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RESUMO 

A Doença de Huntington (DH) é uma condição neurodegenerativa, de herança 

genética, causada por uma expansão anormal do trinucleotídeo CAG, resultando em 

uma mutação da proteína huntingtina. É caracterizada por uma tríade de sintomas 

com alteração progressiva da função motora, cognitiva e psiquiátrica. Os primeiros 

sintomas normalmente surgem na fase adulta, embora também possam aparecer na 

idade juvenil, em torno dos 20 anos de idade, sendo assim denominada de DH juvenil. 

A doença torna-se fatal entre 15 a 20 anos após o aparecimento dos primeiros 

sintomas. Além disso, a idade do aparecimento e a intensidade dos sintomas estão 

relacionadas com o número de repetições de CAG, ou seja, quanto mais repetições 

de CAG, mais cedo a patologia desenvolve-se e maior a intensidade dos sintomas. A 

principal característica neuropatológica da DH é a notável neurodegeneração dos 

neurônios médios do estriado, alterando diferentes sistemas de neurotransmissão, 

tais como GABAérgico, glutamatérgico, dopaminérgico e adenosinérgico. Atualmente, 

os modelos animais da DH normalmente utilizam roedores e primatas não humanos e 

são classificados em genéticos e farmacológicos. Dentre os farmacológicos, o mais 

utilizado é o modelo de toxina mitocondrial com o uso do ácido-3-nitropropiônico (3-

NPA), que inibe o complexo II-III mitocondrial e é capaz de reproduzir as alterações 

motoras e bioquímicas ocorridas na DH. Nesse contexto, o peixe-zebra vem se 

tornando um excelente modelo animal para o estudo e desenvolvimento de modelos 

de doenças neurodegenerativas. Neste estudo, realizamos uma triagem 

comportamental no peixe-zebra em estágio larval e adulto para estabelecer o modelo 

da DH induzido por 3-NPA. No estágio larval, o tratamento consistiu de exposição ao 

3-NPA nas concentrações de 0,01, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,5 mM durante 7 dias-pós-

fertilização (dpf). Do 7º dpf até o 14º dpf, os animais permaneceram somente na água. 

Para o tratamento dos animais adultos, as doses utilizadas foram 10, 20 e 60 mg/kg e 

salina para o grupo controle. O tratamento consistiu de 7 injeções via intraperitoneal 

realizadas a cada 96 horas. O comportamento locomotor e de ansiedade foi avaliado 

24 horas após cada injeção e a interação social, agressividade e memória no final do 

tratamento de 29 dias. Nossos resultados demonstraram que no estágio larval a 

exposição ao 3-NPA nas concentrações de 0,1, 0,2 e 0,5 mM aumentou a frequência 

cardíaca analisada aos 2 e 5 dpf, ocasionou alteração morfológica na concentração 

 



de 0,05 mM e não alterou o comportamento locomotor avaliado nas idades de 7, 10 e 

14 dpf. No estágio adulto, a exposição ao 3-NPA nas doses de 10, 20 e 60 mg/kg 

induziu a uma diminuição da atividade locomotora, enquanto não houve efeito na 

ansiedade e interação social dos animais. Entretanto, a dose de 60 mg/kg de 3-NPA 

causou uma diminuição no comportamento agressivo e um prejuízo de memória na 

tarefa da esquiva inibitória. Esses dados sugerem que, no estágio larval, o peixe-zebra 

é um modelo viável para estudar as características da fase de pré-manifestação da 

DH e, no estágio adulto, identificamos através do tratamento a longo prazo com o 3-

NPA um novo modelo animal para estudar as características fenotípicas do estágio 

tardio da DH.  

 

Palavras chaves: locomoção, ácido-3-nitropropiônico, Doença de Huntington, 

memória, peixe-zebra.   

 
 



ABSTRACT 

Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative genetic inheritance condition 

caused by an abnormal expansion of the CAG trinucleotide resulting in a mutation of 

the huntingtin protein. It is characterized by a triad of symptoms with progressive 

alterations of motor, cognitive and psychiatric functions. The first symptoms usually 

appear in the adult phase, but they can also appear in the juvenile age, around the 20 

years old, being denominated juvenile HD. The disease becomes fatal 15 to 20 years 

after the onset of the first symptoms. In addition, the age of onset and intensity of 

symptoms are related to the number of CAG repeats, i.e. the more CAG repeats, the 

earlier the pathology develops and the greater the intensity of symptoms. The main 

neuropathological characteristic of HD is the remarkable neurodegeneration of the 

midline striatal neurons, altering different neurotransmitter systems, such as 

GABAergic, glutamatergic, dopaminergic, and adenosinergic. Currently, animal 

models of HD usually use rodents and non-human primates and are classified into 

genetic and pharmacological models. Among the pharmacological agents, the most 

commonly tested is the mitochondrial toxin model with the use of 3-nitropropionic acid 

(3-NPA), that inhibits the mitochondrial complex II-III and is able to reproduce the motor 

and biochemical alterations occurred in HD. In this context, zebrafish has become an 

excellent animal model for the study and development of neurodegenerative disease 

models. In this study, we performed a behavior screening in larval and adult zebrafish 

to establish the 3-NPA induced HD model. In the larval stage, the treatment consisted 

of exposure to 3-NPA at concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.5 mM for 7 days 

post-fertilization (dpf). From the 7th dpf to 14th dpf the animals remained only in the 

water. For the treatment of adult animals, the doses used were 10, 20, and 60 mg/kg 

and saline for the control group. The treatment consisted of 7 intraperitoneal injections 

performed every 96 hours.The locomotor and anxiety behavior was assessed 24 hours 

after each injection and the social interaction, aggression and memory at the end of 

the 29 days of the treatment. In the larval stage, the exposure to 3-NPA at 

concentrations of 0.1, 0.2 and 0.5 mM increased the heart rate at 2 and 5 dpf, caused 

a morphological alteration at the concentration of 0.05 mM and did not alter the 

locomotor behavior at the ages of 7, 10 and 14 dpf. In the adult stage, the exposure to 

3-NPA in the doses at 10, 20, and 60 mg/kg induced a decrease in locomotor activity 

whereas it had no effect on anxiety and social interaction of the animals. However, the 

 



dose of 60 mg/kg caused a decrease in aggressive behavior and a memory impairment 

in the inhibitory avoidance task. These data suggest that zebrafish in the larval stage 

is a viable model for studying the characteristics of the pre-manifestation phase of HD 

and, in the adult stage, we identified through the long-term treatment with 3-NPA a new 

animal model to study the phenotypic characteristics of the late stage of HD.  

 

Keywords: locomotion, 3-nitropropionic acid, Huntington disease, memory, zebrafish.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. DOENÇA DE HUNTINGTON 

A Doença de Huntington (DH) é uma condição neurodegenerativa, de herança 

autossômica dominante, devastadora, caracterizada por uma tríade de sintomas com 

alteração progressiva da função motora, cognitiva e psiquiátrica (Mason et al., 2018; 

Wijeratne et al., 2018). Foi descrita inicialmente em 1872 por George Huntington, que 

identificou a manifestação clínica e o padrão de transmissão familiar, em uma família 

de pacientes da cidade de East Hampton, nos Estados Unidos da América (USA). Foi 

denominada primeiramente como coreia, pois o sintoma principal consiste de 

movimentos involuntários arrítmicos, rápidos e abruptos (Mendes et al., 1996; Wexler 

et al., 2016). Em 1993, a Hereditary Disease Foundation identificou que a causa da 

patologia é uma expansão da sequência de nucleotídeos citosina-adenina-guanina 

(CAG), na região da poliglutamina do gene da proteína huntingtina (htt) localizado no 

exon 1 do cromossomo  4, locus 4p16.3. Essa expansão anormal do trinucleotídeo 

CAG resulta em uma mutação da proteína htt (mhtt) (Dowie et al., 2010; Gil-Mohapel 

& Rego, 2011). Assim, a mhtt possui um resíduo maior de glutamina em razão da 

expansão trínucleotídea (CAG) anormal (MacDonald et al., 1993).  

A proteína htt é composta de 3114 aminoácidos com tamanho de 350 kDa.  

Está presente em todos os tecidos somáticos com maior expressão no sistema 

nervoso central (SNC) e participa de funções celulares importantes, tais como 

regulação e transcrição gênica, síntese proteica, endocitose, tráfico, metabolismo e 

sinalização intracelular (Figura 1) (Li & Li, 2004; Blum et al., 2018). Além disso, a htt é 

essencial para o desenvolvimento embrionário, participando da neurogenêse do SNC. 

Em camundongos, a deficiência de htt causou letalidade embrionária e 

desenvolvimento anormal do SNC (Auerbach et al., 2001; Wiatr et al., 2018). A mhtt 

forma agregados, onde monômeros de htt se agrupam dando origem a uma 

conformação oligomérica e, além disso, ocasiona inclusões nucleares. Essa mutação 

da htt é tóxica para as células, principalmente no SNC (neurônios, micróglia e 

astrócito), prejudicando sua atividade e sobrevivência (Li & Li, 2004; Labbadia & 

Morimoto, 2013). 
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Figura 1: Representação esquemática da proteína huntingtina. A) Estrutura linear da molécula 
huntingtina. B) Provável estrutura tridimensional da huntingtina com um solenoide superhelical 
alongado. C) Funções celulares da huntingtina. Figura adaptada de Imarisio et al., 2008.  

 

A htt normal apresenta de 6 a 26 repetições de CAG, enquanto que repetições 

CAG de 27 até 35 é considerado alelo intermédio com instabilidade, podendo as 

repetições se expandir em gerações futuras. Uma sequência de CAG de 36 a 40 

repetições é considerada anormal, aumentando o risco de desenvolver a DH, 

enquanto sequências de CAG maiores que 40 repetições levam a uma completa 

penetrância da patologia. O número de repetições de CAG está diretamente 

associado com o início do desenvolvimento dos sintomas e progressão da DH 

(Vonsattel & DiFiglia, 1998). Além disso, observa-se o fenômeno de antecipação da 

DH, ou seja, o inicio mais precoce da doença, por aumento de repetições de CAG em 

decorrência da instabilidade durante a espermatogênese (Nance, 2017).  

Os primeiros sintomas geralmente surgem na fase adulta entre os 40 anos de 

idade, embora também possam aparecer na idade juvenil, em torno dos 20 anos, ou 

tardiamente, a partir dos 70 anos. A doença progride ao longo do tempo, tornando-se 

fatal entre 15 a 20 anos após o aparecimento dos primeiros sintomas (Ghosh & Tabrizi, 

2018). A idade do aparecimento dos sintomas está inversamente, porém fortemente 
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relacionada com o número de repetições de CAG, ou seja, quanto mais repetições do 

trinucleotídeo CAG, mais cedo e com maior intensidade os primeiros sintomas 

surgem. Assim, a forma juvenil da DH é extremamente devastadora (Dowie et al., 

2010; Bates et al., 2015).   

O diagnóstico da DH acontece através de teste genético, história familiar e 

avaliação clínica. No teste genético, é analisada a expansão da CAG, podendo ser de 

diagnóstico, ou seja, para confirmar a doença em um paciente com sintomas 

sugestivos; ou preditivo, o qual é realizado no indivíduo que possui história familiar da 

patologia, mas que ainda não apresenta nenhum sintoma e/ou sinal clínico (Novak & 

Tabrizi, 2010). A avaliação clínica é realizada com base em uma escala internacional 

unificada denominada Escala Unificada para Avaliação da Doença de Huntington 

(UHDRS), que abrange a avaliação do comprometimento motor, cognitivo e 

psiquiátrico. A classificação do escore motor varia de 0 (sem anormalidades motoras 

sugestivas de DH) a 4 (anormalidade motoras > 99% devido a DH). Além disso, 

contém um questionário que avalia a capacidade funcional e independência do 

paciente, visando seu autocuidado. No exame físico, nota-se também a presença de 

sinal de Babinski positivo, indicando lesão das vias piramidais do SNC (Klempír et al., 

2006; Margolis & Ross, 2003). Exames de imagem como ressonância magnética e 

tomografia computadorizada auxiliam no diagnóstico, sendo que normalmente 

mostram atrofia estriatal simétrica, a qual pode ser detectada antes do início dos 

sintomas motores (Bates et al., 2015).    

