animais expostos ao etanol. Na idade adulta, a exposição 

embrionária ao etanol não alterou o número de animais atingindo estágios 

convulsivos, bem como a latência ou duração destes estágios. Estes resultados 

contribuem para a importância da manutenção do curso normal da modulação 

adenosinérgica ao longo do desenvolvimento, em especial do papel do receptor A1 de 

adenosina no contexto da sensibilidade ao etanol, bem como da contribuição da 

adenosina para o aumento da sensibilidade à convulsão em indivíduos adultos 

abstidos de etanol.  
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ABSTRACT  

  

Ethanol consumption is embedded in many cultures around the world. However, its 

chronic consumption in adults or during pregnancy can lead to transient or 

permanent changes in the central nervous system (CNS). These disturbances in 

neuronal signaling include behavioral effects that can culminate in seizure episodes. 

In this context, adenosinergic signaling is an endogenous anticonvulsant through its 

neuromodulatory action. Disturbances in this signaling pathway can lead to changes 

in susceptibility to seizures depending on the stage of development in which the 

disturbance occurs and the time of exposure to the disturbing agent. This thesis 

comprises three experimental studies that address different aspects of the 

relationship between the adenosinergic system and susceptibility to seizures 

associated with exposure to ethanol at different stages of development in zebrafish. 

In the first study, we evaluated the expression and functionality of the adenosine A1 

receptor throughout three developmental stages: larval (6 days post-fertilization, 

dpf), adult (8 months post- fertilization, mpf) and old (24 mpf). The functionality of 

the A1 receptor was evaluated through the baseline locomotor response and 

sensitivity to the proconvulsant pentylenetetrazole (PTZ) to adenosine and the rigid 

agonist CPA (N6- cyclopentyladenosine) at different doses and concentrations 

throughout development. The use of adenosine per se was not able to promote the 

known hypolocomotor effect, even at high concentrations and doses, such as 500 

µM for larvae and 6 mg.Kg-1 for adults, respectively. CPA promoted hypolocomotion 

in larvae from a concentration of 100 µM and in adults from a dose of 20 mg.Kg-1 . 

The anticonvulsant effect of CPA was achieved at doses of 75 µM for larvae and 10 

mg.Kg-1  for adults. The relative gene expression of the adenosine A1 receptor 

increased 9.3 and 8.4 times in 8 and 24 mpf animals compared to 6 dpf larvae, 

respectively. In the second manuscript, we evaluated the involvement of adenosine 

in the seizure susceptibility of adult animals after exposure and abstinence to 



ethanol. Adult animals were submitted daily for one hour to ethanol (0.5%) for 16 

days (continuous exposure) or for 8 days followed by 8 days or 1 day of abstinence 

from ethanol. Seizure sensitivity was demonstrated by the increased number of 

animals achieving tonic-clonic seizures in the ethanol abstained groups (1 or 8 days) 

even at subconvulsant dose of PTZ. CPA was able to prevent the development of 

these seizures in animals abstaining from ethanol at a dose of 10 mg.Kg-1. The 

evaluation of the gene expression of the A1 and A2aa/A2ab adenosine receptors and 

the ecto-5'-nucleotidase enzyme in the brain revealed that the abstained group (1 

day) had a reduced gene expression of the A1 receptor in relation to the other 

groups. In the third study, we evaluated the susceptibility to seizures in animals 

submitted to a model of Fetal Alcohol Syndrome and the possible involvement of 

adenosine. For this, a single exposure to 1% ethanol was performed on zebrafish 

embryos between 24 and 26 hours post-fertilization. The susceptibility to PTZ-

induced seizures and the anticonvulsant effect of CPA were evaluated in 7 dpf 

larvae and 3 mpf adults. Embryonic exposure to ethanol was not able to increase 

susceptibility to seizures, as the number of animals convulsing did not differ between 

treated and control groups. However, for the convulsive stages reached in the larval 

stage, stages I and II, latency (I and II) and duration (I) differed between groups, 

indicating a greater sensitivity in animals exposed to ethanol. In adulthood, 

embryonic exposure to ethanol did not alter the number of animals reaching 

convulsive stages, as well as the latency or duration of these stages. These results 

contribute to the importance of maintaining the normal course of adenosinergic 

modulation throughout development, in particular the role of the adenosine A1 

receptor in the context of ethanol sensitivity, as well as the contribution of adenosine 

to the increased sensitivity to seizures in adults abstained from ethanol.  
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LISTA DE ABREVIATURAS  
  
  

  
ADK – Adenosina quinase  

  
AMP - Adenosina 5´monofosfato  
 
ATP - Adenosina 5´-trifosfato  
 
CPA - N6-cyclopentyladenosine 
 
dpf- dias-pós-fertilização  
  
e5’nt - ecto-5’-nucleotidase  

  
ENTs- Transportadores equilibrantes de nucleosídeos  
 
ENT1 - Transportador independente de sódio para 
nucleosídeos de purina e pirimidina  
 
ETOH - etanol  
 
GABA - Ácido gama-aminobutírico  
 
hpf- horas-pós-fecundação  
 
mpf-meses-pós-fecundação  
 
NMDA- N-metil D-aspartato  
 
PTZ- Pentilenotetrazol  
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Capítulo 1  

 
Introdução  

1.1 Etanol  

1.1.1 Aspectos gerais  

Atualmente, o etanol é uma das substâncias lícitas mais consumidas no 

mundo (Bukiya, 2019). O etanol tem propriedades psicoativas capazes de produzir 

dependência e está inserido em muitas culturas ao redor do mundo (OMS, 2022). O 

seu consumo abusivo, além de causar danos à saúde, tem um impacto social e 

econômico (OMS, 2022).  

O consumo do etanol é um fator causal em mais de 200 condições de 

doença e lesão (OMS, 2022). Além disso, está associado ao risco de desenvolver 

problemas de saúde como transtornos mentais e comportamentais, dependência e 

violência, além de acentuar as doenças de origem crônica, pois agrava os efeitos 

da hipertensão, diabetes, hepatite e interfere no metabolismo e nas ações 

terapêuticas de vários medicamentos (De la Monte e Kril, 2014).  

A nível global, a porcentagem de mortes atribuíveis ao etanol entre homens é 

de 7,7% em comparação com 2,6% de mortes entre mulheres adultas (OMS, 2022). 

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), no Rio 

Grande do Sul, mais de 60% dos jovens que frequentam o 9º ano do ensino 

fundamental, entre homens e mulheres, já experimentaram etanol alguma vez na 

vida. Sendo que esse percentual de consumo é maior em escolas públicas 

comparadas a escolas particulares (Pesquisa Nacional da Saúde do Escolar. IBGE, 

2015).  

Esses dados são mais preocupantes quando envolvem o consumo de etanol 

entre mulheres em fase gestacional, principalmente sobre o impacto que isso se dá 

no desenvolvimento embrionário e fetal. Segundo estudos do Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC), agência nacional de saúde dos Estados Unidos, 1 

em cada 9 grávidas com idades de 18 a 44 anos relatam consumo de etanol e 

cerca de 11.5% e 3.9% indicam estar bebendo etanol ou ter tido episódios de 

ingesta de etanol nos últimos 30 dias, respectivamente (Clark et al., 2019).  



Em ocasião da pandemia, o lockdown levou as pessoas a consumirem etanol 

em casa, enfraquecendo o sistema imunológico e aumentando o risco de infecção 

durante a pandemia. Intensificando assim episódios depressivos, suicídio, violência 

doméstica e acidentes (Garcia et al., 2020). O consumo de etanol parece ser um 

recurso, seja para lidar com situações de luto ou de isolamento social (Drabwell et 

al., 2020). Nos EUA, um estudo longitudinal para avaliar padrões de consumo em 

pessoas maiores de 21 anos mostrou um aumento de 36 e 38% nos meses de abril 

e novembro, respetivamente, comparados com fevereiro de 2020 (Barbosa et al., 

2023).   

Isso reflete uma necessidade de políticas de restrição ao comércio de bebidas 

alcoólicas, bem como a conscientização dos problemas de saúde pública causados 

pelo uso nocivo do etanol. O National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism dos 

Estados Unidos estabeleceu diretrizes para limites aceitáveis (sem risco de doença) 

do consumo de etanol por adultos. A maioria destas diretrizes recomenda 

abstinência para mulheres grávidas ou que amamentam (Kiese et al., 2016). A 

exposição pré-natal ao álcool pode prejudicar o desenvolvimento do feto e é a 

principal causa evitável de defeitos congênitos e de deficiências intelectuais no 

desenvolvimento neurológico.  

  

1.1.2 Espectro da Síndrome Alcoólica Fetal  

A ingestão materna de etanol durante a gravidez foi documentada 

cientificamente no final do século XIX (De la Monte e Kril, 2014). Atualmente, os 

fatores que influenciam o consumo pré-gestacional em mulheres são de causas 

diversas e normalmente estão inseridos no contexto social, tais como violência 

física ou sexual, sendo estímulos para a ingesta de etanol para lidar com a dor 

física e emocional proveniente de traumas (Skagerstróm, 2011).  fetal, a falta de 

acompanhamento médico no período gestacional e o desconhecimento da gravidez, 

também são fatores que contribuem para a ingesta deste.  

O etanol, por suas propriedades farmacológicas, atravessa rapidamente as 

membranas celulares, é absorvido no trato gastrointestinal superior por difusão e 

em seguida se distribui livremente entre os compartimentos do corpo (Bukiya A. N., 

2019) Assim, o etanol tem como alvo múltiplas proteínas, processos celulares, 

órgãos e sistemas. No fígado, o etanol é convertido a acetaldeído que por sua vez 



produz o acetato, um produto metabólico tóxico que, por meio da corrente 

sanguínea, participa de outros ciclos metabólicos (Cederbaum, 2012). No 

organismo de uma gestante, o etanol no sangue da mãe chega ao bebê através do 

cordão umbilical (Stratton et al., 1996). O embrião e, subsequentemente, o feto não 

se encontram aptos a metabolizar o etanol por conta da sua baixa massa hepática e 

direcionamento do metabolismo hepático para a hematopoese, acarretando que a 

concentração circulante e tecidual de etanol se mantenha elevada por mais tempo 

(Stratton et al., 1996).   

O consumo de etanol durante a gravidez tem sido associado a inúmeras 

consequências adversas à saúde do embrião em desenvolvimento. O transtorno do 

espectro alcoólico fetal (fetal alcohol spectrum disorders ou FASD) é um termo geral 

que abrange a gama de efeitos adversos associados à exposição pré-natal ao etanol. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, estima-se que a prevalência de FASD 

está entre 0,5 e 2 casos para cada 1.000 nascidos vivos (OMS, 2019). O espectro da 

FASD inclui a Síndrome Alcoólica Fetal (SAF ou FAS do inglês fetal alcohol 

syndrome), a Síndrome Alcoólica Fetal parcial (pFAS), os transtornos do 

desenvolvimento relacionados ao álcool (ARND) e os defeitos congênitos 

relacionados ao álcool (ARBD) (Stratton et al., 1996). Adicionalmente, foi incluído no 

Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders, DSM-5 o transtorno neurocomportamental associado à 

exposição pré-natal ao álcool (abreviado, em inglês, como ND-PAE do 

Neurobehavioral disorder associated with prenatal alcohol exposure) (American 

Psychiatric Association, 2013). No ND-PAE a exposição ao etanol é indicada por 

deficiências na cognição, autorregulação e funcionamento adaptativo. Desta forma, 

déficits de comportamento são observados em adolescentes e adultos sem que 

apresentem todas as características da FASD (Streissguth et al.,1997). Problemas 

como déficit de atenção e dificuldades no comportamento social que refletem em 

criminalidade são algumas das características desta patologia (Streissguth et 

al.,1997).  

Estudos correlacionam a Síndrome Alcoólica Fetal como uma das principais 

anomalias do sistema nervoso central (SNC) capaz de gerar danos irreversíveis na 

idade adulta (De la Monte e Kril, 2014). Atualmente, não existe um teste que 

identifique a doença e seu diagnóstico é feito através de características físicas e 



comportamentais. Características faciais anormais, microcefalia, baixo peso ao 

nascer, problemas auditivos, cardíacos, renais, ósseos, hiperatividade, déficit de 

atenção e dificuldades de aprendizagem são alguns dos fatores mais comuns que 

identificam a síndrome. (Williams e Smith, 2015).  

O etanol prejudica a função dos neurônios e da glia e interrompe uma gama de 

funções, incluindo a sobrevivência neuronal, migração celular e diferenciação de 

células gliais (De la Monte, Kril, 2014). De forma geral, a exposição ao etanol na 

gravidez ocasiona na vida adulta episódios de irritabilidade, falta de amizades, 

dificuldade de aprendizado e memória, alterações motoras e audiovisuais (OMS, 

2019). Dessa forma, é considerado que o tempo de exposição pré-natal ao etanol, a 

frequência de consumo e o período de desenvolvimento fetal estão diretamente 

relacionadas à gravidade da síndrome, sendo difícil relacionar com exatidão o 

reflexo da doença com o histórico comportamental materno. Em um estudo 

realizado em crianças, foi observado que 90,1% daquelas que foram  expostas ao 

etanol na gestação apresentavam alterações clínicas, enquanto somente 27% das 

crianças controle tinham problemas clínicos (Mattson et al., 2011).  