A DH é dividida em três fases: fase pré-manifestação, prodrômica e de 

manifestação. Na fase pré-manifestação, as alterações neuropsiquiátricas, cognitivas 

e motoras são apenas subjetivas, não sendo observadas clinicamente. Essa fase 

inicia desde o nascimento até a próxima fase denominada prodrômica (Wild & Tabrizi, 

2014). A segunda fase é chamada de prodrômica, onde os sintomas e sinais clínicos 

da doença começam a aparecer de forma sutil. Os pacientes manifestam alterações 

neuropsiquiátricas como depressão, ansiedade, apatia, irritabilidade, e disfunção 

cognitiva leve, tais como déficit de aprendizagem, alteração no processamento 

sensório-perceptivo e planejamento motor, dificuldade no reconhecimento de 

emoções faciais, memória de trabalho visual e identificação de odor, além de 

dificuldades na resolução de multitarefas, necessitando maior esforço para realização 

das mesmas (Harrington et al., 2012; Wild & Tabrizi, 2014). Além disso, observa-se 

alteração na função motora, sendo que primeiramente iniciam-se movimentos 
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excessivos das extremidades do corpo e face, progredindo para coreia (Novak & 

Tabrizi, 2010; Ghosh & Tabrizi, 2018). A última fase é a de manifestação, a qual é 

subdividida em estágio inicial e tardio. No estágio inicial, a coreia fica mais evidente e 

inicia-se a distonia, ocasionando torcicolo e opistótono. Na fase tardia, as alterações 

motoras incluem bradicinesia, acinesia e rigidez. A disartria e a disfagia também estão 

presentes com a progressão da patologia. Além disso, os pacientes apresentam 

demência severa, perda de peso, distúrbio do sono, insuficiência cardíaca e disfunção 

endócrina. Na última fase da doença, a rigidez pode fazer com que o indivíduo fique 

restrito ao leito, ocasionando uma postura flexora das extremidades. O óbito desses 

pacientes decorre geralmente de complicações cardiorrespiratórias (Roos, 2010; Gil-

Mohapel & Rego, 2011; Ghosh & Tabrizi, 2018).  

O tratamento requer uma equipe multidisciplinar composta por profissionais da 

saúde de diferentes áreas como médico geral, médico especialista, nutricionista, 

enfermagem, fonoaudiólogo, terapeuta ocupacional, fisioterapeuta e psicólogo para 

aumentar a qualidade de vida do paciente, seus familiares e cuidadores. O tratamento 

pode ser farmacológico ou não farmacológico (Van Walsem et al., 2017). O tratamento 

farmacológico não reverte a doença, apenas atenua os sintomas motores e 

psiquiátricos.  Os fármacos mais utilizados atuam nos receptores ou na inibição do 

transporte de monoaminas, moduladores dos receptores GABAérgicos, antagonistas 

de receptores de glutamato, inibidores seletivos da recaptação da serotonina e toxina 

botulínica para os espasmos musculares (Müller, 2017; Ghosh & Tabrizi, 2018).  

Não existe até o momento tratamento específico que reverta ou impeça que a 

DH se manifeste. No entanto, estudos em andamento tentam reduzir a mhtt através 

de silenciamento gênico por oligonucleotídeos antisense e RNA interferente (Wild & 

Tabrizi, 2017).  

1.2. EPIDEMIOLOGIA  

A DH é considerada rara, mas a sua prevalência vem aumentando ao longo 

dos anos e é diferente pelo mundo. Manifesta-se em todas as etnias, porém é de 

ascendência europeia, preferencialmente atingindo a população caucasiana (Kay et 

al., 2017). Em um estudo de metanálise realizado por Pringsheim et al. (2012), ao 

analisar oito estudos de incidência, o autor observou que a média de incidência da DH 

é de 0,38/100.000 habitantes/ano (Pringsheim et al., 2012). Na mesma metanálise, o 

autor, ao analisar dezessete estudos de prevalência, verificou que a média da 
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prevalência da DH é de 2,71/100.000 habitantes (Pringsheim et al., 2012). A 

prevalência específica por regiões do mundo é variada. Considerando uma população 

de 100.000 habitantes, no Reino Unido, a prevalência da DH mostrou um aumento 

entre os anos de 1990 e 2013, de 5.4 para 13.5 casos, respectivamente (Evans et al., 

2013; Kay et al., 2017). Na região de Mosile, Itália, no ano de 2016 as taxas eram de 

10.85 casos para cada 100.000 habitantes (Squitieri et al., 2016; Kay et al., 2017). Na 

Alemanha, não há dados sobre a prevalência da doença desde 1987, quando 

Przuntek & Steigerwald demonstraram 4.7 casos em Francônia, enquanto que na 

Europa oriental a incidência é de 4.5-5.2 (Kay et al., 2017). Em relação à prevalência 

na América do Norte, segundo Fisher & Hayden (2014), o Canadá apresentava 13.7 

casos para cada 100.000 habitantes (Fisher & Hayden, 2014).  

Na América Latina, mais precisamente na Venezuela, onde existe o foco maior 

de casos de DH no mundo, somente no estado de Zulia, a prevalência chega a ser 10 

vezes maior comparada a europeia (Castilhos et al., 2016). Em Maracaibo, Peru, há 

700 casos por 100.000 (Castilhos et al., 2016). Já no Brasil, os dados mais recentes 

em relação à prevalência são de 2015, demonstrando que a região nordeste lidera 

com o número de casos, apresentando 72 por 100.000 habitantes. O Rio Grande do 

Sul fica na segunda posição no Brasil. Um estudo realizado no Hospital de Clínicas 

de Porto Alegre, cujo objetivo foi identificar a frequência da DH e outras desordens 

genéticas semelhantes a DH, teve a participação de 68 pacientes, sendo que desses, 

62 pacientes apresentaram a doença (Castilhos et al., 2014; Castilhos et al., 2016).  

A África apresenta poucos casos da patologia, pois na população negra as 

taxas são menores quando comparadas com a população mestiça ou branca, sendo 

0.02 e 2.18 casos para cada 100.000 pessoas, respectivamente (Rawlins et al., 2016). 

Isso mostra que a doença tem ascendência caucasiana e diferenças moleculares em 

relação à etnia. Entretanto, também se pode pensar que nesse território ocorre uma 

maior dificuldade de constatar os casos devido à assistência médica precária em 

determinadas comunidades. Na Ásia, o Japão possui a população mais estudada em 

razão dos elevados níveis de cuidados de atenção à saúde, mas é o local de menor 

incidência, apresentando taxas de apenas 0.5 casos para cada 100.000 habitantes 

(Rawlins et al., 2016; Kay et al., 2017). 

 

1.3. VIAS NEUROQUIMÍCAS ENVOLVIDAS NA DH 
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A principal característica neuropatológica da DH é uma notável 

neurodegeneração dos neurônios espinhosos médios do estriado, que compreendem 

o núcleo caudado e putamên. Com a progressão da doença, outras áreas cerebrais 

como o córtex, talámo, hipotálamo, substância nigra e núcleo subtalâmico também 

são afetados com a perda neuronal (Rubinsztein, 2002; Ramaswamy et al., 2007; 

Coppen & Roos, 2017). Estudos de neuroimagem mostram que a atrofia do estriado 

e substância branca é um biomarcador para a DH, pois aparece na fase pré-

sintomática, ou seja, antes da manifestação dos sintomas (Paulsen et al., 2008; Ross 

& Tabrizi, 2011; Scahill et al., 2013; Sepers & Raymond, 2014).  

O núcleo caudado, putamên, globo pálido, núcleo subtalâmico e substância 

nigra em conjunto são denominados de gânglios da base e/ou núcleos da base.  A 

função do estriado e dos outros núcleos da base está relacionada à seleção, 

preparação e execução do controle motor e cognitivo (Sepers & Raymond, 2014; 

Avanzino et al., 2016). A informação originada no córtex pré-motor, motor 

complementar e primário transmitida para o estriado é processada pelos gânglios 

basais por duas vias principais. A primeira via, é chamada de “direta” do estriado 

projetando-se até o globo pálido interno (GPi) e possui função de iniciar movimentos 

voluntários. Os neurônios dessa via contém como neurotransmissor principal o ácido-

gama-amino-butírico (GABA) coexistente com o neuropeptídeo P, além de expressar 

o receptor de dopamina do tipo D1 (D1R). Assim na via direta ocorre um input 

GABAérgico do estriado até a saída dos núcleos da base, projetados ao GPi. O 

caminho “indireto” do estriado é para o globo pálido externo (GPe) e atua na inibição 

dos movimentos voluntários pela inibição dos neurônios do córtex motor. Tem como 

neurotransmissor o GABA juntamente com o neuropeptídeo encefalina (ENK), alta 

expressão do receptor de dopamina do tipo D2 (D2R) e receptores de adenosina A2A 

(A2AR). Nessa via, acontece um input inibitório para o núcleo subtalâmico 

glutamatérgico, que projeta uma saída excitatória para o GPi (Sepers & Raymond, 

2014; Guitart et al., 2016; Singh-Bains et al., 2016).    

No estágio inicial da fase de manifestação da doença, os neurônios do circuito 

indireto são mais vulneráveis à degeneração e consequentemente há uma diminuição 

dos A2AR e D2R. Dessa forma, o GPe não consegue inibir o movimento voluntário, o 

que faz esse período ser marcado pela hipercinesia através da coreia (Ramaswamy 

et al., 2007). Nos estágios finais da DH, ocorre a perda neuronal da via direta, 
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produzindo sintomas motores hipocinéticos como a bradicinesia, acinesia e rigidez 

(Ramaswamy et al., 2007)  

Alguns estudos demonstraram que na DH há diminuição dos níveis de 

adenosina (ADO), na expressão dos receptores de ADO A1 e A2A, receptores de 

dopamina D1 e D2 e receptores GABAérgicos. Pacientes com DH mostram alteração 

do sistema dopaminérgico na fase pré-sintomática e também de manifestação da 

doença, sendo que no estágio inicial, a dopamina (DA) está aumentada e no estágio 

final diminuída (Kish et al., 1987; Garrett & Soares-da-Silva, 1992; Agostino et al., 

2016; Coppen & Roos, 2017; Kao et al., 2017). Ademais, tanto em pacientes quanto 

em modelo de rato transgênico da DH, observa-se uma diminuição da tirosina 

hidroxilase (TH) (Cha et al., 1998; Cepeda et al., 2014; Schwab et al., 2015).  

Por fim, evidências também sugerem que na DH há não recaptação do 

neurotransmissor glutamato da sinapse, o que leva a uma ativação excessiva dos 

receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) gerando acúmulo de Ca2+ intracelular levando 

a uma atividade inadequada do sistema glutamatérgico, desenvolvendo um papel 

essencial na excitotoxicidade neuronal presente na patologia (Beal et al., 1993; Kumar 

et al., 2010; Ribeiro et al., 2011; Weber & Backes, 2016; Ribeiro et al., 2017).  Assim, 

a neurodegeneração dos neurônios espinhosos médios do estriado envolve a 

alteração de diferentes sistemas de neurotransmissão tais como GABAérgico, 

glutamatérgico, dopaminérgico e adenosinérgico (Glass et al., 2000; Cepeda et al., 

2014; Ferrante et al., 2014).  

 

1.4. METABOLISMO ENERGÉTICO 

 

A mhtt resultante da expansão anormal do trinucleotídeo CAG na DH perturba 

diversos processos celulares, dentre eles a hemostasia, fusão e fissão da mitocôndria 

(Carmo et al., 2018). As mitocôndrias participam no processo de sobrevivência da 

célula, controlando o metabolismo energético, a apoptose e homeostase do Ca2+ 

(Damiano et al., 2010). A alteração na mitocôndria desencadeia uma cascata de 

eventos celulares, tais como: diminuição do ATP, níveis de Ca+2 anormais, aumento 

das espécies reativas de oxigênio, ocasionando estresse oxidativo, e, além disso, a 

morte celular (Kaur et al., 2017; Liot et al., 2017). Evidências indicam que a disfunção 

mitocondrial tem um papel importante na fisiopatologia da DH. Em pacientes com DH, 

a estrutura e o número de mitocôndrias são diminuídos. A proteína mhtt interage com 
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as mitocôndrias, ocasionando uma diminuição de Ca+2, os níveis de ATP são menores 

ainda na fase de pré-manifestação da doença, há uma diminuição da atividade do 

complexo mitocondrial II, III e IV, além de níveis elevados de lactato (Gu et al., 1996; 

Johri et al., 2013; Carmo et al., 2018). Corroborando com esses achados, em ratos 

transgênicos com a doença também há diminuição dos níveis de Ca+2, degeneração 

mitocondrial no estriado, número de mitocôndrias reduzidas, alteração no complexo 

II, III e IV da cadeia respiratória mitocondrial e aumento de lactato (Choo et al., 2004; 

Benchoua et al., 2006; Tsang et al., 2006; Oliveira et al., 2007; Pandey et al., 2008; 

Johri et al., 2013; Carmo et al., 2018).  

 

1.5. MODELOS ANIMAIS DA DOENÇA DE HUNTINGTON 

 

Os primeiros modelos animais da DH começaram a surgir na década de 70 (Coyle et 

al., 1977; Sanberg et al., 1978; Mason & Fibiger, 1979). O primeiro modelo 

desenvolvido utilizava ácido caínico em camundongos como agente indutor da DH 

(Coyle & Schwarz, 1976). Posteriormente, outros modelos foram estabelecidos, 

utilizando malonato, ácido quinolínico e 3-NPA. Atualmente, os modelos animais 

estabelecidos para a DH são classificados em três categorias: modelos excitotóxicos, 

modelos de toxinas mitocondriais e modelos genéticos, sendo que os dois primeiros 

são farmacológicos (tabela 1). Os modelos genéticos são os mais estudados e estão 

bem estabelecidos em camundongos e primatas (Túnez et al., 2010; Kaur et al., 2017). 

No peixe-zebra, modelo animal vertebrado, que expressa o gene htt, já foi 

estabelecido modelo genético em animais no estágio larval (Das & Rajanikant, 2014). 

Entretanto, os modelos farmacológicos também têm sido muito estudados pela fácil 

utilização, controle e aquisição de fármacos. Dentre os mais utilizados, está o 3-NPA, 

por ser um modelo farmacológico que reproduz as características bioquímicas e 

sintomatologia observadas nos pacientes com DH (Túnez et al., 2010).  

 

Tabela 1. Modelos animais da Doença de Huntington 
 

Modelo de indução 
da DH 

Alteração 
bioquímica 

Alteração 
patológica 

Fenótipo 
(sinais/sintomas) de 

DH 

Referências 

 
Toxina mitocondrial 
(3-NPA e malonato) 

Inibição da SDH; 
diminuição na 

produção de ATP e 
estresse oxidativo. 

 
Atrofia, necrose e 

inflamação do 
estriado. 

Movimentos em 
círculo, diminuição da 

atividade motora, 
distonia, déficit 

cognitivo e diminuição 
de peso. 

Borlongan et 
al., 1997; 

Kumar et al., 
2010; 

Suganya & 
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Sumathi, 
2017. 

Excitotóxicos  
(ácido caínico e 

ácido quinolínico) 

Ativação excessiva 
dos receptores 

NMDA, aumento da 
concentração 

intracelular de Ca2+ e 
estresse oxidativo. 

 
Morte neuronal 

específica com o 
local da lesão. 

 
Hiperatividade, 

discinesia e déficit de 
memória.  

McGeer et 
al., 1982; 
Lelos & 
Dunnett, 

2018. 

 
Genéticos 

(transgênicos, 
knouck-in/out) 

 
Expansão ou delação 
da CAG e agregação 

da proteína htt 

 
Atrofia do estriado e 

dismorfia dos 
neurônios médios 

espinhosos. 

Diminuição da 
atividade locomotora, 
distúrbio de marcha, 
tremores, redução da 
força muscular, déficit 

de memória e 
aprendizado e 

comportamento tipo 
depressivo. 

 
Rangel-

Barajas & 
Rebec, 2018 

3-NPA: ácido-3-nitropropiônico; ATP: adenosina trifosfato; CAG: citosina-adenina-
guanina; Ca2+: cálcio; htt: huntingtina; NMDA: n-metil-d-aspartato; SDH: succinato 
desidrogenase.   

 

O 3-NPA é uma toxina natural que pode ser extraída a partir de fungos e 

plantas. É um inibidor irreversível da enzima succinato desidrogenase (SDH) do 

complexo II mitocondrial da cadeia respiratória, capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica. O complexo II faz parte do ciclo de Krebs responsável pela 

oxidação do succinato a fumarato e uma entrada para os elétrons ao nível do ubiquinol 

(Túnez et al., 2010; Kaur et al., 2017). O 3-NPA tem estrutura química semelhante ao 

succinato, sendo assim capaz de inibir o ciclo de Krebs. A inibição da SDH interfere 

no transporte de elétrons e fosforilação oxidativa da mitocôndria, desencadeando uma 

cascata de eventos tais como deficiência energética da célula, formação de espécies 

reativas de oxigênio (ERO’s) e excitotoxicidade, as quais conduzem a morte celular 

(Colle et al., 2012). De acordo com Bak et al. (2016), a administração de inibidores do 

complexo mitocondrial II induz a perda neuronal seletiva do estriado combinada a 

déficits comportamentais (Bak et al., 2016). Além disso, tem sido relatado que a 

disfunção mitocondrial, redução de ATP, sobrecarga de Ca2+ e estresse oxidativo 

estão envolvidos na morte neuronal ocasionada pelo 3-NPA (Kim & Chan, 2001; Bak 

et al., 2016; Kaur et al., 2017).   

Em humanos, a ingestão acidental do 3-NPA ocasionou sintomas motores e 

comportamentais semelhantes à DH, tais como: rigidez, distonia, perda de peso, além 

de lesão bilateral no putâmen e globo pálido (Ludolph et al., 1991; Ming, 1995).  Em 

roedores, o modelo de 3-NPA mimetiza os sintomas da DH, tais como ataxia, 

movimentos coreiformes, demência, bradicinesia, fraqueza muscular, rigidez entre 

outros (Kim et al., 2000; Fernagut et al., 2002). A grande vantagem desse modelo em 
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relação aos outros é que ocorrem lesões bilaterais estriatais, tal como acontece na 

DH (Tariq et al., 2005). Em ratos, a administração de 3-NPA aumentou os níveis de 

lactato, ocasionou disfunção mitocondrial, produziu ERO’s e consequente 

excitotoxicidade (Kumar et al., 2010; Kaur et al., 2017). Entretanto, a toxicidade do 3-

NPA pode variar entre as espécies. A administração sistêmica aguda por injeção 

intraperitoneal (i.p) em roedores com uma única injeção leva a degeneração do 

estriado em horas. Os tratamentos subagudos consistem de mais de uma injeção e 

os crônicos de um período de 5 dias até 4 semanas. Os sintomas vistos nos animais 

depois da administração aguda são diminuição da atividade motora, que pode ser 

seguida de episódios de hiperatividade e movimentos anormais, tais como: tremores, 

movimentos de cabeça, rigidez, elevação de cauda e movimentos em círculo. Já na 

dose crônica, o padrão observado é hipercinesia, seguido de bradicinesia (Ludolph et 

al., 1991; Brouillet et al., 1998; Brouillet et al., 2005; Túnez et al., 2010). Logo, este 

modelo reproduz tanto os sintomas da fase precoce quanto da fase avançada da 

patologia. 

 

1.6. PEIXE-ZEBRA 

 

O Danio rerio mais popularmente conhecido como peixe-zebra ou zebrafish, é 

um pequeno teleósteo (3-4 cm) de água doce, que foi descrito em 1822 por Francis 

Hamilton. Entretanto, somente em 1970, década que entrava a fase geneticista, 

George Streisinger, observou que essa espécie poderia tornar-se um ótimo modelo 

animal para estudos de doenças (Das & Rajanikant, 2014). Atualmente, o peixe-zebra 

vem sendo muito utilizado como modelo animal para estudo da biologia do 

desenvolvimento, comportamento, mecanismos relacionados a doenças humanas e 

em pesquisas em neurociências (Flinn et al., 2008; Xi et al., 2011; Fontana et al., 

2018).  A utilização do peixe-zebra como modelo animal apresenta algumas 

vantagens em relação a outros modelos animais, tais como: baixo custo, necessita 

pouco espaço para manutenção, rápido desenvolvimento e progênie grande, possuem 

embriões transparentes, os animais são facilmente visualizados e manipulados 

(Sloman et al., 2003; Xi et al., 2011), além de apresentarem uma alta sensibilidade a 

fármacos e um rápido metabolismo (Goldsmith, 2004), assim aderindo aos princípios 

da pesquisa translacional: substituição, refinamento e redução (Fontana et al., 2018).  
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Esta espécie possui o genoma totalmente sequenciado, apresentando elevada 

similaridade, com cerca de 80% dos genes relacionados a doenças em humanos 

(Howe et al., 2013). Por isso, permite uma compreensão de diferentes patologias 

humanas, dentre elas as doenças neurodegenerativas, as quais têm sido amplamente 

estudadas nestes animais (Bortolotto et al., 2014; Das & Rajanikant, 2014; Nery et al., 

2014; Bortolotto et al., 2015). O SNC do peixe-zebra é bem caracterizado, 

apresentando sistemas de neurotransmissão tais como purinérgico, colinérgico e 

dopaminérgico (Rico et al., 2011).  

A anatomia do peixe-zebra é conservada evolutivamente em relação aos 

humanos. A formação do SNC começa em torno de 6 horas pós-fertilização (hpf), 

sendo que com 10 hpf as estruturas cerebrais já podem ser identificadas (Vaz et al., 

2019). Aos 3 dias pós-fertilização (dpf) começa o desenvolvimento da barreira 

hematoencefálica (Vaz et al., 2018). Estruturalmente o cérebro do peixe-zebra divide-

se em prosencéfalo, onde está localizado o diencéfalo e telencéfalo; mesencéfalo e 

rombencéfalo (Ullmann et al., 2010). O diencéfalo é composto pelo pálio, subpálio e 

bulbo olfatório, enquanto o telencéfalo pelo tálamo, pineal e habênula. Essas 

estruturas tem a função controlar o comportamento social, memória e emoção, ritmo 

circadiano e estado de atenção (Shinozuka & Watanabe, 2004; Mueller, 2012; Stednitz 

et al., 2018). Especificamente em relação ao pálio e subpálido, estudos mostram que 

a primeira região se correlaciona com os gânglios basais em humanos, e a segunda 

com o hipocampo e amigdala (Wullimann, 2009; Cheng et al., 2014; Vaz et al., 2019). 

As principais estruturas do mesencéfalo do peixe-zebra são o teto óptico e tegmento, 

responsáveis pela visão, audição e motivação/recompensa (Korzh, 2017; Vaz et al., 

2019). No rombencéfalo localiza-se o cerebelo, que tem a função de controle motor, 

aprendizado e processamento de estímulos sensoriais (Lalonde & Botez, 1990; Vaz 

et al., 2019).  

O peixe-zebra apresenta um repertório comportamental complexo tendo 

resposta fisiológica para o estresse, comportamento social e cognitivo (Das & 

Rajanikant, 2014). Diversos estudos já foram desenvolvidos, avaliando as 

características comportamentais do peixe-zebra como análise da atividade 

locomotora, agressividade, interação social e aprendizado (Zimmermann et al., 2016; 

Altenhofen et al., 2017; Rambo et al., 2017).  

Considerando que a DH é fatal, comprometendo severamente as atividades de 

vida diárias e qualidade de vida dos pacientes, familiares e cuidadores e que os 
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mecanismos bioquímicos e moleculares pelos quais a doença ocorre precisam ainda 

ser elucidados, torna-se de extrema importância o desenvolvimento de modelos 

animais complementares ao modelos já existentes e que mimetizem a DH para 

aumentar a compreensão da sua fisiopatologia. Assim, nesse contexto, o peixe-zebra 

é um um excelente animal para o estudo da DH em diferentes etapas de 

desenvolvimento e pode auxiliar no desenvolvimento de abordagens terapêuticas. 
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2. OBJETIVOS   

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da exposição ao 3-NPA sobre parâmetros comportamentais em 

peixe-zebra no estágio larval e adulto, a fim de estabelecer o modelo da Doença de 

Huntington nesta espécie. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar o efeito do 3-NPA na taxa de sobrevivência, morfologia e 

comportamento exploratório de larvas de peixe-zebra. 