Desta forma, o etanol é considerado neurotóxico e teratogênico em qualquer 

estágio gestacional, podendo apresentar sequelas por toda a vida. Estudos indicam 

que de 3 a 21% dos indivíduos com SAF desenvolvem algum tipo de estado 

convulsivo (Boronat et al., 2017). Entretanto, os mecanismos subjacentes a esta 

suscetibilidade a convulsões em indivíduos expostos ao etanol durante o 

desenvolvimento inicial do Sistema Nervoso Central são pouco conhecidos.  

  

1.1.3 Consumo crônico e abstinência  

A síndrome da abstinência (alcohol withdraw syndrome, AWS) é um dos 

períodos mais críticos de quem consome álcool cronicamente. Isso porque a nível 

de Sistema Nervoso, ocorrem mudanças adaptativas nos sistemas inibitórios e 

excitatórios e são mais desafiadas após a interrupção ou a redução do seu 

consumo (Olsen e Liang, 2017).  

Com forte identificação entre os sistemas de neuromodulação, o consumo 

crônico de etanol inicialmente aumenta a neurotransmissão GABAérgica inibitória 

(Förstera et al., 2016; Mihic 1999), reproduzindo efeitos semelhantes a 

medicamentos sedativos como benzodiazepínicos e barbitúricos (Grant, 1995). Já o 



neurotransmissor glutamato (Möykkynen e Korpi, 2012) fica diminuído, por ter ação 

compensatória antagônica ao GABA. Após a ingestão crônica, os receptores de 

glutamato parecem se adaptar aos efeitos inibitórios do álcool, aumentando sua 

atividade excitatória (Hoffmann et al., 1990).  

O glutamato, sendo o principal neurotransmissor excitatório do SNC, se 

utiliza do receptor N-metil D-aspartato (NMDA) como alvo primário para traduzir seu 

sinal. Já o etanol, de etanol regula positivamente o número de receptores NMDA 

(Gulya, 1991), mantendo-os aumentados até mesmo em estruturas corticais como 

demonstrado em estudo após a morte em tecido cerebral de indivíduos 

dependentes (Michaelis et al., 1990; Freund, 1996).  

Durante a abstinência aguda de etanol, o aumento de receptores NMDA, como 

a ansiedade e o estresse (possivelmente pelo aumento de cortisol) (Jonathan et al., 

2009), a ataxia, a agitação, a confusão mental e até as convulsões (Da Silva 

Chaves et al., 2018; Gulya, 1991). Nos animais como o peixe- zebra, essas 

mesmas respostas comportamentais são observadas após a exposição ao etanol, 

como por exemplo, freezing (medida de medo e/ou ansiedade), aumento de 

movimentos erráticos e diminuição da exploração vertical (medida de medo e/ou 

ansiedade) foram observados em animais abstidos (Steven Train et al., 2015)  

Ainda, a exposição aguda tende a aumentar os níveis de dopamina de 

maneira linear dependente da concentração, explicando o aumento progressivo na 

quantidade de etanol consumido ocasionado pelo sistema compensatório (Gerlai et 

al., 2019). Dessa forma, esse perfil de consumo pode acentuar as neuroadaptações 

e mudanças robustas nos grupos de retirada (Vengeliene et al., 2008)  

  

1.1.4 Etanol e suscetibilidade à convulsão  

O etanol é uma substância psicoativa que afeta múltiplos alvos no SNC e 

interage com quase todos os neurotransmissores. Em particular, transmissores 

inibitórios e excitatórios como o ácido gama-aminobutírico (GABA) e glutamato, 

respectivamente. Sendo assim, é notável que o etanol interfere na 

neurotransmissão alterando direta ou indiretamente as concentrações destes 

neurotransmissores (Bukiya e Dopico, 2018). Em geral, sabe-se que o consumo do 

etanol na vida adulta vem associado a outros agravantes que facilitam o 

desenvolvimento de crises convulsivas Rathlev et al., 2006).  



No contexto de um cérebro em desenvolvimento, é notável que existem 

alterações neuronais em crianças com síndrome alcoólica fetal (Bukiya, 2019). 

Exposições de longo período ao etanol levam à perda desproporcional de 

substância branca cerebral gerando deficiência nas funções executivas, tais como, 

atrofia, inflamação e toxicidade (De la Monte e Kril, 2014). Ainda, o SNC, por conter 

baixos níveis de antioxidantes, alta concentração de lipídeos e consumir muito 

oxigênio, torna-se mais facilmente suscetível ao estresse oxidativo induzido pelo 

etanol (Li e Wang, 2004). Um estudo realizado com roedores mostrou uma maior 

suscetibilidade a convulsões em um grupo tratado pré-natal com etanol quando 

comparado ao grupo controle (Russo et al., 2008). Estes animais apresentaram 

interferência na formação do hipocampo, na região temporal medial do encéfalo e 

criticamente envolvido em processos de aprendizagem, memória e epilepsias, além 

do funcionamento de receptores que interferem nas conexões tálamo-corticais 

(Russo et al., 2008).  

Ainda não se conhece plenamente os alvos moleculares que relacionem a 

exposição ao etanol com o desenvolvimento de convulsões. Entretanto, fortes 

evidências sobre a atuação do etanol nos sistemas de neurotransmissão, como sua 

ação em subunidades específicas dos receptores GABA e NMDA como alvos 

primários do etanol e a capacidade de alterar a função das proteínas tirosina-

quinase Src e Fyn que modulam os receptores NMDA e a plasticidade sináptica, 

fornecem informações intrigantes sobre como tais alterações poderiam 

corresponder a uma programação no desenvolvimento de convulsões em indivíduos 

adultos (Trudell et al., 2014).  

Sabemos até então que o aumento da transmissão através dos receptores 

NMDA durante a dependência ao etanol é agravada por um aumento na liberação 

de glutamato (Rossetti et al 1995). Os níveis elevados deste neurotransmissor na 

fenda sináptica podem levar a uma superativação dos receptores ionotrópicos 

promovendo excitotoxicidade (Sattler e Rothstein, 2006). Ainda, a exposição 

prolongada ao etanol muda a expressão de aproximadamente 2000 genes (Bailey 

et al., 2020).  

Adicionalmente, sabe-se que o etanol eleva os níveis celulares de adenosina, 

um potente neuromodulador, estimulando de forma indireta os receptores de 

adenosina (Choi, 2004). Por possuir efeitos anticonvulsivantes (Boison, 2013), a 



adenosina pode ser um alvo importante nas alterações neuroquímicas relacionadas 

à exposição do etanol.  

  

1.2 Adenosina  

1.2.1 Aspectos gerais  

A adenosina é um importante composto celular, a qual atua na regulação de 

todos os tecidos e órgãos (Cacciari et al., 2005), e teve seu potencial terapêutico 

avaliado pela primeira vez em 1930 (Kaiser e Quinn, 1999). Este é um nucleosídeo 

endógeno composto por uma adenina ligada a uma ribose, formada do subproduto 

do metabolismo de nucleotídeos da purina e outros processos celulares (Wei C. J. 

et al., 2011).  

A disponibilidade de adenosina é resultado da ação de uma série de enzimas e 

transportadores de membrana. Embora várias enzimas extracelulares possam 

degradar ATP em ADP e AMP, foi demonstrado que apenas a enzima ecto-5’- 

nucleotidase (CD73) pode degradar AMP em adenosina (Bianchi e Spichala, 2003; 

Boison D., 2013). A adenosina quinase (ADK), por sua vez é capaz de converter 

a adenosina em adenosina monofosfato (AMP) (Boison, 2013), enquanto a 

adenosina deaminase é capaz de converter adenosina em inosina (Cristalli et al., 

2001). Adicionalmente, transportadores equilibrativos (ENTs) e concentrativos 

(CNTs) atuam transportando adenosina através das membranas celulares (Nagai et 

al., 2005; Fredholm et al., 2005; Novotný J., 2015)  

  

  

Figura 1 – Metabolismo da adenosina e tipos de receptores purinérgicos.   

Fonte: https://doi.org/10.3390/molecules27061890   

https://doi.org/10.3390/molecules27061890


 

 

A adenosina afeta diretamente uma variedade de processos sinápticos, vias 

de sinalização e desempenha um papel importante na regulação de vários 

neurotransmissores do SNC (Sachdeva e Gupta, 2013; Novotný J., 2015). Ao 

contrário de um neurotransmissor, a adenosina não é armazenada e liberada de 

vesículas. Sua liberação e captação são mediadas por transportadores 

dependentes do gradiente de concentração entre citoplasma e espaço extracelular 

(Sachdeva e Gupta, 2013; Novotný J., 2015). A adenosina é, portanto, considerada 

um neuromodulador que afeta a atividade neuronal através de mecanismos pré-

sinápticos, controlando a liberação de neurotransmissores, mecanismos pós-

sinápticos, por hiperpolarização, e mecanismos não sinápticos, principalmente via 

efeitos regulatórios nas células gliais (Boison et al., 2012; Liu, H., & Xia, Y.,2015).  

Os receptores purinérgicos foram classificados como P1 e P2. Os receptores 

P1 são subdivididos em A1, A2a, A2b e A3 e possuem o nucleosídeo adenosina como 

ligante endógeno (Cunha, 2001; Sachdeva e Gupta, 2013). A adenosina e seus 

agonistas atuam por meio desses receptores acoplados à proteína G, os quais são 

capazes de fazer modulação cerebral, dependendo principalmente das ações dos 

receptores A1 e A2a, devido a maior densidade e maior afinidade pela adenosina 

(Gomes et al., 2011). Qualquer mudança na relação da ação inibitória dos 

receptores A1 versus o estímulo dos receptores A2a afeta diretamente a 

excitabilidade neuronal (Cunha, 2001).  

O receptor A1 exibe a maior afinidade pelo ligante endógeno e é mais 

prevalente e densamente expresso ao longo do SNC (Sachdeva e Gupta, 2013). Os 

receptores A1 são especialmente expressos no córtex cerebral, hipocampo e 

cerebelo (Fredholm et al., 2011). O mecanismo da inibição da transmissão sináptica 

mediada por A1 se baseia na combinação da inibição dos canais de cálcio pré-

sinápticos e a hiperpolarização pós-sináptica através da ativação de canais de 

potássio, diminuindo assim a liberação de neurotransmissores e a responsividade 

do neurônio pós-sináptico (Gomes et al., 2011). Em contraste, os receptores A2 

possuem menor afinidade pela adenosina em comparação ao receptor A1, e exibem 

caráter estimulatório (Sachdeva e Gupta, 2013). O subtipo de receptores A2a está 

localizado em vários neurônios e modula positivamente a transmissão de diversos 



neurotransmissores, tais como GABA, acetilcolina e glutamato (Sachdeva e Gupta, 

2013)  

 

 

  

Fig. 2 – Impacto de diferentes manipulações do sistema de neuromodulação da adenosina   

Fonte: Adenosine receptors and brain diseases: Neuroprotection and neurodegeneration – 

Gomes et al., 2011.   

 

1.2.2 Adenosina e o sistema nervoso em desenvolvimento  

O ATP juntamente com a adenosina é liberado das células em função da sua 

atividade metabólica, sendo ambos relevantes na comunicação célula-célula. Um 

dos importantes papéis da sinalização purinérgica é o controle de diferentes 

processos de desenvolvimento, como a neurogênese embrionária (Rodrigues et al., 

2018). A relevância das purinas no desenvolvimento do cérebro está associada a 

distúrbios do neurodesenvolvimento, sendo este um alvo importante para o 

entendimento de ajustes da conectividade cerebral (Rodrigues et al., 2018).  

Evidências mostram que a sinalização purinérgica está envolvida em 

diferentes estágios do desenvolvimento cerebral. Além do papel do ATP 

extracelular, a sinalização purinérgica está presente na embriogênese desde a 

gastrulação e formação de camadas germinativas (Rodrigues et al., 2018). Sendo o 

receptor A1 responsável por inibir o crescimento de neuritos e modular a atividade 

neuronal imatura em diferentes regiões do cérebro incluindo hipocampo e córtex 

enquanto o receptor A2a é responsável pela ativação e crescimento de dendritos e 

o alongamento axonal por diferentes vias de sinalização (Jeon et al., 2011; Ribeiro 

et al 2016). Isso implica desde a formação de neurônios, a migração e a alocação 



até sua orientação morfológica e sinaptogênese, processos essenciais para projetar 

uma cito-arquitetura cerebral (Rodrigues et al., 2018).  

Os efeitos da adenosina no sistema nervoso podem ser mais proeminentes 

no período pós-natal no qual existe crescimento robusto dos axônios. A adenosina 

liga-se aos receptores de adenosina A1 em concentrações fisiológicas, tornando 

mais provável deste tipo de receptor traduzir os efeitos da adenosina e influenciar o 

crescimento neuronal (Rivkees, 2011). De fato, existe uma grande redução no 

volume da substância branca, ventriculomegalia, redução no desenvolvimento 

axonal e perda de neurônios quando receptores do tipo A1 são ativados por 

agonistas não hidrolisáveis (Turner et al., 2002; Rivkees, 2001).  