- Avaliar o efeito crônico do 3-NPA na atividade locomotora, cognição, 

agressividade e interação social em peixe-zebra adultos. 
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Abstract 

Long-term treatment with 3-nitropropionic acid (3-NPA), a toxin derived from plants 

and fungi, can reproduce symptoms and biochemical characteristics of Huntington’s 

disease (HD). Here we evaluated the effects of 3-NPA on the behavioral responses of 

zebrafish larvae and adults. Larvae exposed to 3-NPA for 7 days had an increase in 

heart rate at 0.1, 0.2 and 0.5 mM at 2- and 5-days post fertilization (dpf) and a decrease 

in ocular distance at 0.05 mM. However, 3-NPA did not alter the locomotor parameters. 

Adult zebrafish received an i.p. injection of 10, 20 or 60 mg/kg of 3-NPA every 96 hours 

for a total of seven injections. The treatment with 3-NPA at 60 mg/kg decreased the 

distance traveled at all time points, except at day 9 and caused a decrease in the 

velocity at day 25 only. In contrast, 10 and 20 mg/kg 3-NPA treated fish demonstrated 

a decrease in the distance traveled at day 1, 5, 9, 25 and 29 and day 1, 13 and 25, 

respectively. No changes were observed in anxiety-like behavior and social interaction 

between 3-NPA-exposed animals and the control group. However, the group exposed 

to 3-NPA at 60 mg/kg showed a decrease in aggression and had long-term memory 

impairment in the inhibitory avoidance task. These results demonstrated that exposure 

to 3-NPA induces morphological and cardiac physiological alterations in zebrafish 

larvae. In addition, our study establishes a new animal model to study HD-associated 

symptoms in zebrafish that have been submited to long-term treatment with 3-NPA. 

Keywords: locomotion; 3-nitropropionic acid; Huntington´s disease; memory; zebrafish 
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1. Introduction 

 

Huntington’s disease (HD) is an inherited neurodegenerative disorder, which is 

fatal and autosomal dominant, and it is caused by a CAG triplet repeat expansion in 

the huntingtin (htt) protein. It is characterized by progressive motor dysfunction 

(chorea, bradykinesia and dystonia), psychiatric disturbance and cognitive decline. 

Generally, this disease affects adults of around 40 years of age and HD also causes 

severe metabolic symptoms, such as weight loss, cardiac dysfunction, insulin 

resistance and others (Blum et al., 2018; Croce & Yamamoto, 2018; Dufour & McBride, 

2018; Mason et al., 2018). It is estimated that the mean global prevalence is that 5 in 

100,000 people will develop HD (Baig et al., 2016; Illarioshkin et al., 2018). Multiple 

brain regions, such as the cerebral cortex, thalamus, subthalamic nucleus, globus 

pallidus, substantia nigra and hypothalamus present with neurodegeneration, but the 

hallmark of the disease is the pronounced neuronal loss in the striatum (caudate 

nucleus and putamen) (Rubinsztein, 2002; Ramaswamy et al., 2007; Coppen & Roos, 

2017).  

The remarkable anatomical and physiological similarities between humans and 

animals allow researchers to investigate a large range of mechanisms and develop 

novel therapies using animal models before applying their discoveries to humans. The 

animal models of HD include approaches ranging from pharmacological-induced 

models to refined strategies to develop genetically-modified experimental animals 

(Kaur et al., 2017). 

The great advantage of the pharmacological models of HD is their ease of use, 

control and acquisition of drugs able to induce HD-like symptoms. Among them, the 

most used is 3-nitropropionic acid (3-NPA), a natural toxin produced by fungi and 

plants. This toxin promotes the irreversible inhibition of the enzyme mitochondrial 
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succinate dehydrogenase (SDH) of mitochondrial complex II and III of the respiratory 

chain being able to cross the blood-brain barrier (BBB) (Brouillet et al., 1999; Túnez & 

Santamaría, 2009; Túnez et al., 2010; Kaur et al., 2017).  

Several studies have shown that there is a decrease in mitochondria, calcium, 

ATP and mitochondrial complex II, III and IV activity in the striatum of HD patients (Gu 

et al., 1996; Johri et al., 2013; Carmo et al., 2018). Accidental ingestion of 3-NPA in 

humans causes cell death in the bilateral putamen and caudate nucleus and motor 

impairment presenting as dystonia, involuntary spasms and facial grimaces (Ludolph 

et al., 1995; Ming et al., 1995). In rodents, acute and chronic treatment with 3-NPA 

mimics the motor symptoms and cellular alterations of the HD presenting as ataxia, 

choreiform movements, insanity, bradykinesia, muscle weakness, rigidity, weight loss, 

SDH inhibition, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, among others (Kim et al., 

2000; Fernagut et al., 2002; Bortolatto et al., 2017; Kaur et al., 2017).  

In this context, the zebrafish is becoming an excellent animal model for studying 

and developing neurodegenerative disease models due to their numerous advantages 

over other animal models such as: low cost; fast development and large progenies; 

genetics and physiology with a high similarity to humans, a central nervous system 

(CNS) well characterized and the BBB developed until 3 dpf (Goldsmith, 2004; Rico et 

al., 2011; Howe et al., 2013; Kalueff et al., 2014; Fontana et al., 2018; Vaz et al., 2018). 

In addition, the behavioral repertoire of this species associated with its high drug 

sensitivity has permitted the use of zebrafish as a platform for mechanistic and 

therapeutic research (Stewart et al., 2014; Da Silva et al., 2015; Baxendale et al., 

2017).  

In this sense, the present study evaluated the effects of 3-NPA on the behavioral 

responses of zerbrafish (Danio rerio) in larval and adult stages. Thus, the action of this 
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compound on morphology, exploratory behavior, aggression, social interaction and 

cognition was investigated, observing that 3-NPA induces toxic effects in this species. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Animals 

Embryos and larvae (0-14 days post-fertilization (dpf)) and adult stage animals 

(6-14 months, 0.2-0.4 g), wild-type Danio rerio, from the AB background were used. 

Animals were obtained from our breeding colony and maintained in recirculating 

systems (Zebtec, Tecniplast, Italy) with equilibrated filtered water to reach the species 

standard temperature (28 °C ± 2 °C), pH (7.0 and 7.5), conductivity (300-700 μS) and 

ammonia (<0.02 mg/L), nitrite (<1 mg/L), nitrate (<50 mg/L) and chloride (0 mg/L) 

levels. Animals were subjected to a light/dark cycle of 14/10 hours, respectively. 

Animals received paramecium between 6 and 14 dpf and after 14 dpf, they received 

commercial flakes (TetraMin Tropical Flake Fish®) three times a day that were 

supplemented with brine shrimp (Westerfield, 2000).  

For breeding, females and males (1:2) were placed in breeding tanks 

(Tecniplas, Italy) overnight that were separated by a transparent barrier, which was 

removed after lights went on the following morning. For the experiments with larvae, 

the embryos were collected, sanitized and subjected to the treatment. For the 

experiments with adult animals, the embryos were collected and maintained for up to 

7 dpf at a density of one larva per 7 mL in Petri dishes in a biochemical oxygen demand 

(BOD) incubator. They were immediately transferred to a tank in the recirculation 

system with a density of one larva per 60 mL. When the animals reached 30 dpf, they 

were maintained at a density of one animal per 200 mL until adulthood. All protocols 
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were approved by the Animal Care Committee of the Pontifical Catholic University of 

Rio Grande do Sul (8024- CEUA- PUCRS). This study was registered in the Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional Associado - 

SISGEN (Protocol No. A3B073D). 

 

2.2. Treatments  

 

2.2.1. Larvae Treatment 

Embryos were placed in Petri dishes (60x16 mm) and subjected to 3-NPA 

(O2N(CH2)CO2H; 3-Nitropropionic-acid; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) treatment at a 

concentration of 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 and 2.0 mM (Colle et al., 2012; 2013) 

diluted in water for 7 dpf (2 hours post fertilization (hpf) to 7 dpf) (Fig. 1a) without 

changes of the medium. The control group was exposed to water and maintained the 

same conditions than the treatment group. The pH of the solution was adjusted 

between 7.2 and 7.6 with sodium hydroxide (NaOH) and was verified daily. From 7 dpf 

to 14 dpf the animals only remained in the water and the medium was changed daily. 

Animals were monitored daily for survival as determined by the presence of a heartbeat 

visualized using an inverted stereomicroscope (Nikon, Melville, EUA). 

 

2.2.2. Adult Animals Treatment  

Adult animals, both sexes, aged between 6 and 14 months, received, via 

intraperitoneal (i.p), 7 injections of 3-NPA or saline (vehicle- control group) every 96 

hours (Fig. 1b). Prior to injection, the animals were anesthetized by immersion in 250 

mg/L tricaine solution until the animal showed a lack of motor coordination and a 

reduced respiration rate. The animals received an i.p injection of 3-NPA at doses of 
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10, 20 or 60 mg/kg (Túnez et al., 2010) or saline (vehicle- control group) in a volume 

of 10 µL. After the injection the animals were placed in a tank with a highly aerated 

recirculation system to facilitate their recovery from anesthesia. After recovery the 

animals returned to their house tank. Intraperitoneal injections were conducted using 

a 3/10-mL U-100 BD Ultra- Fine™ Short Insulin Syringe 8 mm (5/16 in) × 31 G Short 

Needle (Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA).   

 

2.3. Larvae analysis  

 

2.3.1. Heartbeat  

Animals were analyzed for their heartbeat rate. This measurement was carried 

out at 2 and 5 dpf using a stereomicroscope. Treated larvae and the controls were 

placed in 96 well plates (one larvae per plate) and their heart rates were monitored for 

60 seconds (n=30). For all groups, water or treatment temperature was kept stable at 

28 °C by a thermoplate coupled to the stereomicroscope.  

 

2.3.2. Morphological evaluation  

Morphological evaluation was performed by monitoring morphological defects 

using a stereomicroscope (3 x) at 5 dpf (n=30). Body length (μm), ocular distance (μm) 

and surface area of the eyes (μm2) were evaluated using NIS-Elements D software for 

Windows 3.2 (Nikon Instruments Inc, Melville, USA). The animals were placed in the 

dorsal position in 96 well plates (one larvae per plate). Body length was estimated 

using the method described by Capiotti et al. (2011) with modifications; the distance 

from the larvae mouth to the pigmented tip of the tail was measured. The ocular 

distance was evaluated by the distance between the inner edge of the two eyes (similar 
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to the inner intercanthal distance in humans) and the size of the eyes was determined 

by measuring the surface area of the eyes (Lutte et al., 2015).   

 

2.3.3. Exploratory behavior  

The exploratory behavior of the larvae was based on the study by Altenhofen et 

al. (2017) and evaluated at 7, 10 and 14 dpf (n=20). The experiments were performed 

in a temperature-controlled room (27 °C ± 2 °C) between 1 p.m – 5 p.m. Each larva 

was placed individually in a 24 well cell culture plate containing 2 mL of water per well, 

for a 5 min session of exploratory behavior analysis following 1 min of acclimatization 

(Colwill & Creton, 2011). The performance was video recorded for automated analysis 

using the EthoVision XT software (version 11.5, Noldus). Total distance travelled (m) 

and velocity (m/s, ratio between distance travelled and movement) were considered 

as the parameters of exploration of the new environment. The time spent outside the 

area (s) and the turn angle (°) were determined for evaluation of behavior related to 

anxiety/fear and erratic movements, respectively. The parameter movement were 

defined as the period which the zebrafish exceeded the start velocity defined of 0.06 

cm/s and remained moving until the stop velocity defined in 0.01 cm/s (Mahmood et 

al., 2013).  

 

2.4. Adults analysis  

 

2.4.1. Novel tank test  

Twenty-four hours after each injection (1st, 5th, 9th, 13th, 17th, 21st, 25th days) and 

120 hours (29th day) after the last injection the exploratory behavior of each animal 

was measured (n=20).The experiments were performed in a temperature-controlled 
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room (27 °C ± 2 °C) between 8:30 a.m. – 12 p.m. The animals were placed individually 

in experimental tanks (30 cm length x 15 cm height x 10 cm width). After 60 s of 

habituation, their locomotor behavior was recorded for 5 min (Gerlai et al., 2000) for 

subsequent analysis with the EthoVision XT software (version 11.5, Noldus). The 

behavioral parameters analyzed were: distance travelled (m), velocity (m/s, ratio 

between distance travelled and movement), time spent in upper zone (s) and turn angle 

(°). The time spent in the upper zone is an indicative of anxiolytic/depression-like 

behavior, since when introduced into a new environment zebrafish tend to spend more 

time at the bottom of the tank, until gradually moving to the upper zone after a few 

minutes (Levin et al., 2007). The parameter movement were defined as the period 

which the zebrafish exceeded the start velocity defined of 0.6 cm/s and remained 

moving until the stop velocity defined in 0.59 cm/s (Tran et al., 2016).  

 

2.4.2. Social interaction 

The zebrafish is a schooling fish that may exhibit preference for its conspecifics 

under certain circumstances. Adult social interaction was evaluated at the end of the 

29 days of treatment (n=20) between 8:30 a.m – 12.00 p.m. Each fish was individually 

placed in an experimental tank (30 cm x 15 cm x 10 cm, length x height x width). On 

one side of the experimental tank, an empty fish tank was placed; on the other side, a 

identically sized tank held 15 zebrafish, which were designated the “stimulus fish”. The 

fish undergoing evaluation was allowed to acclimatize to the experimental tank for a 

30 s period, after which its behavior was video recorded over a period of 5 min for 

subsequent analysis with EthoVision XT (version 11.5, Noldus) according to the study 

by Gerlai et al. (2000). To quantify fish preference between the “stimulus fish” side of 

their tank in detriment of the empty tank, the experimental tank was virtually divided 
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into four equal sections. The zones 1 and 2 of the tank correspond to the segments 

closer to the conspecific school and the zones 3 and 4 were considered as the 

segments closer to the empty tank. The amount of time the experimental fish spent in 

each zone was measured during the 5 min.  

 

2.4.3. Aggression test 

After the social interaction analysis, aggressive behavior was evaluated at the 

end of the 29 days of treatment in adult animals (n=20) between 8:30 a.m. – 12.00 

p.m. The mirror test was used to measure aggression according to the procedure 

described by Gerlai et al. (2000) with modifications. Each fish was individually placed 

in an experimental tank (30 cm x 15 cm x 10 cm, length x height x width). A mirror (45 

cm x 38 cm) was placed at the side of the tank at an angle of 22.5° to the back wall of 

the tank so that the left vertical edge of the mirror touched the side of the tanks and 

the right edge was further away. Thus, when the experimental fish swam to the left 

side of the tank, their mirror image appeared closer to them. After 1 min of 

acclimatization, a 5-min session was recorded for subsequent quantification of 

aggression with EthoVision XT (version 11.5, Noldus). Virtual vertical lines were used 

to divide the tank into four sections and allowed the researchers to record the number 

of entries the fish made into each section. Entry to the left-most segment indicated a 

preference for proximity to the “opponent”, whereas entry to the right-most segments 

implied avoidance. The amount of time the experimental fish spent in each segment 

was measured. We also evaluated the number of bites against the mirror image as an 

aggression parameter. The video-tracking data were then used to determine the 

relevant measures through detecting animals by looking at the between them and the 

background of the apparatus.  
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2.4.4. Inhibitory avoidance task 

To assess whether 3-NPA could impair memory in adult animals, we carried out 

an inhibitory avoidance test at the end (29 days) of long-term treatment (n=10) between 

9:00 a.m. – 12 p.m. (Blank et al., 2009; Nabinger et al., 2018). There were two 

sessions, training and test, with a 24 h interval between them. In each session, animals 

were placed individually in an experimental tank (18 cm long x 9 cm wide x 7 cm high) 

with water, divided by a guillotine door into two compartments of equal size, one black 

(right side) and one white (left side). During the training session, the animal was placed 

in the white compartment with the door closed for one minute for habituation and 

environment recognition. After this period, the division was lifted. Once the animal 

crossed into the black side of the tank, the guillotine door was closed again and through 

of two electrodes attached to an 08,8 V stimulator was administered a final shock pulse 

of 3 ± 0.2 V AC (intensity measured between electrodes and the center of the dark 

compartment) for five seconds. The animal was removed from the apparatus and 

returned to its housing tank with only water for 24 h until the test session, which 

consisted of the same protocol as the training session, but without the electric shock. 

The latency to enter the black compartment during each session was measured and 

the expected increase in the test session was used as an index of memory retention. 

A 180 s celling was imposed on test session latency measurements.  

 

2.4.5. Statistical analysis 

The data were presented as the mean ± standard error of the mean (S.E.M), 

except for larval survival that was presented as percentages. Larval survival during the 

14 experimental days was analyzed by Kaplan-Meier analysis. Data from heart rate, 
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morphological evaluation and locomotor parameters in larvae were evaluated by a 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post-hoc comparisons using 

Tukey’s test. Exploratory behavior data from adults were analyzed with a two-way 

ANOVA followed by post-hoc comparisons using Bonferroni corrections. Social 

interaction and aggression data from adults were evaluated by a one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by post-hoc comparisons using Tukey’s test. Inhibitory 

avoidance training and test latencies for each group were compared using the Mann-

Whitney U matched pairs test. The latencies of multiple groups were compared using 

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests. For all comparisons, the significance level 

was set at p < 0.05.  

 

3. Results 

3.1. 3-NPA exposure in zebrafish larvae 

 

3.1.1. Survival  

We investigated the effect of 3-NPA on survival until 14 dpf from the beginning 

of the exposure. Data for survival evaluation were analyzed using the Kaplan-Meier 

survival test. Exposure to 3-NPA was associated with a decrease in larval survival rate 

when all groups were compared (p < 0.0001, n = 50). Larvae survival for the control 

group at the end of the experiment, 14th day was 96%. However, decreased survival 

rate was observed at 14th day in animals exposed to 3-NPA at concentrations of 0.01 

(68%, p < 0.0004), 0.05 (72%, p < 0.0014), 0.1 (74%, 0.0028), 0.2 (68%, p < 0.0004) 

and 0.5 (54%, p < 0.0001) mM. Moreover, animals exposed to concentrations of 1.0 

(0%, p < 0.0001) and 2.0 (0%, p < 0.0001) mM died over the 7th and 5th day of 

observation, respectively with a survival percentage of 0%. Therefore, these 
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concentrations were excluded from the study. So, all groups exposed to 3-NPA 

showed significant differences from the control (96%) at the end of the experiment (14 

days). (Fig. 2). 

 

3.1.2. Heartbeat rate  

The measure of heartbeat rate was performed at 2 (Fig. 3a) and 5 dpf (Fig. 3b). 

At 2 dpf, embryos exposed to 0.2 and 0.5 mM 3-NPA had an increased heart rate 

compared to unexposed controls, whereas at 5 dpf, larvae exposed to 0.1, 0.2 and 0.5 

mM 3-NPA had an increased heart rate(F (5,174) = 4.051; p < 0.05 at 2 dpf; F (5,169) = 

4.255; p < 0.01 at 5 dpf). 

 

3.1.3. Morphology 

The teratogenicity effect of 3-NPA on the morphology of larvae were evaluated 

at 5 dpf. There were no differences in body length and eye surface area between the 

control and the 3-NPA exposed groups (F (5,173) = 1.589; p= 0.1656; F (5,172) = 1.528; p= 

0.1833) (Fig. 4a and Fig. 4c). However, there were significant decreases in ocular 

distance at concentrations 0.01 and 0.05 mM when compared with the control group 

(F (5,173) = 4.224; p < 0.05) (Fig. 4b). 

 

3.1.4. Exploratory behavior  

The exploratory behavior of the larvae was examined at 7, 10 and 14 dpf to 

determine whether 3-NPA exposure could alter larvae locomotion and orientation. 

There were no differences in distance traveled (Fig. 5a), velocity (Fig. 5b), time spent 

outside area (Fig. 5c) and absolute turn angle (Fig. 5d) at all these ages.  
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3.2. 3-NPA treatment in adult zebrafish  

 

3.2.1. Novel tank test 

The behavior pattern of adult animals was analyzed after 29 days of treatment 

(at eight different time’s 1st, 5th, 9th, 13th, 17th, 21st, 25th and 29th days) and was 

measured 24 h after each i.p. injection. All concentrations resulted in a marked 

alteration in the locomotion pattern of the exposed zebrafish compared to the controls 

(Fig. 6). The total distance traveled at a dose of 60 mg/kg of 3-NPA was decreased at 

all time points (except at day 9) when compared with the control group (F (3,608) =56.24; 

p < 0.001). In contrast, fish treated with 3-NPA at 10 mg/kg and 20 mg/kg demonstrated 

a difference in the distance travelled at day 1, 5, 9, 25 and 29 (F (3,608) =56.24; p < 0.05) 

and day 1, 13 and 25 (F (3,608) =56.24; p < 0.05), respectively (Fig. 6a). Furthermore, 

treatment with 3-NPA at a dose of 60 mg/kg demonstrated a decrease in velocity only 

at day 25 when compared with the control group (F (3,608) =8.073; p < 0.05) (Fig. 6b). 

In order to observe the index of anxiety, we evaluated the time the fish spent in the 

upper zone of the tank. As illustrated in Figure 6c, there were no significant differences 

in the time spent in the upper zone among the 3-NPA treated groups at any timepoint 

when compared with the control group. Another locomotor parameter analyzed was 

the absolute turn angle. Zebrafish exposed to 3-NPA showed significant changes in 

the absolute turn angle at doses of 20 mg/kg and 60 mg/kg at day 5 when compared 

with the control group (F (3,605) =5.584; p < 0.05; Fig. 6d, Table 1).  

 

3.2.2. Social interaction 
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The treatment with 3-NPA at all doses analyzed did not induce any social 

interaction deficit in zebrafish and all treated animals presented the same preference 

for the stimulus area as their respective controls (Fig. 7).  

 

3.2.3. Aggression 

Treatment with 3-NPA significantly impacted on behavior as evaluated by the 

time spent in the segment nearest to the mirror image. Our results showed that treated 

animals at a dose of 60 mg/kg visited the segment nearest to the mirror fewer times (F 

(3,76) =7.688; p<0.01; Fig. 8a). However, there were no differences at doses of 10 mg/kg 

and 20 mg/kg when compared with the control group. Moreover, the treated animals 

at a dose of 20 (p<0.05; Fig. 8b) and 60 mg/kg (p<0.01; Fig. 8b) showed significant 

decrease in the bites episodes when compared in the control group  

 

3.2.4. Inhibitory avoidance task 

The effects of treatment with 3-NPA on long-term memory were analyzed in 

zebrafish. It was found that 3-NPA treatment significantly impaired inhibitory avoidance 

long-term memory at a dose of 60 mg/kg compared to the control group (p < 0.05; Fig. 

9).  

4. Discussion 

This study observed that exposure to 3-NPA caused morphological and 

physiological alterations in the zebrafish larvae. When the adult animals were exposed 

to 3-NPA, a decrease in locomotor activity and aggressive behavior as well as 

impairment in the long-term memory in the inhibitory avoidance task was observed. To 
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the best of our knowledge, this is the first study to demonstrate the toxic effects of 3-

NPA in morphological and behavioral parameters in zebrafish larvae and adults.  

Our findings demonstrated that larvae exposed to the two higher concentrations 

of 3-NPA had a mortality rate of 100% at 7 dpf of the treatment. Studies have 

demonstrated that 3-NPA concentrations between 0.3 and 10 mM caused high cellular 

mortality and important biochemical changes (Ryu et al., 2003; Vish et al., 2004; Colle 

et al., 2018). Ryu et al. (2003) and Colle et al. (2012) observed in their in vitro studies 

that 3-NPA treatment in the concentrations at 1, 5 and 10 mM and 0.5 and 1 mM, 

respectively, reduced viability and increased cell death (Ryu et al., 2003; Colle et al., 

2012). In a recent study, Colle et al. (2018) observed that concentrations at 0.3, 1, 3 

and 10 mM 3-NPA caused a significant decrease on the viability in culture of cortical 

neurons obtained from mouse and an increase in the cell mortality (Colle et al., 2018). 