Outro aspecto relevante é que comumente o SNC de fetos e neonatos são 

expostos ao antagonismo dos receptores adenosinérgicos, pois, este estado 

hiperexcitável é essencial para o desenvolvimento cerebral de um neonato, sendo 

esta população de maior risco para desenvolver episódios convulsivos (Mottahedin 

2017; Rakhade 2009).  Um outro exemplo é a cafeína, que é um antagonista não 

seletivo dos receptores de adenosina (Fredholm et al.,2011). A exposição à cafeína 

por um longo prazo durante a embriogênese gera uma sinalização alterada da 

adenosina (Rivkees e Wendler, 2017), sendo este um processo crítico para o 

desenvolvimento normal (Rivkees e Wendler, 2017). Sendo assim, o sistema 

adenosinérgico é um candidato interessante na identificação de alvos moleculares 

que possivelmente estejam relacionados a alterações duradouras na atividade 

neuronal. De fato, sob estresse tecidual, como a exposição ao etanol, os níveis de 

adenosina aumentam localmente e, por consequência, os neurônios são expostos a 

alterações nos níveis de adenosina (Hughes, et al., 2018). Essa ativação dos 

receptores P1 por sua vez desencadeia uma cascata de eventos que podem levar 

ao comprometimento do crescimento neuronal durante o desenvolvimento e assim 

a uma gama de consequências.  

  

1.2.3 Adenosina e convulsões  

A epilepsia é uma doença crônica não transmissível caracterizada por 

descargas elétricas excessivas e temporárias no cérebro, podendo causar ou não 

episódios de movimentos involuntários (convulsões) que podem envolver parte do 

corpo ou o corpo inteiro e algumas vezes acompanhado de perda de consciência 



(WHO, 2023). Classifica-se como idiopática aquela que não tem uma causa 

identificável, sendo esta a forma mais prevalente, e como epilepsia sintomática, 

aquelas que incluem fatores genéticos, decorrem de infecções neuronais como 

meningite e encefalite, ferimentos na cabeça, tumores cerebrais, danos no período 

pré-natal e perinatal, abuso de substâncias psicoativas, entre outras causas 

desconhecidas (OMS, 2019).  

Atualmente, a epilepsia é considerada um dos distúrbios neurológicos mais 

comuns e afeta aproximadamente 50 milhões de pessoas de todas as idades ao 

redor do mundo (OMS, 2019). Sua prevalência é de 3-14 por 1000 crianças e 5-19 

por 1000 em adultos, sendo proveniente de diversas etiologias (Gomes et al., 

2011). Segundo a OMS, 80% desses pacientes vivem em países de baixa e média 

renda, o que leva a pensar que a falta de profissionais treinados para tratar e 

diagnosticar, o precário acesso a medicamentos antiepilépticos e a falta de 

informação e de acompanhamento gestacional são agravantes para a doença 

(OMS, 2019).  

Além disso, pacientes com epilepsia tem alta prevalência de comorbidades, 

incluindo alterações cognitivas, déficit de atenção, depressão e ansiedade que 

podem até preceder o seu diagnóstico (Boison D., 2016). Ainda, o estresse celular 

pode ocasionar neuroinflamação aumentando a probabilidade de manifestação de 

crises (Menéndez Méndez et al, 2020). Embora a associação com outras patologias 

não tenha sido totalmente elucidada, o envolvimento de estruturas anatômicas e 

neurotransmissores em comum leva a relacionar com tais comorbidades.  

Em neonatos, a convulsão pode aumentar 3-6 vezes mais o risco de morte 

prematura (OMS, 2019). Esta manifestação é o início de um limiar para o 

desenvolvimento de uma doença severa na qual reflete uma anormalidade no 

SNC.  O predomínio da excitação sobre a inibição da atividade neuronal, provoca 

um desequilíbrio. Isso é decorrente da sinalização exagerada do glutamato, o 

principal neurotransmissor excitatório do SNC, combinado com uma ação deficiente 

do GABA, o principal neurotransmissor inibitório. Dessa forma, a inibição direta da 

sinalização glutamatérgica mediada principalmente pela adenosina através dos 

receptores A1 é necessária para evitar a disseminação de convulsões (Li et al., 

2007). Estudos em camundongos identificaram maior suscetibilidade a convulsões 

espontâneas em animais com knockout de receptores A1, enquanto a inativação 



genética dos receptores A2a tornou-os mais resistentes a convulsões (Li et al., 

2007)  

Em consonância a isto, temos a adenosina como um importante 

anticonvulsivante endógeno (Dunwiddie, 1980, Weltha et al., 2019). A capacidade 

da adenosina, através dos receptores A1 e A2a em modular as transmissões 

sinápticas, leva a considerar o sistema adenosinérgico como um alvo terapêutico no 

manejo de distúrbios cerebrais. De forma geral, a adenosina desempenha um papel 

sinalizador de situações de perigo, considerando que suas concentrações se 

elevam drasticamente em desequilíbrio da homeostase (Weltha et al., 2019).  

A adenosina pode ser liberada dos neurônios nas sinapses (por exocitose) 

ou com a participação dos transportadores de nucleosídeo de equilibrio (ENTs) 

(Cieślak et al., 2017). Sob condições fisiológicas, a adenosina disponível na fenda 

sináptica pode ter origem via ENTs, enquanto em situações de estresse fisiológico, 

como isquemia e crises convulsivas, a adenosina é liberada predominantemente da 

hidrólise de ATP exercida pela atividade das ectonucleotidases, em especial pela 

ação da ecto-5’-nucleotidase (Cunha et al 1992; Augusto et al., 2013). Dessa forma, 

a neuroproteção mediada pela adenosina é relacionada à inibição dos canais de 

Ca2+ pré-sinápticos e à ativação de canais de K+ pós-sinápticos promovendo 

hiperpolarização (Cunha, 2001).  

Em geral, com base nos efeitos amplamente difundidos e frequentemente 

benéficos, podemos considerar o receptor de adenosina e a adenosina endógena 

constituintes de um potente sistema terapêutico na supressão de atividade ictal. 

Atuando como neuroprotetor inibitório via ativação de A1 (Meghji e Newby, 1990, 

Weltha et al., 2019) e facilitando a função sináptica via estímulo A2a (Cunha 2001, 

2008; Weltha et al., 2019). Modulando assim a atividade neuronal e alterando o 

limiar convulsivo independente da etiologia da crise.  

  

1.2.4 Adenosina e etanol  

A adenosina como neuromodulador possui um papel direto na mediação de 

muitas respostas celulares e comportamentais ao etanol (Sharma et al., 2010). O 

etanol medeia suas ações através de sistemas de neurotransmissão excitatórios e 

inibitórios (Rico et al., 2008). Além disso, o etanol ativa as vias de transdução de 



sinal levando a alterações na expressão gênica e função neuronal (Franke e Illes, 

2006).  

Atualmente, sabemos que o etanol interage com os receptores de adenosina 

por dois mecanismos: o primeiro acontece pelo metabolismo do etanol no fígado 

que resulta na liberação de acetato no sangue que atravessa livremente a barreira 

hematoencefálica. Uma vez no cérebro, o acetato é convertido em Acetil-CoA em 

um processo que requer ATP e gera AMP. Este é convertido em adenosina pela 

nucleotidase, elevando os níveis basais de adenosina extracelular no encéfalo  

   (Sharma et al., 2010, Rico et al., 2008), provocando alterações na ativação do  

    receptor A1 (Hughes et al., 2018).  

O segundo mecanismo pode ser explicado pela inibição da atividade de 

transportadores do tipo ENT1 (transportador independente de sódio para 

nucleosídeos de purina e pirimidina). Sabe-se que a exposição aguda ao etanol 

aumenta os níveis de adenosina através da inibição seletiva de transportadores 

ENT1, enquanto a exposição crônica leva à menor regulação de ENT1 (Ruby et al., 

2010). O etanol altera a fosforilação da alça citoplasmática pela proteína quinase, 

modificando a atividade de transporte de adenosina (Ruby et al., 2010).  

Estudos in vitro de cultura celular (Sharma et al., 2010) mostraram que a 

exposição aguda ao etanol aumenta os níveis de adenosina extracelular. Isso se 

confirma em experimentos realizados com camundongos (Nam et al., 2011) em que 

também há elevação da adenosina e inibição seletiva de ENT1. Os animais com 

knockout do gene ENT1 apresentaram diminuição do tônus adenosinérgico, 

resultando em aumento no consumo do etanol e o tratamento com agonista do 

receptor A1 diminui o consumo de etanol em ratos nulos para ENT1. (Sharma et al., 

2010).  

Um mecanismo subjacente ao aumento da preferência alcoólica dos 

camundongos Knockout de ENT1 envolve o aumento da neurotransmissão de 

glutamato no nucleos accumbens (NAc) (Nam et al., 2011). A inibição do receptor 

A1 aumenta a atividade pós-sináptica induzida pelo glutamato no NAc enquanto a 

ativação do A1 reduz o consumo do etanol em camundongos ENT1 nulo (Nam et al., 

2011). Isso sugere que a desregulação da sinalização da adenosina juntamente 

com o impacto da transmissão de glutamato tem mostrado uma forte mediação dos 

efeitos e abusos relacionados ao etanol.  



Em geral, sabemos que a exposição precoce ao etanol é capaz de afetar 

permanentemente a produção de adenosina por meio da ecto-5-nucleotidase (Lutte 

et al., 2018). Experimentos de nosso grupo de pesquisa mostraram que a exposição 

aguda e crônica ao etanol em larvas de peixe-zebra durante o desenvolvimento 

inicial leva a um aumento de 25 a 58% na atividade da ecto-5-nucleotidase (Lutte et 

al., 2018). Dessa forma, podemos dizer que a exposição ao etanol afeta na 

expressão de vários alvos relacionados e neurotransmissão. Sua característica 

lipofílica permite a interação com membranas celulares, desencadeando uma 

cascata de sinalização intracelular. A participação da adenosina nesse contexto faz 

do sistema purinérgico  

    um alvo interessante para potenciais estudos farmacológicos no que se refere a  

    mudanças neuroquímicas.  

 

1.3 Modelos de crise convulsiva em peixe-zebra (zebrafish)  

 

O pentilenotetrazol (PTZ) é um dos fármacos convulsivos mais utilizados 

para descoberta e desenvolvimento de medicamentos antiepilépticos (Baraban et al 

2005, Mussulini et al 2013). Seu mecanismo de ação age via bloqueadores do 

sistema GABAérgico, sendo um antagonista competitivo de GABAA, exaltando 

então a sinapse glutamatérgica (Velisek et al., 1990,1991).  

As convulsões induzidas por PTZ em peixe-zebra são comparáveis às 

relatadas em roedores. A resposta convulsiva em peixe zebra é dividida em 

estágios que levam em consideração: a hiperatividade cerebral, intensidade das 

crises e prejuízos comportamentais (Stewart et al 2012). Sendo para larvas o 

estágio 1 - aumento drástico da atividade de natação; estágio 2 – nado em círculo e 

estágio 3 - convulsões semelhantes a clônus com perda de postura, caída para o 

lado e imobilidade (Baraban et al., 2005).  velocidade, convulsão clônica, 

contrações musculares e saltos; estágio 5 – perda de postura e queda para o fundo 

do aquário, convulsão tônica, falta de movimentos e rigidez corporal (Kundap et al., 

2017; Mussulini et al., 2013). Os diferentes graus de severidade nos permitem 

diferenciá-los em estágios seja por um aumento na velocidade natatória ou em 

convulsões semelhantes a estágio clônico com perda de postura (Baraban et al., 

2005). Além disso, o peixe-zebra já tem sido utilizado para investigar o potencial 



modulador de vários sistemas de sinalização nervosa com potencial terapêutico, 

incluindo a adenosina (Siebel et al., 2015).  

 O expressivo número de linhagens de peixe-zebra, as quais apresentam diferentes 
características fenotípicas e comportamentais, e as várias formas de manejo e ambientes 
de criação, podem impactar a replicabilidade de dados (Gerlai, 2019). Apesar disto, o 
peixe-zebra ganhou seu espaço no que se refere a estudos de genética e 
comportamento.   

Sua alta equivalência gênica e o complexo sistema anatômico evolutivo dos 

vertebrados, conservou os principais neurotransmissores, hormônios e receptores 

(Gerlai 2014, Kalueff 2014, Howe et al., 2013). Tanto em fase larval como adulta, 

tem se mostrado efetivo em virtude dos fenótipos comparáveis a humanos (Alfaro et 

al., 2011) tornando um modelo bem consolidado nos estudos de neurociências 

(Bertoncello e Bonan, 2021, Da silva et al., 2016)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3. Objetivos  

3.1   Objetivo geral  

 

Investigar o envolvimento do sistema adenosinérgico na suscetibilidade à 

convulsão mediada pela exposição ao etanol em fase inicial do desenvolvimento e 

na vida adulta através do estudo de parâmetros bioquímicos e moleculares em 

peixe-zebra.  