Vis et al. (2004) found that when cortical cells from mice were exposed to 3-NPA at 

concentrations of 50, 100, 250 and 500 µM for 24 h showed an increase in lactate 

dehydrogenase activity at 250 and 500 µM, and a dose-dependent increase of lactate 

and a decrease of pyruvate at all concentrations when compared to the control (Vish 

et al., 2004). These findings demonstrate the harmful potential of 3-NPA since 

concentrations lower than those used in our study are able to alter the biochemical 

machinery in cell culture.  

In humans, although HD is primarily a neurological disease, it also affects 

several systems of the human body, including the cardiovascular system (Bellosta 

Diago et al., 2018). Cardiac alterations are observed in patients with HD both in the 

early and late stages of pathology (Kobal et al., 2017; Critchley et al., 2018). Previous 

studies on transgenic animal models of HD corroborate that there is cardiac 

dysfunction in HD (Mihm et al., 2007; Kiriazis et al., 2012; Mielcarek et al., 2014). In 
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the present study, we observed that larvae treated with 3-NPA at concentrations 0.1, 

0.2 and 0.5 mM showed an increased heartbeat rate at 2 and 5 dpf. Moreira (2017), 

when checking the effects of 3-NPA on intrinsic innervation of the heart in mice, found 

an increase in heart rate when compared with the control group (Moreira, 2017). The 

mechanisms underlying the cardiotoxicity of 3-NPA can involve inhibition of oxygen 

consumption and reduction of ATP, oxidative damage caused by increased oxidized 

proteins, lipid peroxidation and the consequent generation of reactive oxygen species 

in cardiac cells (Castillo et al., 1993, Lopez et al., 1998; Milutinovic & Zorc-Plskovic, 

2012; Silva-Palacios et al., 2017). 

Importantly, we also observed that 3-NPA causes small morphological 

alterations in zebrafish larvae. The findings showed that 3-NPA at the concentration of 

0.05 mM induced a decrease in the ocular distance, when analyzed at 5 dpf. However, 

this mycotoxin did not alter body length and the surface area of the eyes. A genetic 

model of HD has shown numerous morphological changes in the zebrafish larvae. 

Lumsden et al. (2007) and Diekmann et al. (2009) observed that the huntingtin-

deficient zebrafish larvae had a remarkably smaller head and eyes in relation to the 

control group (Lumsden et al., 2007; Diekamnn et al., 2009). Studies have also shown 

that 3-NPA-like mycotoxins may cause morphological changes in zebrafish larvae. It 

has been observed that exposure to the mycotoxin ochratoxin A (OTA) decreased the 

growth of the animal, and it also caused craniofacial deformity and curvatures in the 

body (Haq et al., 2016, Kherzi et al., 2018). 

Toxins, such as paraquat and mitoparaquat, that affect the mitochondrial 

complex, may alter exploratory parameters in zebrafish larvae (Wang et al., 2018; 

Pinho et al., 2019). In contrast to these studies, we demonstrated that 3-NPA exposure 

did not alter the behavioral parameters of the zebrafish larvae. Kotlar et al. (2017) also 
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observed that 3-NPA at concentrations at 1 and 10 mM was not able to alter locomotion 

in animals, when comparing the toxic effects of quinolinic acid and 3-NPA on the animal 

model of C elegans (Kotlar et al., 2017). Because 3-NPA is a toxin that has an effect 

on energy metabolism, it was expected to have an effect on the locomotor activity of 

zebrafish larvae. This unexpected effect of 3-NPA, in which there are no changes in 

locomotor parameters, may be due to the fact that adaptive responses to energy 

decrease occur at this stage of development.  

In patients in the manifestation phase of HD, locomotor changes are observed 

in the initial stage with a pattern of hyperkinesia and in the late stage, bradykinesia 

(Ghosh & Tabrizi, 2018). He et al. (1995) and Ming (1995) reported, for the first time, 

human intoxication with 3-NPA through the ingestion of sugarcane caused an acute 

non-inflammatory syndrome with the development of motor symptoms similar to those 

of HD, such as choreatic movements in the hand and fingers, facial grimace, dysarthria 

and dystonia (He et al., 1995; Ming, 1995). 3-NPA toxicity in animals was first seen in 

Western regions of North America when animals poisoned with Indigofera and 

Astragallus plants had motor abnormalities such as muscle weakness, motor 

incoordination and rigidity (Ludolph et al., 1991). Different species of animals can be 

used to mimic HD with a 3-NPA model. However, sensitivity to toxin is different 

according to species. Doses should be chosen and administered according to the 

phenotypic profile and desired biochemical changes (Túnez & Santamaría, 2009).  

In adult zebrafish, the data from our study demonstrated that 3-NPA treatment 

at 10 and 20 mg/kg reduced locomotion, however, not in every day of treatment. 

However, treatment with 60 mg/kg caused a reduction in locomotion from the first 

injection (1 day) and continued to act until the end of the treatment period (i.e the eighth 

i.p. injection on day 29). Studies in rodents (rats) have shown that acute treatment with 
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3-NPA at a maximum dose of 10 mg/kg after two injections induces hyperkinetic 

locomotion phenotypes (Hamilton & Gould, 1987; Borlongan et al., 1997). The chronic 

administration of 3-NPA of more than four injections over a course of days causes 

hypokinetic movements in non-human primates (Brouillet et al., 1995) and rats 

(Borlongan et al., 1997; Guyot et al., 1997). Our hypothesis is that this hypokinetic 

pattern is due to a decrease in dopamine and its metabolites since this 

neurotransmitter is responsible for motor, cognitive and memory functions (Arias-

Carrión et al., 2010; Cepeda et al., 2014; Kacsprzak et al., 2017). 

We also measured the absolute turn angle, which reveals changes in the 

swimming direction of zebrafish. The groups treated with 3-NPA at 20 and 60 mg/kg 

demonstrated an increased turning angle only at day 5. In accordance with our results, 

Bortolotto et al. (2014), when analyzing the behavioral parameters in adult zebrafish 

treated with i.p. injections of paraquat, an herbicide that reproduces the symptoms of 

Parkinson’s disease, showed that the paraquat group treated with 10 mg/kg had an 

increase in the turning angle only at day 10 (Bortolotto et al., 2014). In addition to motor 

alterations resulting from the degeneration of dopaminergic neurons, HD caused non-

motor symptoms. Multiple neuronal systems seem to be involved in HD 

pathophysiology, which leads to cognitive and psychiatric disturbances (Glass et al., 

2000; Cepeda et al., 2014; Ferrante et al., 2014). Therefore, we also evaluated 

cognitive and social behaviors in adult zebrafish treated with 3-NPA such as anxiety, 

social interaction, aggression and memory.  

When introduced into a new environment the zebrafish stayed at the bottom of 

the aquarium and gradually explored the upper portions. We did not observe any 

changes in the time spent in the upper zone of treated animals when compared to the 

control group, suggesting that treatment with 3-NPA does not cause anxiety-like 
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behavior in animals. These results conflict with a previous study conducted in Wistar 

rats, where injections of 3-NPA at 10 mg/kg for 14 days resulted in anxiety-like behavior 

(Jain & Gangshettiwar, 2014). 

The symptom of apathy and aggression is one of the neuropsychiatric 

alterations of HD. The genetic model of HD in rodents has shown alteration in social 

interaction and aggressive behavior when compared with animals without this 

pathology (Shelbourne et al., 1999; Wood & Morton, 2015; Manfré et al., 2018). 

Zebrafish are a fish species that exhibits social behavior, such as aggression and 

social interaction, exhibiting a high preference for its conspecifics under certain 

circumstances (Das & Rajanikant, 2014). In the present study, we analyzed whether 

treatment with 3-NPA alters this conspecific preference, we observed that treated 

animals did not differ from their controls. However, treatment with 3-NPA at 60 mg/kg 

promoted a decrease in aggressive behavior during the mirror image test. Moreover, 

at doses 20 and 60 mg/kg of 3-NPA decrease a bites episode. This decrease in 

aggression may be related to the decreased locomotion of these animals after chronic 

exposure to 3-NPA.  

In addition, we evaluated long-term memory using the inhibitory avoidance task. 

We found a significant impairment in long-term memory in animals treated with 3-NPA 

at 60 mg/kg, suggesting that long-term exposure of 3-NPA induces memory 

impairment. Studies have shown that patients with HD present cognitive decline at 

various stages of the disease. These deficits are observed in the subject’s attention, 

psychomotor speed, executive functions, learning and short and long-term memory, 

but long-term memory is impaired only in the final stage of the pathology (Lawrence et 

al., 1998; Paulsen et al., 2001; Beglinger et al., 2005). Kamble et al. (2018), when 

analyzing changes in cortical excitability and cognitive dysfunction in HD through 
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neuropsychological tests, demonstrated that HD patients had a significant impairment 

in these tests when compared to subjects without the disease. This suggests that 

attention, memory, learning, visuospatial abilities and cognitive functions are impaired 

in HD (Kamble et al., 2018). Previous studies have shown that 3-NPA treatment in non-

human primates and rats impaired cognitive and memory tasks (Palfi et al., 1996; 

Kumar et al., 2010). Therefore, our results are in agreement with the literature, which 

suggests that 3-NPA induces memory impairment. 

In summary, our findings indicate that 3-NPA exposure in the early stages of life 

induces morphological and cardiac physiological alterations. Furthermore, in adult 

zebrafish, repeated i.p. injections of 3-NPA produced a hypo-locomotion profile, 

impairment of long-term memory and decreased aggressive behavior. Therefore, we 

have identified a novel animal model for studying late stage characteristics of HD 

through long-term exposure with 3-NPA in zebrafish.  
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Figure legends  

 

Fig. 1. Timeline of the experimental procedure. (a) Zebrafish larvae were exposed to 

water (control group) or 3-NPA at concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.5 mM. 

The exposure occurred from 2 hpf to 7 dpf and the analysis lasted 14 dpf. The analysis 

including survival rate, heart rate, morphological evaluation and exploratory behavior. 

(b) Zebrafish adults received 7 intraperitoneal injections of 3-NPA at doses of 10, 20 

and 60 mg/kg or saline (vehicle-control group). The injections occurred for 28 days and 

the analysis included a novel tank test, social interaction, aggression and inhibitory 

avoidance task.  

 

Fig. 2. Kaplan-Meir survival for zebrafish larvae treated with 3-NPA. 3-NPA 

significantly impaired survival at 1.0 and 2.0 mM when compared to the control group 

at the 7th and 5th day of the experiment (Log-rank (Mantel-Cox) test, p < 0.0001). In 

addition, there was a significant difference between the animals exposed to 

concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.5 mM 3-NPA and the control group (Log-

rank (Mantel-Cox) test, p < 0.0001). Data are expressed as the mean from 50 animals 

analyzed individually for each group.  

 

Fig. 3. Heartbeat rate of larvae measured at 2 dpf (a) and 5 dpf (b). Data are expressed 

as the mean ± S.E.M (n=30). A one-way ANOVA was used, followed by a post-hoc 

Tukey’s test. * to p < 0.05, ** to p < 0.01.  

 

Fig. 4. Morphological parameters of control and 3-NPA treated zebrafish larvae at 5 

dpf. Body length (a), ocular distance (b) and surface area (c). Data are showed as the 



61 

 

mean ± S.E.M (n=30). A one-way ANOVA was used, followed by a post-hoc Tukey’s 

test. * to p < 0.05. (d) Pictures represent the morphological evaluation at 5 dpf.  

 

Fig. 5. Exploratory behavior of control and 3-NPA treated at 7, 10 and 14 dpf of 

zebrafish larvae. Total distance travelled (a), velocity (b), time spent outside area (c) 

and absolute turn angle (d) and. Data are expressed as the mean ± S.E.M (n=20). A 

one-way ANOVA was used, followed by a post-hoc Tukey’s test.  

 

Fig. 6. The locomotion profile of control and 3-NPA treatment zebrafish. Twenty-four 

hours after each injection, total distance travelled (a), velocity (b), time spent in the 

upper zone (c) and absolute turn angle (d) were evaluated. Data are expressed as the 

mean ± S.E.M (n=20). A two-way ANOVA was used, followed by a Bonferroni post-

hoc test. to * p < 0.05, ** to p < 0.01, *** to p < 0.001, to **** p < 0.0001.  