 

3.2  Objetivos Específicos  

 

▪ Definir o efeito da adenosina e do agonista específico do receptor A1 N6- 

cyclopenthyladenosine (CPA) sobre o perfil de resposta locomotora basal e de 

convulsão induzida por pentilenotetrazol (PTZ) ao longo do desenvolvimento do 

peixe-zebra;  

▪ Quantificar a expressão gênica relativa do receptor A1 de adenosina por 

qPCR em larvas totais e encéfalo de adultos de peixe-zebra;  

▪ Avaliar o efeito da exposição ao etanol e da abstinência ao etanol sobre a 

suscetibilidade à convulsão através da exposição à dose subconvulsivante de PTZ 

em peixe-zebra adulto;  

▪ Avaliar o efeito anticonvulsivante do CPA em peixe-zebra adulto abstido do 

etanol;  

▪ Avaliar a expressão gênica relativa dos receptores A1, A2aa e A2ab de 

adenosina e da enzima ecto-5’-nucleotidase em encéfalo de peixe-zebra adulto 

exposto ao etanol de forma contínua e abstidos de etanol;  

▪ Avaliar e caracterizar a suscetibilidade ao PTZ em peixe-zebra na fase larval 

e adulta após a exposição embrionária a 1% de etanol;  

▪ Avaliar e caracterizar o perfil da resposta ao CPA sobre a suscetibilidade ao 

PTZ em peixe-zebra na fase larval e adulta após a exposição embrionária a 1% de 

etanol; e  

▪ Avaliar a expressão gênica relativa dos receptores A1, A2aa e A2ab de 

adenosina e da enzima ecto-5’-nucleotidase por qPCR em larvas totais e encéfalo 

de adultos de peixe-zebra após a exposição embrionária a 1% de etanol.  
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 ABSTRACT  

 

A1 adenosine receptor is the most widely expressed P1 receptor in vertebrates. During basal 

physiological activation, this receptor is responsible for inhibitory tonus of the central 

nervous system. While increased levels of adenosine are crucial to promote tissue protection 

in threatening situations, such as convulsion and hypoxia. Zebrafish is an established model 

organism for studies on health and disease. The neuroprotection attributed to adenosine 

function can be safely studied using zebrafish. However, the lack of knowledge about 

concentration/dose response of zebrafish to available commercial ligands to A1 adenosine 

receptor and the developmental changes of purinergic system in zebrafish are constraining 

the progress in this area. Here, we evaluated the functionality of A1 adenosine receptor 

through development, accessing: (I) the effects of the agonist N6-cyclopenthyladenosine 

(CPA) over locomotor parameters, (II) the anticonvulsant properties of CPA and adenosine 

per se in the pentylenetetrazol-induced seizure model, and (III) the gene expression of A1 

adenosine receptor through development. CPA promoted decreased distance travelled in the 

highest concentrations/doses tested (larvae: 100 and 500 µM; adults: 20 mg.kg-1), altered 

mean velocity (larvae: increase at 500 µM; adults: decrease in 20 mg.kg-1) and time in the 

bottom zone of apparatus (adults: decrease in 20 mg.kg-1). CPA anticonvulsant effect was 

reached at 75 µM for larvae and 10 mg.kg-1 for adults, while adenosine had minor 

anticonvulsant effects in the concentration tested (larvae: 5 and 10 µM). The level of gene 

expression of A1 adenosine receptor increased in adults around 9 times in comparison to 

larvae. These results suggest that zebrafish has similar responses to CPA as mammals. To 

avoid confounding factors, such as locomotor effects, during any brain function investigation 

using A1 adenosine receptor as a target, the concentration bellow 100 µM or the dose 20 

mg.kg-1 of CPA are ideal for zebrafish at larval and adult stages, respectively.  

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1. INTRODUCTION  

Adenosine is an ubiquitous endogenous modulator with important actions on nervous and 

immune systems  

(1). This purine nucleoside impacts behavior, sleep, and Central Nervous System (CNS) functions 

in health and disease (2). Adenosine effects are determined by its levels, affected by nucleoside 

transporters and metabolizing enzymes, and the distribution of its specific receptors, P1 receptors, 

named A1, A2A, A2B and A3 (3). A1 adenosine receptor is the most abundant adenosine receptor in 

CNS, acting as a massive neuroprotector during brain insults (3). In mammals, A1 adenosine 

receptor has the highest affinity for adenosine among P1 receptors and promotes basal inhibition in 

physiological levels of adenosine (4, 5, 6).  

The use of zebrafish to study the CNS function in health and disease is consolidated (Guo, 

2004). The success of this model organism in science is attributed to the easy manipulation, high 

fecundity, rapid and external development in a transparent chorion, the behavioral complexity of 

larva and adults, and mostly, by the high physiological and genetic homology to mammals (7, 8). 

In neuroscience research, zebrafish has important advantages and disadvantages.  

Zebrafish cells, organs and systems show high similarity to their human counterparts. 

The complex behavior of zebrafish offers a rich repertoire, ranging from social interaction to 

aggressiveness and addictive behavior (9, 10). Comparison to the human reference genome 

shows that approximately 70% of human genes have at least one obvious zebrafish 

orthologue in the zebrafish genome (8). In the other hand, the genome duplication in the 

teleostean evolutionary history has important implications in the physiological responses of 

zebrafish and deserves observance (8). The brain of zebrafish has undeveloped areas, such as 

cortex, and incomplete parallelism of some brain areas to their mammalian counterparts (7). 

Also, in the study of behavior, zebrafish exhibits fish particularities such as the temporal 

development of social skills and the lack of parental care (7).  

The use of zebrafish to increase our understanding of adenosine function in health and diseases of 

CNS is increasing significantly. Gene expression of P1 receptors is strongly present from the very 

beginning of embryonic period of zebrafish development enabling similar pharmacological 

responses to mammals (11, 12). Caffeine, a non-selective blocker of adenosine receptor, can 

suppress neuroprotection, angiogenesis, and impact adenosine receptor and its 

downstream signaling molecules expression in developing embryos (11, 12, 13). Specific P1 



receptor agonists and antagonists are used primarily based on mammalian studies and the 

knowledge about dose-response, target affinity and biodistribution of these drugs in zebrafish are 

limited. To give support of the use of this amazing animal model in the study of adenosine 

function, we characterized A1 adenosine receptor functioning and expression during zebrafish 

development. The locomotor activity and responses to a proconvulsant were used as proxy to study 

the pharmacological adenosine function during zebrafish development.  

  

2. METHODS  

  

2.1 Chemicals  

Adenosine, CPA (N6- Cyclopenthyladenosine), Pentylenetetrazol and Tricaine (MSS-

222) were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All other reagents used 

were of analytical grade. Instant Ocean (marine salt) was purchased from Marine Enterprises 

International (Maryland, USA).  

2.2 Animals  

The AB zebrafish (Danio rerio) used in the experiments were produced and maintained at 

the Center for Biological and Experimental Models (CEMBE) at PUCRS on an automated 

aquarium system from Tecniplast (Tecniplast, Buguggiate, VA, Italy). A probe of the Tecniplast 

system continuously checks the pH and conductivity of the water. One dispenser uses a sea salt 

solution (20 g.L-1) (Instant Ocean, USA) to maintain the conductivity at 300-600 µS and a sodium 

bicarbonate solution (20 g.L-1) to maintain the pH around 7. The temperature was maintained at 

26.5±1.5°C and the light/dark cycle was 14h/10h. Animals used in the experiments were 6-7 days, 

3, 8, and 24 months old. The density of animals per aquarium was adjusted throughout 

development. The assignment for each experimental group was randomized. At the end of the 

experiments, the animals were euthanized by anesthetic overdose (buffered tricaine solution, 0.5 

g.L-1), except for those that would undergo tissue extraction for gene expression analysis, which 

were euthanized by hypothermic shock in flocculated ice water (14, 15). All manipulation of 

animals were in accordance with the procedures described by Westerfield (16) and followed the 

guidelines of the Brazilian Council of Animal Experimentation for Use of Fish in Research (17). 

All protocols performed in the experiments were approved by the Ethics Committee for the Use of 

Animals (CEUA-PUCRS) under registration number 8720/2018.  

2.3 CPA exposure throughout development and locomotor assessment  

Larvae (6-day post-fertilization) were individually exposed by transdermal route to CPA dissolved 

in water used for fish maintenance at 0.001, 0.05, 0.1, 5, 50, 100 and 500 M in a 24-well plate. The 



exposure lasted 30 minutes. Control animals were exposed to the same conditions but exposed 

only to water. Adult zebrafish (8- and 24-months old) were exposed to CPA by intraperitoneal 

injection at the doses 0.1, 5, 10 and 20 mg.Kg-1 in a  

volume of 5 µL (10 mL.Kg-1) (18) after anesthesia by immersion in a tricaine solution (0.1 g.L-1) 

using an insulin plastic syringe. The exposure lasted 30 minutes inside a Becker glass containing 

500 mL of water of fish maintenance. Control animals were exposed to the same conditions, but 

only saline was injected.  

Animals were individually assessed by locomotor parameters during the last 6 minutes of 

drug exposure. The first minute was an adaptation period and not considered for analysis for 

adults. For zebrafish larvae, the test apparatus for locomotor activity analysis (open field) 

consisted of a 24-well culture plate, containing the CPA solution or water free of drug (3000 μL), 

where the animals were placed individually, and their performance recorded by a digital camera 

(Logitech, Romanel-sur-Morges, Switzerland) located at the top of the apparatus. For 8- and 24- 

month-old animals the locomotor analysis took place in a glass aquarium (30 × 15 × 10 cm, length 

× height × width) and the recording was done by a digital front camera (Logitech, Romanel-sur-

Morges, Switzerland). All tests were performed in the late morning or early afternoon (10:00AM-

5:00PM). The parameters distance travelled (cm) and the mean velocity (m/s) (calculated dividing 

distance travelled by mobile time) were measured using the Ethovision® XT8 software package 

(Noldus, Netherlands) (19).  

2.4 Gene Expression – Quantitative Realtime PCR  

For gene expression of adenosine A1 receptor, 4 samples composed by a pool of 3 

encephala (8- or 24-month-old animals) or a poll of 20 larvae (7-day old) each were prepared 

for each experimental group. Immediately, the brain or total larvae samples were kept in 

microtubes containing  

300 µL of TRIzol reagent (Invitrogen) under -80°C, before total RNA extraction. The 

quantification of total RNA was done using NanoDrop (Thermo Scientific) microvolume 

spectrophotometer. The cDNA was synthesized from 1 µg of total RNA following the 

manufacturer instruction (Hight capacity cDNA reverse transcription Kit - Thermo Fisher) in 

a final volume of 20 µL. The expression of genes was determined by quantitative reverse- 

transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR), utilizing PowerUp SYBR® Green 

(Invitrogen). The reference genes b- actin and elf1a were used for normalization and relative 

mRNA expression levels were calculated using the 2(-∆∆Ct) method. The primer sequences are 

described at Table 1 

 



 

  

  

  

  

Target  Primer 

sequence  

Accession 

number  

b-actin  F= 

CGAGCAGGAGATGGGAACC 

R= 

CAACGGAAACGCTCATTGC  

AF057040  

elf1a  F=TGTCCTCAAGCCTGGTAT 

R=CATTACCACGACGGATGT  

NM_131263.1  

adoraa1  F= ACTAAAGCTGGCCAAGTCCC 

R= 

AGGAACATTGGCTTCTCGCA  

NM_001128584.1  

Table1: Primer sequence of gene targets. Bp= base pairs.  

 

 

  

2.5 Anticonvulsant responses of larvae and adult zebrafish to adenosine and its 

analogue N6-cyclopentyladenosine (CPA)  

Pentylenetetrazol (PTZ) was used to access the anticonvulsant effect of adenosine or CPA 

in larvae (7-day-old) and adults (3-month-old). For evaluation of the adenosine impact in PTZ-

induced seizures, larvae were individually exposed during 30 minutes to 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 250 

and 500 μM adenosine diluted in water for fish maintenance in a 24-well plate (3000 μL). Adult 

animals were exposed to 1, 2, 4, and 6 mg.Kg-1 (i.p) of adenosine also for 30 minutes. For 

evaluation of the CPA effects, we choose concentration/dose based on the first experiment, which 

were 50 and 75 µM for larvae and 10 mg.Kg-1 for adults. The exposure occurred during 30 minutes 

until the end of analysis.  

The larvae and adult zebrafish were individually exposed to 10 mM PTZ (10 mM, pH 7-8) in a 24-

well plate or an aquarium sized 13 cm x 11.5 cm x 8 cm (height X length X width) (500 mL), 

respectively. During PTZ exposure, larvae and adult fish were recorded during 6 or 10 minutes in 

an apparatus using a digital camera (Logitech, Romanel-sur-Morges, Switzerland) located at the 

top of the apparatus (for 24-well plate) or a lateral camera (for aquarium), respectively. Larvae had 



its convulsive responses to PTZ analyzed considering the most characteristic stage of seizure, the 

stage II, when the fish display a rapid “whirlpool- like” circling behavior. For adult zebrafish, the 

most characteristic stage, the stage 4, when fish displays clonic seizure-like movements, was 

evaluated (20, 21). The number of animals reaching seizure stage IV, the latency (seconds) to 

reach stage IV, and the duration under this stage were registered after visual analysis of video 

recordings. Isolated convulsive-type state during less than 10 seconds were not considered. Video 

recordings were analyzed by two independent blinded evaluators and data extracted only when 

both were concordant.  

  

2.6 Statistical analysis  

Data analyses were performed using GraphPad Prism software version 9.4.1 (GraphPad 

Software, Inc.). Outliers were previously identified by ROUT (Q=1%) analysis. The data were 

checked for normality prior to further analysis using the Shapiro–Wilk normality test. Mann- 

Whitney test was used to compare locomotor parameters between control groups analyzed in 

different experimental days. Locomotor parameters were analyzed between different experimental 

groups by Kruskal-Wallis, or One-way ANOVA followed by the Dunn’s or Tukey's post-hoc tests 

in accordance with the normality of data. When locomotor activity was assessed by time block, the 

statistical analysis used was Two-way ANOVA, considering time and drug dose as factors. One-

way ANOVA followed by the Tukey's post-hoc test was also used for gene expression analyses. 