 

Fig. 7. Social interaction of adult animals treated with 3-NPA. Data are showed as the 

mean ± S.E.M (n=20). A one-way ANOVA was used, followed by a post-hoc Tukey’s 

test.  

 

Fig. 8. Effects of 3-NPA aggression deficits in zebrafish. Time spent close to stimulus 

in mirror (a) and bites episodes (b). Data are expressed as the mean ± S.E.M (n=20). 

A one-way ANOVA was used, followed by a post-hoc Tukey’s test. to * p < 0.05; ** to 

p < 0.01.  

 

Fig. 9. The inhibitory avoidance task performance on training and long-term memory 

test sessions of control and 3-NPA treated adult zebrafish after 28 days of treatment. 



62 

 

Data are expressed as the mean ± S.E.M (n=10) analyzed individually for each group; 

to * p < 0.05, to *** p < 0.001, to **** p < 0.0001 indicates the differences between 

training and test sessions for each group compared using the Mann-Whitney U 

matched pair test. No differences were found between training performances among 

all groups as evaluated by the Kruskal-Wallis test. 
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Table 1 

 

The main effects of behavior adult analysis and the interaction between day and group 

of treatment with 3-NPA. 

Dependent variable 
 

Effects 
  

F-value DF P-value 

 
Total distance 

Interaction 1.482 21 0.0768 

Day 6.508 7 0.0001 

Treatment 
(Group) 

56.24 3 0.0001 

 
Velocity 

Interaction 0.9061 21 0.5834 

Day 6.995 7 0.0001 

Treatment 
(Group) 

8.073 3 0.0001 

 
Time spent in upper zone 

Interaction 0.8515 21 0.6554 

Day 9.473 7 0.0001 

Treatment 
(Group) 

1.431 3 0.2326 

 
Absolute turn angle 

Interaction 1.255 21 0.1987 

Day 9.132 7 0.0001 

Treatment 
(Group) 

5.584 3 0.0009 

Notes: DF, degrees of freedom; significant effects (p < 0.05) are given in bold font. 
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Figure 3 
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As doenças genéticas decorrem pela mutação de um único gene, sendo 

geralmente consideradas raras (Venugopal et al., 2018). Segundo o Ministério da 

Saúde (2019) é considerada doença rara quando afeta até 65 pessoas a cada 100.000 

indivíduos e é definida doença rara como crônica progressiva e incapacitante, 

podendo ser degenerativa (Brasil, Ministério da Saúde, 2019). Ainda, no ano de 2014, 

o Ministério da Saúde elaborou as Diretrizes para atenção integral às pessoas com 

doenças raras no Sistema Único de Saúde (Brasil, Ministério da Saúde, 2014). Dentre 

essas doenças raras, está a DH.  

A DH é uma doença de herança genética neurodegenerativa que se caracteriza 

por perda da estrutura neuronal no SNC. Individuos com DH apresentam uma tríade 

de sintomas caracterizada por déficit motor, distúrbio psiquiátrico e declínio cognitivo. 

Os sintomas motores são movimentos das extremidades do corpo parecidos com 

dança denominados de coreia, posterior bradicinesia, distonia e rigidez motora. Os 

sintomas psiquiátricos geralmente antecedem o déficit motor e são caracterizados por 

ansiedade, depressão, irritabilidade e distúrbios do sono. O declínio cognitivo 

apresenta-se de inicio com dificuldade de concentração em múltiplas tarefas, declínio 

da linguagem, fala desorganizada e deficiência perceptiva, progredindo ao final da 

doença para demência (Pandey & Rajamma, 2018).  

Os mecanismos que envolvem a fisiopatologia da DH não estão completamente 

esclarecidos. Entretanto, sabe-se que a disfunção mitocondrial, o aumento das 

espécies reativas de oxigênio e consequente excitotoxicidade contribuem para a 

patogênese da doença (Sorolla et al., 2011; Guedes-Dias et al., 2016; Zheng et al., 

2018). Para melhor compreender as bases fisiopatológicas das doenças torna-se 

necessário a utilização de modelos animais. Os modelos animais existentes da DH 

são genéticos e farmacológicos. Dentre os modelos farmacológicos, a utilização do 3-

NPA, inibidor do complexo II mitocondrial, já está bem estabelecida para induzir a DH. 

Estudos em roedores e primatas não humanos mostram que o tratamento com o 3-

NPA reproduz os fenótipos e as alterações celulares da DH (Brouillet et al., 1993; Kaur 

et al., 2017). Apesar disso, esses modelos sofrem com limitações de custo-efetividade 

e restrição de tempo. Assim, o peixe-zebra surge como uma ferramenta promissora 

para o estudo e compreensão dos aspectos neurobiológicos das doenças 

neurodegenerativas (Koehler & Williams, 2018). A tabela 2 apresenta as vantagens e 

limitações dos modelos genéticos e farmacológicos em roedores e peixe-zebra. 

 



77 

 

 
 

M
o

d
e

lo
s

 a
n

im
a

is
 d

a
 D

o
e

n
ç

a
 d

e
 H

u
n

ti
n

g
to

n
 (

D
H

) 

M
o

d
e

lo
s

 e
m

 p
e

ix
e

-z
e

b
ra

 

G
e

n
é

ti
c

o
 

- 
M

o
d
e

lo
 e

s
ta

b
e

le
c
id

o
 

e
m

 l
a

rv
a
s
; 

- 
R

e
p

ro
d

u
z
 a

s
p

e
c
to

s
 

m
o

rf
o
ló

g
ic

o
s
 d

a
 D

o
e

n
ç
a

 

d
e

 H
u

n
ti
n

g
to

n
. 
 

 

- 
M

o
d
e

lo
 n

ã
o

 a
v
a
lia

 a
s
 

a
lt
e

ra
ç
õ

e
s
 m

o
to

ra
s
 e

 

c
o

g
n
it
iv

a
s
. 
 

F
a

rm
a

c
o

ló
g

ic
o

 

- 
M

o
d
e

lo
 e

s
ta

b
e

le
c
id

o
 e

m
 a

n
im

a
is

 a
d
u

lt
o
s
; 

- 
M

o
d
e

lo
 a

v
a
lia

d
o

 e
m

 l
a

rv
a
s
; 

- 
E

m
 a

d
u

lt
o
s
, 

re
p

ro
d
u

z
 a

lt
e
ra

ç
õ

e
s
 m

o
to

ra
s
 

e
n

d
o

fe
n

o
tí
p

ic
a

s
 e

 c
o

g
n
it
iv

a
s
 d

a
 f

a
s
e

 t
a

rd
ia

 

d
a

 D
o

e
n
ç
a

 d
e

 H
u

n
ti
n
g

to
n

; 
 

- 
E

m
 l
a

rv
a
s
, 
c
o

n
s
e

g
u

e
 m

im
e

ti
z
a

r 
a
s
 

c
a

ra
c
te

rí
s
ti
c
a

s
 c

a
rd

ía
c
a

s
 p

ré
-m

a
n

if
e

s
ta

ç
ã

o
 

d
a

 d
o
e

n
ç
a

; 
 

- 
M

o
d
e

lo
 a

n
im

a
l 
q

u
e
 r

e
p

ro
d

u
z
 a

s
 a

lt
e

ra
ç
õ

e
s
 

d
a

 f
a
s
e

 t
a

rd
ia

 e
m

 u
m

 c
u

rt
o

 e
s
p

a
ç
o
 d

e
 

te
m

p
o

; 
 

- 
F

á
c
il 

a
d

m
in

is
tr

a
ç
ã

o
 d

o
 f

á
rm

a
c
o

; 

- 
A

n
im

a
is

 p
o
s
s
u
e

m
 c

é
re

b
ro

 p
e
q

u
e

n
o
; 

- 
N

e
c
e
s
s
it
a

 p
o

u
c
o

 e
s
p

a
ç
o

 d
e

 m
a

n
u
te

n
ç
ã

o
; 

- 
C

u
s
to

 b
a

ix
o

. 

 

- 
M

o
d
e

lo
 e

s
ta

b
e

le
c
id

o
 n

ã
o

 r
e

p
ro

d
u

z
 a

s
 

a
lt
e

ra
ç
õ

e
s
 d

a
 f

a
s
e

 i
n

ic
ia

l 
d

a
 D

o
e

n
ç
a

 d
e
 

H
u

n
ti
n

g
to

n
; 
 

- 
M

o
d
e

lo
 n

ã
o

 a
v
a
lia

 a
lt
e

ra
ç
õ

e
s
 c

e
lu

la
re

s
. 

 

M
o

d
e

lo
s

 e
m

 r
o

e
d

o
re

s
 

G
e

n
é

ti
c

o
s
 

- 
M

im
e

ti
z
a

 a
 p

a
to

g
ê
n

e
s
e

 m
o

le
c
u

la
r;

  

- 
P

e
rm

it
e

 c
o

m
p

re
e

n
d

e
r 

o
s
 a

s
p
e

c
to

s
 

g
e

n
é

ti
c
o
s
 d

a
 d

o
e

n
ç
a

; 

- 
F

e
n

ó
ti
p

o
s
 c

o
m

p
o

rt
a
m

e
n
ta

is
 m

a
is

 

p
ro

n
u

n
c
ia

d
o
s
 q

u
e

 o
s
 m

o
d

e
lo

s
 

fa
rm

a
c
o

ló
g

ic
o
s
; 
 

- 
 O

s
 m

o
d

e
lo

s
 a

v
a
lia

m
 a

s
 

c
a

ra
c
te

rí
s
ti
c
a

s
 n

e
u

ro
p
s
iq

u
iá

tr
ic

a
s
 

d
a

 D
o

e
n
ç
a

 d
e

 H
u

n
ti
n
g

to
n

. 
 

 - 
A

lt
o

 c
u

s
to

; 

- 
F

ra
g

m
e

n
to

s
 i
n

s
e

ri
d

o
s
 n

ã
o

 s
ã
o

 

re
p

re
s
e

n
ta

ti
v
o

s
 d

a
 p

a
to

lo
g

ia
 

h
u

m
a
n

a
; 

- 
G

e
n

e
 i
n
s
e

ri
d

o
 p

o
d

e
 i
n

te
rf

e
ri
r 

e
m

 

g
e

n
e
s
 n

o
rm

a
is

 e
 c

a
u

s
a
r 

o
u

tr
a
s
 

d
o

e
n
ç
a

s
; 
 

- 
E

x
ib

e
m

 p
a

to
lo

g
ia

 n
e

u
rí

ti
c
a

; 

- 
A

p
re

s
e

n
ta

m
 p

o
u

c
a

 m
o

rt
e

 c
e

lu
la

r;
 

- 
A

lg
u
m

a
s
 l
in

h
a

g
e

n
s
 n

ã
o
 

a
p

re
s
e

n
ta

m
 c

o
m

p
o

rt
a
m

e
n

to
 

fe
n

o
tí
p

ic
o

; 

- 
O

s
 m

o
d

e
lo

s
 n

ã
o

 a
v
a
lia

m
 a

s
 

a
lt
e

ra
ç
õ

e
s
 d

a
 f

a
s
e

 i
n

ic
ia

l 
d

a
 

D
o

e
n

ç
a
 d

e
 H

u
n

ti
n

g
to

n
; 

- 
C

é
re

b
ro

 g
ra

n
d

e
. 

  

 

F
a

rm
a

c
o

ló
g

ic
o

s
 

- 
M

im
e
ti
z
a

 
c
a

ra
c
te

rí
s
ti
c
a
s
 

d
a
 

fa
s
e
 

in
ic

ia
l 

e
 

ta
rd

ia
 

d
a

 
D

o
e
n

ç
a

 
d

e
 

H
u

n
ti
n

g
to

n
; 
 

- 
R

e
p

ro
d
u

z
 a

lt
e

ra
ç
õ
e

s
 l

o
c
o

m
o

to
ra

s
 

e
 

c
o
g

n
it
iv

a
s
 

d
a

 
D

o
e

n
ç
a
 

d
e
 

H
u

n
ti
n

g
to

n
; 
 

- 
M

im
e
ti
z
a

 
a

lt
e

ra
ç
õ

e
s
 

c
e

lu
la

re
s
 

e
s
p

e
c
íf
ic

a
s
 d

a
 d

o
e

n
ç
a

; 
 

- 
B

a
ix

o
 c

u
s
to

 d
o
s
 f

á
rm

a
c
o

s
; 

- 
M

o
d
e

lo
 e

s
ta

b
e

le
c
id

o
 c

o
m

 

fá
rm

a
c
o
s
 d

e
 t
o

x
in

a
 m

it
o

c
o

n
d

ri
a

l 
e

 

e
x
c
it
o

to
x
ic

id
a

d
e

. 
 