Frequency was analyzed by Chi- Square test or Fisher’s exact test. Latency and  duration  of  

seizure  stages  were analyzed by One-way ANOVA followed by the Dunn’s for larvae and 

Unpaired T- test or Mann-Whitney’s test depending on normality analyses of data. The data are 

presented as the mean ± standard error of the mean (S.E.M) or percentage for frequency of 

animals. For all comparisons, the significance level was set at p ≤ 0.05. Statistical differences are 

graphically indicated as follows: * represents significant differences at p ≤ 0.05, ** at p ≤ 0.01, and 

*** at p≤0.001, in relation to the corresponding control group.  

  

3. RESULTS  

3.1 Locomotor response to A1 adenosine receptor agonist (CPA) throughout 

development  

As N6-cyclopenthyladenosine (CPA) is one of the most used specific agonists of A1 adenosine 

receptor in science, we evaluated the effect of acute exposure to CPA in 6-day, 8-months, and 24-

months old zebrafish using a concentration/dose curve to evaluate locomotor parameters. The 

locomotor activity of larvae, analyzed by total distance travelled and mean velocity was not 



significantly affected up to the concentration of 50 µM (Figure 1). CPA at 100 µM decreased total 

distance travelled but did not affect mean velocity (Figure 1), while 500 µM decreased distance 

travelled and increased mean velocity (Figure 1A and B) of zebrafish larvae. To understand if 

these effects could also hinder the overall environment exploration, thigmotaxis was also analyzed, 

but no differences were detected between groups (p=0.2274; Figure 1C). Two sets of experiments 

were performed in different days, as increased concentrations were included in the screening. On 

the first set of experiments, the CPA concentrations (0-5 µM) used were not sufficient to affect 

locomotor parameters,  and  additional  experiments were performed with increasing CPA 

concentrations, but these concentrations also failed to affect locomotor parameter. As the Mann-

Whitney comparison of controls’ performances indicated a significant difference between mean 

velocity of controls from experimental day 1 and 2 (p=0.002), the data from each day was 

independently analyzed and expressed as fold of their respective control group (Figure 1).  

  

 

Figure 1: Concentration curve of A1 adenosine receptor agonist (CPA: N6-Cyclopentyladenosine) in 6-

day- old zebrafish. A: Distance travelled for 6 minutes, displayed as fold of control (mean ± S.E.M); B: 

Mean velocity was calculated by total traveled distance by time in movement for 6 minutes, displayed as 

fold of control (mean ± S.E.M). C: Time in the external zone of the well during 6 minutes evaluation, 

displayed as fold of control (mean ± S.E.M).Fold of control was calculated determining the percentage of 

the mean of locomotor parameters of treated animals over the mean values of control animals. Animal 



data were discharged when the video record had losses greater than 10%. Outliers were identified by 

ROUT (Q=1%) analysis. Data was analyzed by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple 

comparison test. Distance traveled of control animals were 38.38±4.24 cm (experimental day 1) and 

38.25±4.53 cm (experimental day 2). Mean velocity of control animals were 0.33±0.03 cm.s-1 

(experimental day 1) and 0.69±0.04 cm.s-1 (experimental day 2). Time in external zone of control animals 

were 261.9±6.2 s (experimental day 1) and  

222.8±10 s (experimental day 2). Experiments were performed in two days with 3 separated experiments 

each, totalizing at least 19 animals per experimental group. Control animals were free of drug.  

 

 

Adult zebrafish at 8-months of age were submitted to the dose response curve of CPA from 0.1 to 

20 mg.Kg-1 (i.p. injection). Distance traveled was significantly decreased in animals exposed to 20 

mg.kg-  

1 CPA, a consistent effect throughout the consecutive minutes analyzed (Factor drug:p=0.014; 

Figure 2A), while no effect in mean velocity was detected by any of the doses used (p=0.31; 

Figure 2B). The animals showed a decreased time spent in the bottom zone of the tank when 

exposed to 20 mg.kg-1 CPA (p=0.03; Figure 2C).  

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 

Figure 2: Dose curve of A1 adenosine receptor agonist (CPA: N6-Cyclopentyladenosine) in 8-month-old zebrafish. A: 

Distance travelled displayed in 1-minute blocks (cm; mean ± S.E.M); B: Mean speed calculated by total traveled distance 

by time in movement for 6 minutes (cm.s-1; mean ± S.E.M); C: Time in the bottom zone for 6 minutes (s; mean ± S.E.M). 

Five to thirteen animals were used for each group. Animal data were discharged when animals expend less than 10 

seconds swimming. No outliers were found by ROUT (Q=1%) analysis. Blocks of distance traveled data was analyzed by 

two-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test. Mean speed data was analyzed by One-Way ANOVA followed by 

Dunnett’s post-hoc test. Time in the bottom zone data was analyzed by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc 

test. * and ** represents p<0.05 and p<0.01, respectively.  

 

 

The 24-month-old animals presented a profile of locomotor parameters similar to the 8-month-old animals, 

with minor differences, as follows. The 20 mg.kg-1 CPA dose decreased the distance travelled throughout the 

experiment (Factor drug: p=0.0024; Figure 3A) and the mean velocity was also decreased in the animals 

receiving this high dose (p=0.013; Figure 3B). The time spent in the bottom zone was also decreased 



significantly in the animals treated with 20 mg.kg-1 CPA in comparison to control animals (p=0.0002; Figure 

3C).  

 

 

Figure 3: Dose curve of A1 adenosine receptor agonist (CPA: N6-Cyclopentyladenosine) in 24-month-old 

zebrafish. A: Distance travelled displayed in 1-minute blocks (cm; mean ± SEM); B: Mean speed calculated by 

total traveled distance by time in movement for 6 minutes (cm.s-1; mean ± SEM); C: Time in the bottom zone 

for 6 minutes (s; mean ± SEM). Five to thirteen animals were used for each group. Animal data were 

discharged when animals expend less than 10 seconds swimming. Outliers were identified by ROUT (Q=1%) 

analysis. Blocks of distance traveled data was analyzed by two-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc 

test. Mean speed data was analyzed by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test. Time in the 

bottom zone data was analyzed by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post-hoc test. *, **, and *** 

represents p<0.05, p<0.01, and p<0.001, respectively.  

  

 

3.2 Gene expression of adenosine receptor adoraa1 throughout development  



Next, we checked for the expression of adenosine receptor gene adoraa1 in larvae whole 

body samples (6 days post- fertilization) and adults’ brains (8 and 24 months). The relative gene 

expression of adoraa1 was compared to naïve animals. The 8- and 24-month-old animals expressed 

9.3 (p=0.0002) and 8.4 (p=0.0003) times the relative adoraa1 expression of 6-day-old larvae, 

respectively (Figure 4).  

 

 

Figure 4: Relative gene expression of adoraa1 from entirely 6-day old larvae and brain from 8-, and 24-month- old adult 

zebrafish. Each group represents 4 pools of 20 larvae or 4 brain of adult animals. Data were analyzed by one-way 

ANOVA followed by Tukey's post-hoc. Beta-actin and elf1a were used as refence genes *** represents p<0.001. 

 

3.3 Anticonvulsant properties of CPA and adenosine throughout development  

The anticonvulsant role of A1 adenosine receptor in the chemical-induced seizure model by 

PTZ exposure was assessed in larvae and adult zebrafish. Data from larvae exposed to adenosine 

ranging from 0.5 to 500 µM showed no difference in the frequency of animals undergoing the 

most characteristic convulsive stage in larvae, the stage II, in comparison to controls (p=0.2590) 

(Figure 5A). When latency to reach stage II and the duration of this stage were analyzed, only the 

adenosine concentrations of 5 and 10 µM were able to significantly increase the latency, while no 

effects were observed in the duration (Figure 5BC). Adult animals submitted to PTZ after 

adenosine treatment (1-6 mg.Kg-1) had no effect in the frequency of animals to reach the tonic- 

clonic stage, stage IV (Figure 6A). The latency and duration spent to the stage IV were not 

affected by adenosine (Figure 6B and C).  

  



 

 

Figure 5: Zebrafish larvae (7-day old) undergoing PTZ-induced seizure (10 mM) after exposure to a curve dose of 

adenosine (0-500 µM). A: Frequency of animals reaching Stage II of seizure; B: Latency to reach stage II of seizure (mean 

± SEM); C: Duration of stage II of seizure (mean ± SEM). Exposure to adenosine lasted 30 minutes. The latency to seizure 

was evaluated during 10 minutes of exposure. No outliers were identified by ROUT (Q=1%) analysis. Frequency was 

analyzed by Chi-square test, mean latency and duration data was analyzed by Kruskal- Wallis test followed by Dunn’s 

post-hoc test. At least 12 animals were used in each group. 

 



 

 

Figure 6: Adult zebrafish (3-month old) undergoing PTZ-induced seizure (10 mM) stages after exposure to a 

curve dose of adenosine (0-6 mg.Kg-1). A: Frequency of animals reaching Stage IV of seizure; B: Latency to 

reach stage IV of seizure (mean ± SEM); C: Duration of stage IV of seizure (mean ± SEM). Exposure to 

adenosine lasted 30 minutes. The latency to seizure was evaluated during 6 minutes of exposure. Outliers were 

identified by ROUT (Q=1%) analysis. Frequency was analyzed by Chi-square test. Mean latency data was 

analyzed by One-way ANOVA and duration data by Kruskal-Wallis test. At least 12 animals were used in each 

group.  

At least 12 animals were used in each group.  

 

 

 

CPA anticonvulsant properties were also tested in larvae and adult zebrafish using a 

concentration/dose with no effects on locomotor parameters, chosen from the data of this study 

(Figures 2 and 3). The frequency of larvae reaching stage II of seizure after exposure to 50 and 75 

µM CPA was not different from control (Figure 7A). However, at 75 µM of adenosine, the latency 

to reach this strong stage of seizure increased and the duration of this stage decreased, both with 

statistical significance (p=0.03 and 0.02, respectively) (Figure 7B and C). The frequency of 

animals undergoing seizure stage IV after 10 mg.Kg-1 CPA did not change (Figure 8A). However, 

the latency to reach stage IV was increased (p=0.04), while the seizure duration of this stage 

reported a non-statistically significant tendency to decrease (Figure 8BC). The increase in latency 



and the decrease of duration under convulsive stages indicate anticonvulsant properties at these 

doses of CPA.  

 

 

  

  

Figure 7: Zebrafish larvae (7-day old) undergoing PTZ-induced seizure (10 mM) after exposure to A1 adenosine 

receptor agonist CPA (N6-Cyclopentyladenosine) at 50 and 75 µM. A: Frequency of animals reaching Stage II of 

seizure; B: Latency to reach stage II of seizure (mean ± SEM); C: Duration of stage II of seizure (mean ± SEM). 

Exposure to adenosine lasted 30 minutes. The latency and duration were evaluated during 10 minutes of exposure. No 

outliers were identified by ROUT (Q=1%) analysis. Frequency was analyzed by Chi-square test, mean latency and 

duration data were analyzed by One-Way ANOVA test followed by Dunnett’s post-hoc test. At least 12 animals were 

used in each group. * represents p<0.05.  

 

 



 

 

  

Figure 8: Zebrafish adult (3-month old) undergoing PTZ-induced seizure (10 mM) after exposure to A1 

adenosine receptor agonist CPA (N6-Cyclopentyladenosine) at 10 mg.Kg-1. A: Frequency of animals reaching 

Stage II of seizure; B: Latency to reach stage II of seizure (mean ± SEM); C: Duration of stage II of seizure 

(mean ± SEM). Exposure to adenosine lasted 30 minutes. The latency to seizure was evaluated during 6 

minutes of exposure. No outliers were identified by ROUT (Q=1%) analysis. Frequency was analyzed by 

Fisher exact test. Latency data was analyzed by Unpaired T test. Duration data was analyzed by Mann-Whitney. 

At least 12 animals were used in each group. * represents p<0.05.At least 12 animals were used in each group.  

 

 

 

4. DISCUSSION  



The main findings of this work can be summarized as (I) Zebrafish larvae and adults have 

predominant hipolocomotor effects after CPA exposure, such as mammals; (II) A1 adenosine 

receptor relative gene expression increases throughout  zebrafish  development;  and  

(III) adenosine per se has relative weak anticonvulsant effects in the concentrations/doses tested, 

while its rigid analogue, CPA, is able to decrease convulsive parameters in 

concentrations/doses free of locomotor effects.  

The sedative effect of adenosine is attributed to A1 adenosine receptor activation and its 

involvement is recognized in several mechanism of action of hypnotic drugs (22, 23). The decrease 

in total distance travelled and mean velocity by the CPA exposure occurred in adult animals but 

not in larvae, since for larvae at 500 µM CPA, the distance decreased significantly, while the mean 

velocity increased significantly. This could be a consequence of the specific type of 

larvae swimming characterized by more frequent and shorter episodes of locomotor activity, which 

can be kept even when the exploratory locomotion decrease (24, 25). The sedative effect of 

zebrafish can be assumed from 100 µM in transdermal exposure of larvae and 20 mg.Kg-1 for adult 

animals. Considering these results, the use of zebrafish to study purinergic signaling in the context 

of behavior or other functions of nervous system externalized by the swimming of the fish should 

consider doses of CPA under 100 µM in transdermal exposure of larvae and under 20 mg.Kg-1 for 

intraperitoneal exposure of adults. There is no specific study for zebrafish adenosine receptor 

binding to CPA, which increases the need for evidence about the physiological response to this 

rigid analogue (26).  

The maturation of zebrafish is accompanied by changes in purinergic signaling. The 

presence of adenosine receptor was already described from the very beginning of zebrafish 

development (11, 12) presenting zebrafish embryos as an excellent proxy for purinergic signaling 

studies in early development. However, no study yet demonstrated the profile of developmental 

expression of A1 adenosine receptor in zebrafish, despite the common use of this species in all life 

stages to study adenosine involvement in drug underlying mechanisms, diseases, and basic 

vertebrate physiology (27, 28, 29, 30). Here, we show that the A1 adenosine receptor gene 

expression increases in adult life in comparison to larval stage. The ontogeny of A1 adenosine 

receptor in rats shows heart as a main site of A1 adenosine receptor expression during fetal 

development, while brain A1 adenosine receptor expression increases greatly with maturation from 

fetal to early postnatal life (31). Studies using rats during postnatal period demonstrated the 

number of A1 adenosine receptor to be almost 10 times lower at birth than in the mature animal 

(31). In the other hand, the ageing in mammals is associated to a decrease in A1 adenosine receptor 

expression, which affect the balance of adenosine signaling between P1 receptors (32). Here, 



technical difficulties to separate brain structures throughout the study during larval stage and 

consequent scarcity of material, prevented the ideal comparison brain-to-brain between zebrafish 

developmental stages, which could contribute further to the differences of A1 adenosine receptor 

expression larvae and adults. However, the binding, coupling, and trafficking properties of this 

receptor remain uncharacterized and possibly contribute to this panorama and mostly to the 

functional consequences of A1 adenosine receptor maturation (33). Adenosine is the endogenous 

agonist of A1 adenosine receptor, but as expected, its use in in vivo studies is limited because 

nucleoside degrading enzymes are present in abundance in all living tissues. Here, we tried to 

reach a classical anticonvulsant effect of adenosine in a pentylenetetrazol-induced seizure model, 

but even using a large concentration range (0.5-500 µM) of adenosine, no robust effect was 

observed. Zebrafish has been used as one of the most important animal models for the screening of 

anticonvulsant drugs (20, 34), and the rigid analogue CPA presented an anticonvulsant effect in the 

highest doses tested out of the range that interferes in the basal locomotion.  

A proper animal model must offer face, predictivity and construct validities, although it is 

difficult to have a model perfectly adequate in these three domains (35). To achieve these goals, it 

is mandatory to further expand our in-depth understanding about the animal model in 

consideration, such as its metabolism and physiological responses to specific drugs or 

environmental changes, as well as the natural characteristics of its native environment. Thus, in 

conclusion, this work contributes to understand the ontogeny  of  A1  adenosine  receptor  in 

zebrafish, helping in the planning of studies using this animal model and to know the physiological 

response of zebrafish based in adenosine functioning.  
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Resumo  

  

  

A exposição ao etanol no início do desenvolvimento pode impactar na formação e 

maturação do Sistema Nervoso trazendo à tona um problema de saúde pública. O 

conjunto de sintomas decorrentes do consumo de etanol na gravidez é chamado de 

FASD (Fetal Alcohol Spectrum Disorders) e inclui desde alterações cognitivas leves 

até a forma mais grave chamada SAF (Síndrome Alcoólica Fetal). O desequilíbrio 

provocado pelo etanol na formação da arquitetura cerebral afeta diretamente o 

sistema de neuromodulação da Adenosina. Neste trabalho, um regime único de 

exposição de 24 a 26 hpf a 1% de etanol via transdermal foi usado como modelo 

para avaliar a sinalização de adenosina no contexto de suscetibilidade à convulsão 

em larvas e adultos de peixe-zebra. Para testar a sensibilidade, foi usada a dose 

subconvulsiva de 2,5mM de pentilenotetrazol (PTZ), que foi capaz de aumentar os 

eventos convulsivos dos estágios mais característicos (larvas em estágio II e 

adultos em estágio IV) no grupo de exposição comparado aos controles larval e 

adulto. A expressão do mRNA dos receptores de adenosina e ecto 5´nucleotidase 

não apresentaram diferenças significativas em ambas as idades testadas sugerindo 

fortemente a existência de mecanismos subjacentes. Já o efeito anticonvulsivo do 

receptor de adenosina A1 foi alcançado com a administração transdermal do CPA 

75µM em larvas e injeção intraperitoneal a 10mg/Kg em adultos. Essas descobertas 

servem como base para entender melhor os reflexos da exposição ao etanol no 

início do desenvolvimento e o papel da adenosina em reverter esses efeitos, 

usando o peixe-zebra como um modelo bem caracterizado para estudo com 

exposição de etanol e convulsão.  

  

  

Palavras-chave: convulsão - etanol - desenvolvimento - adenosina  

  

 

 



 

 

1. Introdução  

  

  

O Distúrbio do Espectro Alcoólico Fetal (FASD) é um importante desafio para 

a gestão em saúde pública, especialmente em países em desenvolvimento ou 

subdesenvolvidos (Urban et al., 2015; Lange et al., 2017). Estima-se que mais de 

1.700 novos casos de FASD são identificados globalmente por dia (Lange et al., 

2017). O FASD inclui formas graves, como a Síndrome Alcoólica Fetal (SAF), que 

se caracteriza por alterações morfológicas na face, tamanho corporal reduzido, 

problemas auditivos, visuais entre outros, a qual é facilmente diagnosticada 

(Wattendorf e Muenke, 2005). As formas mais brandas, denominadas de distúrbios 

do neurodesenvolvimento relacionados ao etanol (ARND do inglês Alcohol related 

neurodevelopment disorders), exibem alterações cognitivas mesmo quando as 

sequelas morfológicas estão ausentes (Hoyme et al., 2016, Stratton et al., 1996). 

Hiperatividade, dificuldade de atenção e prejuízos ao aprendizado e a memória são 

algumas destas alterações (Streissguth et al., 2004).  

Adicionalmente, estudos apontam que de 3 a 21% dos indivíduos com SAF 

desenvolvem algum tipo de estado convulsivo variando de alterações 

eletroencefalográficas à epilepsia (Boronat et al., 2017). O desenvolvimento de tais 

sequelas podem ser dependente do período gestacional e da dose de exposição. 

Estudos em humanos, sugerem que ingestas de grande volume de etanol em curto 

período durante as semanas gestacionais 11–16 aumentam o risco de convulsões 

neonatais e o risco de desenvolvimento de epilepsia (Sun et al., 2009).  

A exposição ao etanol é um fator de risco para o desenvolvimento de 

anormalidades estruturais e funcionais, impactando a sobrevivência neuronal, 

migração, diferenciação celular e sinaptogênese (Goodlett, Horn e Zhou, 2005; De 

la Monte e Kril, 2014). Subsídios para o entendimento destes impactos incluem a 

capacidade do etanol interagir com várias proteínas, como receptores 

glutamatérgicos, serotoninérgicos, glicinérgicos, gabaérgicos e purinérgicos, além 

de canais iônicos (Olsen e Llang, 2017). Dentre estes alvos, o sistema purinérgico 

se destaca, dada a importância da adenosina para a neuromodulação, para 



o desenvolvimento cerebral e para a resposta à convulsão (Cunha et al., 2001; 

Mendez et al., 2020).  

Estudos indicam que o etanol eleva os níveis extracelulares de adenosina, 

estimulando os receptores P1 de adenosina de forma indireta (Choi et al., 2004). A 

elevação da concentração extracelular de adenosina na presença de etanol parece 

estar envolvida com a inibição dos transportadores de nucleosídeos equilibrativos 

(ENT1) e com o aumento da hidrólise de AMP, o que pode levar a um acúmulo de 

adenosina extracelular (Dunwiddie e Masino, 2001; Choi et al., 2004; Lutte et al., 

2015). Dados anteriores de nosso grupo, indicaram que em um modelo de FASD 

em peixe-zebra há uma elevação da atividade da enzima ecto-5’- nucleotidase 

encefálica a qual é persistente à vida adulta (Lutte et al., 2018). Ainda, este modelo 

de FASD em peixe-zebra é capaz de promover alterações cognitivas que 

mimetizam as sequelas humanas, tais como déficits de memória e prejuízo à 

sociabilidade, as quais foram prevenidas pela administração de inibidores da ecto-

5’- nucleotidase (Haab Lutte et al., 2018; Lutte et al., 2020). Sendo assim, 

buscamos neste trabalho investigar a participação da modulação adenosinérgica 

nos possíveis efeitos de longo prazo do etanol dado no início do desenvolvimento 

sobre a sensibilidade a convulsões através da análise da expressão gênica dos 

receptores P1 de adenosina e da enzima ecto-5’-nucleotidase e da sensibilidade à 

convulsão mediada por pentilenotetrazol e resposta ao efeito anticonvulsivante de 

um agonista de receptor A1 de adenosina.  

  

  

2. Metodologia  

2.1   Drogas  

Etanol foi obtido da Neon (São Paulo). CPA (Sigma Aldrich - referência: 

C8031) Pentilenotetrazol (Sigma Aldrich - referência P6500) e Tricaina (MSS-222) 

foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). O trizol foi Life 

technologies USA (Referência - 15596026).  

2.2   Animais e manutenção  

Foram utilizados peixes-zebra (Danio rerio) da linhagem selvagem AB 

criados e mantidos no biotério institucional Centro de Modelos Biológicos e 

Experimentais (CEMBE – PUCRS) em sistema recirculador automatizado (Zebtec, 



Tecniplast, Itália) e com água filtrada por osmose reversa sob temperatura de 26,5± 

1,5°C, pH 7-7,5, oxigenação (7,20 mg O2 /L) e condutividade monitorados (300–700 

µS) e um ciclo claro/escuro de 14h/10h. Os animais foram alimentados a partir de 6 

dias pós- fertilização (dpf) com paramécio e ração moída (TetraMin Tropical Flakes 

Fish) e a partir de 13 dpf com introdução de artêmias (Westerfield, 2000). Os 

adultos receberam alimentação com ração e artemia três vezes ao dia.  

Para obtenção dos animais usados nestes experimentos, foi realizada 

reprodução de animais adultos utilizados como matrizes de acasalamento do 

CEMBE-PUCRS. Um dia antes do acasalamento os animais foram separados na 

proporção 10 machos : 5 fêmeas e mantidos separados por uma partição em um 

mesmo tanque durante à noite. Na manhã seguinte a barreira foi removida e em 30 

minutos os ovos fertilizados foram coletados para que seu desenvolvimento fosse 

sincronizado temporalmente e utilizados nos experimentos.  

Para avaliar o efeito a exposição ao etanol 1% sobre a expressão dos genes 

adoraa1, adoraa2a1 e adoraa2a2 e da nt5e, animais de 7 dpf e 3 mpf, livres da 

interferência ao PTZ, foram eutanasiados em banho de gelo (Jorge et al., 2022). 

Para larvas foi utilizado um número amostral de 4 por grupo experimental (controle 

e etanol). Cada amostra foi consertada por um pool de 20 larvas, totalizando 80 

larvas por grupo experimental. Animais adultos tiveram seus encéfalos dissecados. 

Cada amostra foi consertada de um pool de 3 cérebros totalizando 12 animais 

adultos por grupo experimental. Em microtubos plásticos (1,5 mL), cada amostra 

recebeu 300 µl de trizol e estas foram armazenadas em freezer a -80°C até o dia da 

realização da análise.  

Todos estes protocolos foram aprovados pelo Comitê Institucional de 

Cuidados com Animais da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul 

(CEUA/PUCRS 9570/2019).  

  

2.3  Exposição embrionária ao etanol  

Embriões foram divididos aleatoriamente em grupo controle e tratado. Os embriões 

foram tratados via transdermal com solução de etanol 1% (v/v) diluída em água do 

sistema durante 24 a 26 horas pós-fertilização (hpf) em uma placa Petri 8,7cm de 

diâmetro. Os animais controle sofreram as mesmas manipulações, exceto pela 

exposição ao etanol, sendo expostos exclusivamente à água do sistema. Após este 



período, os embriões foram transferidos para a estufa BOD contendo água 

do sistema 28 ± 1°C até serem utilizados para os experimentos aos 7 dpf ou 

transferidos para aquários de crescimento em estantes automatizada com água de 

sistema recirculante até atingirem 3 meses pós-fertilização (mpf) em condições 

semelhantes às descritas no item 2.1.  

  

2.4  Avaliação da suscetibilidade à convulsão induzida por PTZ  

  

  

2.4.1 Suscetibilidade na fase larval:  

Aos 7 dpf, larvas de peixe-zebra de ambos os grupos experimentais foram 

submetidas a uma dose-subconvulsivante de Pentilenotetrazol (PTZ) (2,5 mM; 

Couto et al; no prelo) para verificar a sensibilidade à convulsão. A exposição ao 

PTZ foi realizada individualmente em uma placa de de cultivo celular 24 poços (1,6 

cm de diâmetro de poço com capacidade para 3 mL) e cada poço continha 3 mL de 

solução de PTZ. A filmagem foi realizada durante a exposição ao PTZ (10 minutos) 

por uma câmera acoplada do Ethovision XT.  

  

2.4.2 Suscetibilidade na fase adulta:  

Aos 3 mpf, os animais foram ambientados em sala de experimento 24h antes 

das análises e sem alimentação. A exposição individual ao PTZ (2,5 mM) ocorreu 

em aquários (13 x 11,5 x 8 cm; altura x comprimento x largura) contendo 500 mL da 

solução de PTZ, perfazendo uma coluna de água de 5,5 cm de altura. 

Imediatamente, a filmagem foi iniciada com imagem frontal na distância de 65cm 

por 6 minutos com câmera digital (Logitech, Romanel-sur-Morges, Switzerland).  