 -
 M

o
rt

e
 c

e
lu

la
r 

é
 d

e
 i
m

e
d

ia
to

; 
 

- 
N

ã
o

 h
á

 a
s
s
o
c
ia

ç
ã

o
 c

la
ra

 e
n

tr
e

 

m
e

c
a

n
is

m
o

 d
e

 a
ç
ã
o

 e
 c

a
u
s
a

 

g
e

n
é

ti
c
a
; 
 

- 
N

ã
o

 a
v
a

lia
m

 a
s
 c

a
ra

c
te

rí
s
ti
c
a

s
 

n
e

u
ro

p
s
iq

u
iá

tr
ic

a
s
 d

a
 D

o
e

n
ç
a

 d
e

 

H
u

n
ti
n

g
to

n
 n

o
s
 m

o
d

e
lo

s
 

e
s
ta

b
e

le
c
id

o
s
; 

- 
C

é
re

b
ro

 g
ra

n
d

e
. 

  

 

 

     

V
a

n
ta

g
e

n
s
 

     L
im

it
a

ç
õ

e
s
 

T
a

b
e

la
 2

: 
V

a
n

ta
g
e

n
s
 e

 l
im

it
a

ç
õ
e

s
 d

o
s
 m

o
d
e

lo
s
 a

n
im

a
is

 d
a

 D
o

e
n

ç
a

 d
e

 H
u

n
ti
n

g
to

n
 e

m
 r

o
e

d
o
re

s
 e

 p
e

ix
e

-z
e

b
ra

  
 



78 

 

No capítulo 2, apresentamos a caracterização do modelo de DH induzida por 

3-NPA em peixe-zebra no estágio larval e adulto. Nossos resultados demonstraram 

que o tratamento com o 3-NPA em larvas de zebrafish, com o intuito de avaliar o efeito 

do 3-NPA de uma disfunção na fase embrionária mimetizando as alterações 

produzidas pela mhtt nessa fase, resultou em letalidade de 100% na metade do 

tratamento (7 dpf) nas concentrações de 1,0 e 2,0 mM. Estes resultados sugerem que, 

em altas doses dessa toxina, o peixe-zebra não é capaz de achar mecanismos 

compensatórios frente à depleção de energia, ocasionando o não desenvolvimento e 

morte dos animais. Interessantemente, na dose de 0.05 mM o 3-NPA diminuiu a 

distância ocular das larvas de peixe-zebra, o que pode indicar uma diminuição do 

tamanho do SNC provocado pelo dano induzido pelo 3-NPA. Em concordância com 

nossos resultados, Lumsden et al. (2007) e Diekmann et al. (2009) observaram em 

um modelo genético da DH em peixe-zebra no estágio larval que os animais com 

deficiência de htt (genótipo de DH) possuíam o tamanho da cabeça e olhos menores 

(Lumsden et al., 2007; Diekmann et al., 2009).  

Na determinação dos batimentos cardíacos, nas doses de 0,1, 0,2 e 0,5 mM, o 

3-NPA alterou a frequência cardíaca das larvas de peixe-zebra aos 2 e 5 dpf, o que é 

relevante, uma vez que, do ponto de vista dos sintomas da doença, pacientes com 

DH apresentam alterações cardíacas precedendo os sintomas motores da doença 

(Sorensen & Fenger, 1992; Ciammola et al., 2006; Aziz et al., 2010). Isso indica que 

o 3-NPA pode estar causando disfunção mitocondrial, produção de espécies reativas 

de oxigênio e consequente estresse oxidativo nas células cardíacas. Em 

contrapartida, nossos achados mostraram que, aos 7, 10 e 14 dpf, o 3-NPA não 

alterou os parâmetros locomotores e de ansiedade no peixe-zebra, sugerindo que o 

peixe-zebra é capaz de ter mecanismos adaptativos frente à diminuição do 

metabolismo de energia nesses estágios de desenvolvimento.  

No peixe-zebra adulto, três doses de 3-NPA foram avaliadas, 10, 20 e 60 mg/kg, 

e o grupo controle recebeu injeção via i.p de salina. O tratamento consistiu da 

administração intraperitoneal de 3-NPA, perfazendo um total de sete injeções 

realizadas com um intervalo de 96 horas, e com experimentos de locomoção avaliados 

24 horas após cada injeção (Figura. 1b, Capítulo 2). Os parâmetros locomotores 

avaliados foram distância total percorrida, velocidade e ângulo de giro. Na dose de 60 

mg/kg a distância total percorrida dos animais diminuiu todos os dias, exceto para o 

9º dia e a velocidade diminiu apenas no 25º dia. Entretanto, nas doses de 10 mg/kg e 
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20 mg/kg a distância percorrida teve alteração somente em alguns dias do tratamento, 

sendo que não houve alteração na velocidade. Ademais, no ângulo de giro ocorreu 

um aumento somente no dia 5 e nas doses de 20 e 60 mg/kg. Corroborando com 

nossos resultados, estudos em roedores e primatas não humanos tratados de forma 

crônica com 3-NPA também demonstraram uma atividade hipolocomotora (Brouillet & 

Hantraye, 1995;  Borlongan et al., 1997; Guyot et al., 1997; Borlongan et al., 1998).  

Além do comportamento locomotor, nosso estudo também avaliou parâmetros 

neuropsiquiátricos, como ansiedade e interação social, e cognitivos, como memória. 

O tratamento com 3-NPA não influenciou na ansiedade e interação social do peixe-

zebra. No entanto, nossos resultados apresentaram que o 3-NPA na dose de 60 mg/kg 

causa uma diminuição da agressividade. Wood & Morton (2015), observaram em ratos 

transgênicos ao realizar o teste de intruso residente, que os animais wildtype (sem a 

DH) eram mais agressivos que os ratos R6/2 (com DH) em relação aos animais 

invasores (Wood & Morton, 2015). Além disso, o tratamento com 3-NPA na dose de 

60 mg/kg causou um prejuízo da memória de longo-prazo avaliado através da tarefa 

da esquiva inibitória. Nossos achados estão de acordo com a literatura. Estudos com 

animais tratados com 3-NPA demonstram prejuízo cognitivo e da memória em ambos 

testes (Palfi et al., 1996; Kumar et al., 2010). Além disso, em pacientes é observado 

déficit nas funções executivas, aprendizado e memória de curto e longo-prazo 

(Lawrence et al., 1998; Paulsen et al., 2001; Beglinger et al., 2005; Kamble et al., 

2018).  

Portanto, nossos resultados apontam que o peixe-zebra no estágio larval é um 

modelo viável para estudar as características cardíacas da fase pré-manifestação da 

DH e que a exposição consecutiva do 3-NPA no peixe-zebra adulto torna-se um 

importante modelo para estudar as características fenotípicas da DH no estágio tardio 

da patologia.  
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4. PERSPECTIVAS 

  

Na DH ocorre a degeneração dos neurônios médios espinhosos do estriado, 

interrompendo as projeções de neurônios para o globo pálido e substância nigra. 

Esses neurônios expressam dois subtipos de receptores de dopamina (DA): os 

receptores D1 e D2, e, além disso, alta abundância de receptores de adenosina do tipo 

A2A (Deb et al., 2017; Dickey & Spada, 2017; Blum et al., 2018; Goodliffe et al., 2018).  

A DA é o neurotransmissor do sistema dopaminérgico, o qual modula várias 

funções fisiológicas do cérebro como controle motor, cognição, memória, emoções e 

mecanismo de recompensa (Kacprzak et al., 2017; Rangel-Barajas et al., 2015). A DA 

possui distribuição ampla no SNC e além de neurotransmissor, também serve como 

percursor de noradrenalina (Rangel-Barajas et al., 2015). Os neurônios 

noradrenérgicos contém uma enzima chamada dopamina beta-hidroxilase que 

converte a DA em noradrenalina (Levin et al., 1960; Kaufman & Friedman, 1965). A 

síntese da DA é modulada pela atividade da TH, a qual converte o aminoácido L-

tirosina para L-DOPA que é descarboxilado para formar DA (Missale et al., 1998; 

Yamamoto et al., 2010). Após ser sintetizada, a DA é armazenada em vesículas pré-

sinápticas, as quais são transportadas para o terminal sináptico pelo transportador 

vesicular de monoamina (Lapish et al., 2007). A DA é liberada por exocitose na fenda 

sináptica e age através da sua difusão no fluido extracelular a partir do qual é 

eliminada lentamente como resultado da recaptação, metabolismo e ativação dos 

seus receptores (Ciliax et al., 1995, 1999; Venton et al., 2003). Existem cinco 

receptores de DA: D1, D2, D3, D4 e D5, através dos quais ela pode controlar o início e 

execução de movimento (Han et al., 2007). Os receptores de DA são do tipo 

metabotrópicos, acoplados a proteína G e podem ser divididos em receptores D1-like 

(D1 e D5) e D2-like (D2, D3 e D4), agrupados por sua estrutura e resposta biológica 

(Rangel-Barajas et al., 2015). A expressão dos mesmos muda durante processos 

neurodegenerativos como na DH (Rangel-Barajas et al., 2015). Estudos mostram que 

na DH há uma diminuição na síntese de DA, e alteração na expressão de seus 

receptores D1 e D2, levando a um circuito anormal do controle motor (Cepeda et al., 

2014; Waters et al., 2018). Ademais, estudos em animais utilizando o 3-NPA como 

indutor da DH, demonstram que ocorre alteração na DA bem como nos receptores D1 

e D2 (Lukács et al., 2009; Herrera-Mundo & Sitges, 2010; Crawford et al., 2011). 
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O sistema purinérgico tem um papel importante na neurotransmissão e 

neuromodulação do SNC, e tem como principal molécula sinalizadora a adenosina 5’-

trifosfato (ATP) e seu metabólito adenosina (ADO) (Burnstock, 1972; Burnstock, 

2016). O ATP está presente em todas as células intracelulares e tem ação nos 

receptores P2. Uma vez no meio extracelular, o ATP é degradado até ADP, AMP e 

ADO (Bonan et al., 2000; Robson et al., 2006; Burnstock, 2008).  Já a ADO é um 

neuromodulador essencial e age nos purinoreceptores P1, subdivididos em A1, A2A, 

A2B e A3 (Burnstock, 2008; Burnstock et al., 2011). O nível desses nucleotídeos é 

controlado pela ação das ectonucleotidases, especialmente as ectonucleosídeo 

trifosfato difosfoidrolases (NTPDases) e a ecto-5’-nucleotidase (Bonan, 2012; 

Yegutkin, 2014). A ADO pode ser desaminada a inosina pela ação da adenosina 

desaminase (Robson et al., 2006). Alguns estudos tem reportado que ocorre uma 

diminuição dos receptores A2A em pacientes com DH (Martinez-Mir et al., 1991; Villar-

Menéndez et al., 2013). Também em modelos animais da DH já foi observado 

diminuição dos receptores A2A e alteração da ADO e que bloqueio genético dos 

receptores A2A piora a progressão da patologia. Ademais, o tratamento com 

antagonistas desses receptores também ocasionou piora na progressão da doença. 

Por outro lado, o tratamento com agonistas de receptores A2A e A1 mostraram-se 

benéficos contra a progressão da degeneração na DH (Blum et al., 2002; Chou et al., 

2005; Miévis et al., 2011; Guitart et al., 2016).   

Portanto, como perspectivas deste estudo, pretendemos estudar as alterações 

sobre parâmetros neuroquímicos relacionados ao sistema purinérgico e 

dopaminérgico. Destacamos a seguir:  

- Avaliar os níveis de dopamina, glutamato e serotonina em peixe-zebra adulto 

expostos de forma crônica ao 3-NPA.  

- Avaliar o efeito da exposição crônica do 3-NPA sobre a atividade enzimática 

das NTPDases, ecto-5’-nucleotidase e adenosina desaminase em encéfalo de peixe-

zebra adulto. 
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