Todos os experimentos foram realizados entre 10 horas da manhã e 15 horas 

da tarde. Os estágios convulsivos considerados para a análise das larvas foram: 

estágio I: aumento drástico da atividade de natação; estágio II: nado em círculo; e 

estágio III: convulsões semelhante a clônus com perda de postura e imobilidade 

(Baraban et al, 2005). Os estágios convulsivos considerados para os animais 

adultos foram: estágio II: aumento de velocidade, movimentos erráticos para direita 

e esquerda; estágio III: aumento da velocidade e movimentos circulares; e estágio 

IV: aumento abrupto de velocidade, contrações musculares com saltos e 



movimentos abruptos e estágio V perda de postura, queda para o fundo do aquário 

e rigidez corporal (Kundap et al, 2017; Mussolini et al; 2013). Foram registrados o 

número de animais alcançando cada estágio convulsivo e a duração (segundos) e 

latência (segundos) para alcançar cada estágio convulsivo. As análises das 

gravações foram feitas de forma cega por dois observadores. O número amostral foi 

de 16 para a fase larval e 12 para a fase adulta (Da silva chaves et al, 2018)  

  

2.4.3 Ação anticonvulsivante do agonista de receptor A1 de 

adenosina (CPA)  

Concomitantemente à análise de sensibilidade ao PTZ, um grupo 

experimental adicional foi utilizado para avaliar a ação anticonvulsivante do CPA. 

Previamente à exposição ao PTZ, este grupo experimental, o qual foi mantido nas 

condições descritas nos itens 2.4.2 e 2.4.3 foi exposto ao CPA. As larvas de 7 dpf 

foram expostas durante 30 minutos a uma solução de CPA 75 µM em placa de 24 

poços com 3ml em cada (Couto et al., no prelo). A exposição ao CPA para animais 

adultos foi feita 30 minutos antes da exposição ao PTZ por injeção intraperitoneal. 

Os animais foram previamente anestesiados em grupos de 4 em béquer com 300ml 

de solução contendo 0,03g de tricaína e imediatamente após a identificação de 

comportamentos que demonstram a efetividade da anestesia, como diminuição do 

nado, estagnação, perda de tônus muscular e a barriga voltada para cima, 

receberam a injeção CPA (10 mg.Kg-1) ou salina.  

  

2.5  Análise da expressão gênica relativa de receptores P1 e da enzima ecto-

5’- nucleotidase por qPCR  

Para a extração de RNAm, as amostras congeladas foram previamente 

maceradas e homogeneizadas com vórtex. Foi adicionado clorofórmio para 

separação das fases. Após precipitação com isopropanol, foram homogeneizadas e 

centrifugadas, tiveram o sobrenadante descartado, conservando apenas o pellet. 

Para lavagem foi utilizado etanol 75%, homogeneizado e centrifugado e novamente 

conservado apenas o pellet. Por fim, as amostras foram ressuspendidas em água 

livre de RNAse e adicionado RNAse OUT para conservação em volume final.  

A quantificação de RNA foi realizada espectrofotômetro NanoDrop (Thermo 

Scientific - NanoDrop Lite Printer) a partir da determinação da razão das 



absorbâncias a 260 nm e 280 nm utilizando uma alíquota de 1 µL de cada amostra 

para leitura. Após feita a digestão com DNAse I (Kit Sigma 1002268809) para 

purificar o RNA, foi utilizado o kit High – Capacity cDNA Reverse Transcription 

(Thermo Fisher) para síntese de cDNA com 1 µg de RNA, seguindo todas as 

instruções do fabricante. A expressão relativa dos genes listados na tabela 1 foi 

determinada pela reação em cadeia da polimerase de transcrição reversa 

quantitativa (qRT-PCR), utilizando PowerUp SYBR® Green (Invitrogen). Beta actina 

e EF1-alfa foram usados como genes de referência para normalização e e 

determinação de níveis relativos de expressão de mRNA. Os genes elf1a e adoraa1 

foram desenhados usando a sequência disponível no NIH (National Library of 

Medicine) e os demais foram sequências já utilizadas nos trabalhos do nosso 

laboratório.  

  

  

Target  Primer sequence  T°  Accession number  

elf1a  F=TGTCCTCAAGCCTGGTAT 

R=CATTACCACGACGGATGT  

58  NM_131263.1  

b-actin  F= CGAGCTGTCTTCCCATCCA  

R= TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG  

51  ENSDART55194  

adoraa1  F= ACTAAAGCTGGCCAAGTCCC  

R= AGGAACATTGGCTTCTCGCA  

60  NM001128584.1  

adoraa2a1  F= GCGAACTGTACGCCGAGCAGAG 

R= 

TTATTCCCAGTGAGCGGCGACTC  

60  NM001039815.1  

adoraa2a2  F= GGATTGGGTCATGTACCTGGCCATC 

R= GCTGTTTCCAATGGCCAGCCTG  

60  NM001040036  

nt5e  F= TGGACGGAGGAGACGGATTCACC  

R= GGAGCTGCTGAACTGGAAGCGTC  

60  NM200932.1  

Tabela 1: Sequência de primers dos genes alvo (Capiotti et al., 2016; Lutte et al, 2018)  

  

  

 

 

2.6   Análise estatística:  

Os dados em Graphpad são apresentados como frequência de animais 

atingindo os estágios específicos de convulsão. A comparação entre frequências foi 



realizada pelo teste do Chi-quadrado. Para aqueles grupos com número de animais 

maior que 3 atingindo os estágios convulsivos, foi feita a análise das médias de 

latência e duração dos estágios convulsivos por teste de Kruskal-Wallis e os dados 

apresentados como média ± erro padrão da média. A expressão gênica relativa foi 

comparada entre os grupos controle e tratado pelo teste Mann-Whitney. Diferenças 

estatísticas foram atribuídas quando p<0,05.  

  

  

3. Resultados   

  

3.1 Sensibilidade a dose subconvulsivante de PTZ após exposição 

embrionária ao etanol  

A frequência de larvas atingindo os estágios convulsivos I e II não diferiu 

entre os animais do grupo controle e do grupo tratado com etanol, da mesma forma 

que o pré-tratamento com CPA não modificou este desfecho (p=0,4096, Teste do 

Qui- quadrado) (Figura 1A e 2A). No entanto, a maioria dos animais atingiu o 

estágio I em relação à latência para estágio I (Fig. 2B), o grupo etanol atingiu 

latências significativamente menores do que aqueles que receberam o pré-

tratamento com CPA (p=0.046, Teste Kruskal-Wallis), embora estes grupos não 

difiram dos animais controle (Figura 1B e C). A duração do estágio convulsivo I para 

larvas submetidas na fase embrionária ao etanol foi significativamente maior que os 

animais controle, enquanto o tratamento prévio com CPA não foi capaz de alterar 

este efeito significativo (p=0.006; Teste Kruskal-Wallis). A latência para atingir o 

estágio II foi significativamente menor nos animais expostos ao etanol na fase 

embrionária do que nos controles enquanto o tratamento com CPA foi incapaz de 

alterar este desfecho (Figura 2B) (p=0.03, Teste Kruskal-Wallis). A duração do 

estágio II não diferiu entre os grupos experimentais (Figura 2C) (p=0.6845, Teste 

Kruskal-Wallis). Não houve larvas atingindo o estágio III de convulsão.  

 



 

Fig.1. Avaliação da suscetibilidade ao estágio I de convulsão mediada pelo PTZ em larvas de 7 dpf 

expostas ao etanol (1% v/v) na fase embrionária (24-26 hpf). A) Frequência de larvas que atingiram 

o estágio I na escala de convulsões para os grupos controle, tratado com etanol 1% e tratado com 

etanol 1% + CPA. B) Latência em segundos para atingir o estado I de convulsão; C) Duração em 

segundos no estágio I. O CPA foi dado de forma transdermal na concentração de 75 µM, 30 minutos 

antes da exposição ao PTZ (2,5 mM; 10 minutos). Os controles foram expostos apenas à água. 

Número amostral=16 larvas por grupo experimental.  

  



  

  

Fig.2. Avaliação da suscetibilidade ao estágio II de convulsão mediada pelo PTZ em larvas de 7 dpf 

expostas ao etanol (1% v/v) na fase embrionária (24-26 hpf). A) Frequência de larvas que atingiram 

o estágio II na escala de convulsões para os grupos controle, tratado com etanol 1% e tratado com 

etanol 1% + CPA. B) Latência em segundos para atingir o estado I de convulsão; C) Duração em 

segundos no estágio I. O CPA foi dado de forma transdermal na concentração de 75 µM, 30 minutos 

antes da exposição ao PTZ (2,5 mM; 10 minutos). Os controles foram expostos apenas à água. 

Número amostral=16 larvas por grupo experimental  

  

A maioria dos animais adultos atingiu o estágio II de convulsão, enquanto a 

minoria atingiu os estágios III e IV, porém a frequência de animais adultos atingindo 

estes estágios não diferiu entre os grupos experimentais (II: p=0.1019; III: p=0.1286; 

IV: p=0.225, Teste do Qui-quadrado) (Figura 3A, B, C). Para os animais que 

atingiram o estágio II, tanto a latência quanto a duração deste estágio não 

difereiram entre os grupos experimentais (p=0.1954; p=0.6158, respectivamente, 

Teste Kruskal-Wallis) (Figura 3D e E).  

  

 

  



  

  

Fig.3. Avaliação da suscetibilidade aos estágios II, III e IV de convulsão mediada pelo PTZ em peixe- 

zebra adulto (3 mpf) expostos ao etanol (1% v/v) na fase embrionária (24-26 hpf). A, B e C) 

Frequência de animais que atingiram os estágios II, III e IV na escala de convulsões, 

respectivamente, para os grupos controle, tratado com etanol 1% e tratado com etanol 1% + CPA. D) 

Latência em segundos para atingir o estado II de convulsão; E) Duração em segundos no estágio II. 

O CPA foi dado intraperitonealmente na dose de 10 mg. Kg-1, 30 minutos antes da exposição ao PTZ 

(2,5 mM; 6 minutos). Os controles foram expostos apenas à água. Número amostral=12 animais por 

grupo experimental.  

  

3.2   Análise da expressão gênica relativa de receptores de adenosina e 

da ecto- 5´-nucleotidase por qPCR  

  

Foi analisada a expressão dos genes que codificam para os receptores A1, 

A2AA e A2AB (adoraa1, adoraa2a1, adoraa2a2) juntamente com a principal enzima 

produtora de adenosina no meio extracelular, a ecto-5´-nucleotidase (nt5e) em 

animais de 7 dpf e 3mpf expostos ao etanol na fase embrionária (24-26 hpf). Tanto 

a avaliação da expressão em larva total quanto em encéfalo de peixe-zebra adulto 

não diferiu nos grupos experimentais para nenhum dos genes avaliados (Larvas: 

adoraa1: p= 0,7429, adoraa2a1: p=0,9714, adoraa2a2: p=0,6857; nt5e: p=0.8857; 



Adultos: adoraa1: p= 0,4857, adoraa2a1: p=0,4, adoraa2a2: p=0,8571; nt5e: 

p=0.6286, Teste de Mann-Whitney) (Figuras 4 e 5).  

 

  

  

  

Fig.4. Expressão gênica relativa de RNAm dos receptores de adenosina e da ecto-5´-nucleotidase 

em larvas totais (7dpf) após exposição embrionária (24-26 hpf) ao etanol 1% (v/v). Os controles 

foram expostos apenas à água. nt5e= ecto-5´-nucleotidase; adoraa1- receptor A1; adoraa2a1: 

receptor A2A1; e adoraa2a2: receptor A2A2. Número amostral =. 4 por grupo experimental. Análise 

estatística Mann- Whitney.  

  

 



 

  

Fig. 5. Expressão gênica relativa de RNAm dos receptores de adenosina e da ecto-5´-nucleotidase 

em encéfalo de peixe zebra adulto (3mpf) após exposição embrionária (24-26 hpf) ao etanol 1% 

(v/v). Os controles foram expostos apenas à água. nt5e= ecto-5´-nucleotidase; adoraa1- receptor A1; 

adoraa2a1: receptor A2A1; e adoraa2a2: receptor A2A2. Número amostral =. 4 por grupo experimental. 

Análise estatística Mann-Whitney.  

  

  

  

Discussão  

O consumo de etanol durante a gravidez é um fator de risco para desfechos 

desfavoráveis ao neonato, incluindo risco de morte, nascimento prematuro, retardo 

do crescimento intrauterino, baixo peso ao nascer, além de alterações morfológicas 

crânio-faciais e cognitivas (Henriksen et al., 2004; Patra et al., 2010). Mesmo 

naqueles indivíduos que não desenvolvem as sequelas mais graves do FASD há 

muitos transtornos do neurodesenvolvimento relacionados ao etanol (Stratton, 

Howe e Battaglia, 1996). O aumento da incidência de crises convulsivas tem sido 



sugerido em estudos com humanos submetidos ao etanol durante a gestação e em 

modelos animais para o FASD (Sun et al., 2009; Nicita et al, 2014; Cho et al., 2017; 

Wang et al., 2018). Embora estudos indiquem que a exposição ao etanol é capaz 

de alterar a disponibilidade de adenosina no meio extracelular e a funcionalidade de 

seus receptores específicos (Dunwiddie e Masino 2001; Choi et al., 2004; Lutte et 

al.,  

2015), ainda não se sabe se estas alterações, quando no início do 

desenvolvimento, podem afetar de forma duradoura o funcionamento do SNC, em 

especial contribuindo para a suscetibilidade às convulsões, dado o papel 

anticonvulsivante natural da adenosina.  

Aqui realizamos a exposição de embriões de peixe-zebra ao etanol no 

período de 24 a 26 hpf , o qual está inserido na fase de faríngula (24- 48 hpf). 

Nesse estágio do desenvolvimento do peixe-zebra, o corpo começa a se organizar 

dorsalmente, se vascularizar e tem início a organização para formação do Sistema 

Nervoso (Kimmel et al., 1995). Podemos correlacionar este com a faixa entre o 2º e 

3º trimestre. Onde acontece um intenso período de migração e diferenciação celular 

até o início do desenvolvimento cerebral (Andersen et al., 2003; Dobbing et al., 

1979). A concentração de 1%, utilizada neste estudo, é prevalente entre pesquisas 

com exposição do peixe-zebra ao etanol, pois consegue reproduzir impactos 

neuroquímicos sem afetar a morfologia do animal (Schaidhauer et al., 2022). A 

barreira exercida pelo córion em embriões de peixe-zebra deve ser considerada, 

uma vez que a concentração de etanol dentro do ovo é 2,7 a 6,2 vezes menor que a 

concentração externa utilizada (Lovely et al., 2014).  

Nossos resultados sobre suscetibilidade ao pentilenotetrazol, indicaram que 

em todos os estágios convulsivos investigados, incluindo os mais característicos, 

tanto para larva (estágio II), quanto para adultos (estágio IV), não houve diferença 

na frequência de animais entre os grupos estudados. Embora este resultado possa 

indicar que de fato as possíveis alterações mediadas pela exposição ao etanol nas 

condições descritas aqui não surtiram efeitos sobre a sensibilidade à convulsão. É 

possível também considerar que, pelo menos para o estágio larval, a concentração 

de PTZ tenha sido insuficiente. De fato, as larvas têm sido consideradas mais 

resistentes ao PTZ, e concentrações como 15 mM são frequentemente utilizadas 

para alcançar a convulsão (Baraban et al., 2015).  



Para os estágios I e II de convulsão de larvas foi possível explorar os 

parâmetros de latência para atingir tais estágios e a duração destes. A duração do 

estágio I se mostrou maior e a latência para o estágio II se mostrou menor em 

larvas que receberam o etanol na fase embrionária quando comparadas aos 

controles. Isto pode sugerir uma maior sensibilidade à convulsão, visto que 

utilizamos doses subconvulsivantes. Já os demais dados, latência para o estágio I e 

duração do estágio II para larvas, mesmo não tendo mostrado uma significância 

estatística, apontaram para uma tendência para os mesmos resultados acima.  

Ainda, nos resultados de longo prazo, os grupos experimentais não tiveram 

diferença na frequência de animais adultos alcançando os estágios convulsivos II, 

III e IV, além de não se diferenciarem quanto à latência e a duração do estágio II, o 

único estágio com número suficiente de animais para a análise destes parâmetros.  

Achados da literatura revelam que a exposição ao etanol na fase embrionária 

do peixe-zebra aumenta a atividade da ecto-5-nucleotidase (Lutte et al., 2015), 

promovem redução robusta em níveis de serotonina e dopamina (Mahabir et al., 

2014), número aumentado de células apoptóticas e diminuição dos transportadores 

de glutamato de forma persistente (Ramlan et al., 2017, Baggio et al., 2017). Estas 

alterações têm sido relacionadas com déficits cognitivos que se assemelham ao 

encontrado em indivíduos humanos que possuem FASD (Lutte et al., 2018; Lutte et 

al., 2020; Schaidahuer et al., 2022; Fernandes et al., 2015 a; Fernandes et al., 

2009; Fernandes et al., 2015 b).  

No entanto, nossos resultados indicam que a exposição ao etanol na fase 

embrionária (24-26 hpf) do peixe-zebra não promove efeitos contundentes sobre a 

sensibilidade à convulsão em larvas e animais adultos. Entretanto, é possível que o 

menor tempo de exposição ao etanol utilizado neste trabalho possa também 

contribuir para a ausência de efeitos. Adicionalmente, esta exposição não foi capaz 

de alterar a expressão gênica dos receptores P1 de alta afinidade e da enzima ecto-

5’- nucleotidase, tanto em larvas quanto em encéfalo de indivíduos adultos.  

Embora os dados para sensibilidade ao PTZ não tenham se diferenciado de 

forma contundente entre os animais tratados com etanol e os animais controle, o 

uso do agonista rígido de adenosina, CPA, mostrou efeitos significativos no 

aumento da latência para estágio I em larvas em comparação ao grupo tratado com 

etanol.  



Por fim, nas condições estudadas aqui, a exposição embrionária ao etanol não 

contribuiu de forma contundente com a suscetibilidade à convulsão e os receptores 

e a ecto-5’-nucleotidase não tiveram sua expressão gênica afetadas em curto e 

longo prazo. Isto pode estar em consonância com o fato de o presente estudo ter 

mimetizado uma forma branda dentro do espectro da síndrome alcoólica fetal. 

Ainda resta investigar, se em modelos mais próximos a formas mais severas do 

FASD, estes e outros mecanismos subjacentes à disponibilidade de adenosina e a 

funcionalidade dos receptores P1, tais como a atividade enzimática da adenosina 

deaminase, mecanismos de transportes de nucleosídeos, e a capacidade de 

ligação entre ligante e receptor de adenosina, contribuam para uma maior 

suscetibilidade a convulsões.  
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Capítulo 5  

Considerações finais  

  

O etanol é uma substância lícita cujo consumo abusivo pode levar a uma 

série de doenças evitáveis. Como substância psicoativa, o álcool tem um complexo 

mecanismo de resposta fisiológica dependendo da dose, via e regime de 

administração (Vengeliene et al., 2008). Por meio de mecanismos complexos e, em 

parte, ainda desconhecidos, o etanol em baixas doses se comporta como 

estimulante e em altas doses como depressor do Sistema Nervoso Central (Hendler 

et al., 2011). Em modelos experimentais, a exposição ao etanol leva a uma 

alteração na disponibilidade extracelular de adenosina, dependendo do regime de 

exposição e concentração empregada (Hughes et al., 2018; Sharma et al., 2010). 

Os possíveis mecanismos para estas alterações parecem envolver desde a 

recaptação deste nucleosídeo, sua produção extracelular, até sua liberação em 

situação de convulsão (Lutte et al., 2015; Choi et al., 2004; Hughes et al., 2018). 

Desta forma, independente da forma de exposição, o sistema adenosinérgico 

parece estar envolvido na neurotoxicidade do etanol, incluindo efeitos sobre a 

habilidade de resposta às convulsões.  

Na tentativa de elucidar melhor os danos causados pelo etanol e entender os 

mecanismos pelos quais estes danos ocorrem, abordamos neste trabalho a 

toxicidade do etanol sob dois aspectos: a Síndrome da Abstinência Alcoólica e a 

Síndrome Alcoólica Fetal. Para isso, o presente trabalho aplicou um modelo de 

abstinência ao etanol em peixe-zebra adultos e um modelo de exposição 

embrionária ao etanol levando em consideração e adaptando parâmetros como (1) 

concentração de etanol, (2) duração da exposição e (3) idade da exposição para o 

estudo das possíveis alterações na modulação adenosinérgica e suas repercussões 

sobre o controle da excitabilidade neural.  



O consumo crônico de etanol pode provocar neuroadaptações (Tambour e 

Quertemont, 2007 algumas adaptações podem permanecer por meses (Littleton et 

al., 2001). A administração crônica de etanol regula positivamente o número de 

receptores NMDA (Gulya et al., 1991). Durante a abstinência o aumento destas 

sinalizações está associado a tremores, ansiedade, ataxia e até convulsões (Gulya 

et al., 1991) e são agravados pelo aumento de liberação de glutamato associado ao 

início da abstinência (Rosseti et al., 1995).   

Visto que o etanol age como um agente perturbador das vias neuronais, 

podendo levar ao desenvolvimento de convulsões nesse desbalanço elétrico, 

testamos a sensibilidade à exposição ao pentilenotetrazol em dose subconvulsivante 

e o potencial do agonista de receptores A1 de adenosina (CPA) em reverter estes 

efeitos no modelo de Síndrome de Abstinência. Nossos achados revelam que a 

sensibilidade a crises convulsivas foi aumentada e animais abstidos de etanol. A 

abstinência ao etanol (por 1 dia ou 8 dias) levou os animais a alcançaram o estágio 

IV, o mais característico dos estágios na escala das convulsões, em doses de PTZ 

subconvulsivantes, enquanto os animais controle e continuamente exposto ao etanol 

não desenvolveram este estágio. O tempo de duração do estágio IV foi aumentado 

naquelas animais abstidos por 1 dia, em relação aos abstidos por 8 dias. A maior 

sensibilidade à convulsão em animais abstidos de etanol pode ser um efeito 

relacionado à modulação adenosinérgica prejudicada, visto que os receptores A1 de 

adenosina possuem menos transcritos nesta condição. Entretanto, a funcionalidade 

destes receptores parece preservada, visto que a adição de um agonista destes 

receptores reverteu o desenvolvimento do estágio convulsivo.   

Estudos pré-clínicos mostram que até mesmo baixos níveis de exposição fetal 

ao etanol podem produzir disfunção comportamental na prole (Baley et al., 2020), 

corroborando com a recomendação de que nenhuma quantidade de etanol é segura 

durante a gestação. A literatura demonstra efeitos da exposição de etanol no início do 

desenvolvimento do Sistema Nervoso Central em diferentes concentrações e tempos 

de exposição com reflexos sobre o controle da excitabilidade neural. Dentre os 

efeitos estão a supressão da divisão celular e retardo no crescimento neural 

causando morte celular (Joya et al., 2014), redução de células na formação do 

hipocampo (Wang et al., 2018), deslocamento assimétrico de neurônios, redução na 

velocidade  migração neuronal (Collier et al., 2019) e redução dependente da dose na 

captação de glutamato no encéfalo (Baggio et al., 2020).  



 Os achados em relação aos grupos que receberam etanol no início do 

desenvolvimento, não indicaram diferenças na frequência de animais ingressando 

nos diferentes estágios da escala de convulsão, seja na fase larval quanto na fase 

adulta. Entretanto, na fase larval, aqueles grupos que receberam etanol 

diferenciaram-se em menor latência em segundos e maior duração para o estágio II, 

em relação aos controles.  A expressão gênica relativa dos receptores A1 e A2 de 

adenosina, bem como da enzima ecto-5’-nucleotidase não foi alterada pela exposição 

embrionária ao etanol. Desta forma, a exposição empregada nesta investigação, a 

qual foi de apenas 2h no início do estágio de faríngula, não promove alterações 

identificáveis na sensibilidade a convulsão, e não parece promover alterações na 

sinalização adenosinérgica, pelo menos ao que se refere ao número de transcritos 

dos alvos avaliados.    

A expressão precoce e predominante de receptores purinérgicos ao longo do 

desenvolvimento do SNC sugere que essa sinalização purinérgica é realizada nos 

diferentes estágios do neurodesenvolvimento quando é conhecido o envolvimento 

da sinalização purinérgica na proliferação, migração e diferenciação de células 

precursoras neurais (Menéndez et al., 2020). Nossos resultados demonstraram que 

a expressão gênica do receptor A1 de adenosina varia ao longo do 

desenvolvimento, sendo mais expresso na fase larval do que na fase adulta, 

embora neste trabalho a fase larval tenha sido avaliada através da expressão total 

corporal, enquanto na fase adulta, somente o encéfalo tenha sido considerado. 

Nossos achados também revelam que a ativação dos receptores A1 de adenosina 

por meio do CPA causa letargia em concentrações muito altas, assim como em 

mamíferos, contribuindo para a definição de concentrações adequadas para o uso 

desta droga em estudos nas diferentes fases de desenvolvimento do peixe-zebra. 

Ainda, concentrações menores, livres de efeito locomotor, se contrapuseram aos 

estímulos convulsivos provocados pelo PTZ.   

De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho corroboram com a 

observação de interferência do etanol nos sistemas neuromodulatórios, como já foi 

testado em outros modelos, e coloca a adenosina como uma peça-chave nos 

mecanismos de neurotoxicidade do etanol, afetando diretamente a modulação da 

atividade neuronal e alterando o limiar convulsivo. Nesse contexto, a manipulação 

dos receptores purinérgicos poderiam ser alvos farmacológicos terapêuticos 

potenciais, como por exemplo, através do aumento de adenosina como um agente 



terapêutico endógeno por mecanismos eficientes como o controle da expressão de 

enzimas do metabolismo da adenosina (Boison et al., 2012), estratégias para 

aumentar as concentrações locais de Adenosina através da transformação 

metabólica seja pela inibição de Adenosina desaminase (ADA) ou aumento de 

Adenosina endógena através da Adenosina quinase (ADK) (Matulenko et al., 

2007).   

Além disso, este trabalho reforça a contribuição do peixe-zebra como animal 

modelo na investigação de mecanismos de convulsões com potencial translacional, 

e sua já conhecida utilidade em estudos de investigação farmacológica (Baraban et 

al., 2005; Bailey et al., 2020, Siebel et al., 2015).  

Por fim, este trabalho traz um alerta sobre o consumo abusivo do etanol a fim 

de evitar o desenvolvimento de patologias evitáveis ao longo do desenvolvimento e 

na vida adulta.  
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Anexos  

Anexo A - Homologação do projeto e aprovação CEUA  

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Anexo B - Trabalho realizado durante o curso que não 
compõe a tese  

  

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo C – Comprovante de submissão do Manuscrito 1 
(Cap.2)  

  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo D – Comprovante de submissão do Manuscrito 2 
(cap.3)  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 


