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RESUMO 

 

A esquizofrenia é uma doença mental grave caracterizada por sintomas positivos, negativos e 
déficits cognitivos que ainda é pouco compreendida. A redução da neurotransmissão 
glutamatérgica por antagonistas dos receptores NMDA mimetiza os sintomas da 
esquizofrenia. Muitos modelos animais têm mostrado sua importância para o estudo dessa 
doença, e o peixe-zebra tem sido proposto como um modelo promissor para estudar os efeitos 
in vivo de várias drogas e descobrir novos alvos farmacológicos. Neste estudo caracterizamos 
a síndrome comportamental produzida pela exposição ao antagonista do receptor NMDA, 
MK-801, no peixe zebra, e investigamos a capacidade dos fármacos antipsicóticos em reverter 
estes sintomas. MK-801 (20 µM) aumentou o comportamento locomotor que foi medido pelo 
número de linhas cruzadas, a distância percorrida e a velocidade média no aquário teste, após 
15, 30 e 60 min de exposição. Os antipsicóticos sulpirida, olanzapina e haloperidol reverteram 
as alterações locomotoras induzidas pelo MK-801 em todos os parâmetros testados, e em 
doses que administrado isoladamente não tiveram efeito sobre a atividade locomotora. 
Modelos de interação social e déficits cognitivos em animais pode ser de grande utilidade 
para o desenvolvimento de novos tratamentos para os sintomas negativos e cognitivos da 
esquizofrenia. Os resultados mostraram que o MK-801 (5 µM) administrado antes do treino 
impediu a formação da memória, enquanto ambos os antipsicóticos atípicos sulpirida (250 
µM) e olanzapina (50 µM) melhoraram a amnésia. A mesma alteração foi observada na tarefa 
de interação social, onde os antipsicóticos atípicos reverteram o déficit de interação social 
induzida pelo MK-801, enquanto o antipsicótico tipico testado, o haloperidol  (9 µM), não foi 
capaz de reverter esse déficit comportamental. Algumas evidências sugerem que mudanças no 
sistema purinérgico, mais especificamente na atividade adenosinérgica, poderiam estar 
envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia. Nesse estudo, mostramos que o tratamento com 
haloperidol (9 µM) foi capaz de diminuir a hidrólise de ATP (35%), enquanto que não houve 
mudanças significativas na hidrólise de ADP e AMP em membranas cerebrais. A atividade da 
ADA em frações de membrana também foi inibida significativamente (38%) após o 
tratamento com haloperidol, quando comparado ao grupo controle. Além disso, a exposição 
ao haloperidol também promoveu uma diminuição na expressão gênica das NTPDases 
(entpd2_mq e entpd3) e adenosina desaminase (adal). Considerando que a enzima Na+, K+-
ATPase é essencial para a função cerebral normal, avaliamos os efeitos do MK-801 e 
farmacos antipsicóticos na atividade desta enzima. Nossos resultados mostraram que o 
tratamento com MK-801 diminuiu significativamente a atividade da Na+, K+-ATPase, e todos 
os antipsicóticos testados impediram tais efeitos. Sabe-se que o estresse oxidativo pode estar 
associado com a fisiopatologia da esquizofrenia e que a Na+,K+-ATPase é particularmente 
suscetível ao ataque de radicais livres. Mostramos que o tratamento com MK-801 não alterou 
as espécies reativas de oxigênio/nitrogênio pelo ensaio de oxidação 2'7'-diclorofluorosceína 
(DCF), mas aumentou os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Os 
antipsicóticos haloperidol, sulpirida e olanzapina preveniram o aumento nos níveis de TBARS 
induzidos pelo MK-801. Portanto, demonstramos que o peixe zebra pode apresentar algumas 
características comportamentais e bioquímicas observadas na esquizofrenia, sendo 
considerado um promissor modelo animal capaz de contribuir na obtenção de informações 
sobre potenciais tratamentos e características da doença. 
 
Palavras-chave: peixe-zebra, antipsicóticos, MK-801, esquizofrenia, estresse oxidativo.  
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ABSTRACT 

 

Schizophrenia is a severe mental illness characterized by positive and negative symptoms and 
cognitive deficits. This pathology is still poorly understood. Reduction of glutamatergic 
neurotransmission by NMDA receptor antagonists mimics disease symptoms. Many animal 
models have shown their importance in the study of this disease and the zebrafish has been 
proposed as a promissor model to study the in vivo effects of several drugs and to discover 
new pharmacological targets. In this study we characterized the behavioral syndrome 
produced by the NMDA receptor antagonist, MK-801, exposure in zebrafish and investigated 
the ability of antipsychotic drugs to reverse the schizophrenia-like symptoms. MK-801 (20 
µM) increased the locomotor behavior as measured by the number of line crossings, distance 
traveled, and the mean speed in the tank test after 15, 30, and 60 min of exposure. The 
antipsychotics sulpiride, olanzapine, and haloperidol counteracted MK-801-induced 
hyperactivity on all parameters analyzed and at doses that, given alone, had no effect on 
spontaneous locomotor activity. Modeling social interaction and cognitive impairment in 
animals can be of great benefit in the effort to develop novel treatments for negative and 
cognitive symptoms of schizophrenia. Results showed that MK-801 (5 µM) given pre-training 
hindered memory formation while both atypical antipsychotics sulpiride (250 µM) and 
olanzapine (50 µM) improved MK-801-induced amnesia. The same change was observed in 
the social interaction task, where atypical antipsychotics reversed the MK-801-induced social 
interaction deficit whereas the typical antipsychotic haloperidol (9 µM) was ineffective to 
reverse those behavioral deficits. Some evidence suggests that changes in the purinergic 
system, more specifically in adenosinergic activity, could be involved in the physiopathology 
of schizophrenia. In this study, we demonstrated that haloperidol treatment (9 µM) was able 
to decrease ATP hydrolysis (35%), whereas there were no significant changes in ADP and 
AMP hydrolysis in brain membranes. Adenosine deaminase activity in membrane fractions 
was significantly inhibited (38%) after haloperidol treatment when compared to the control 
group. Furthermore, haloperidol exposure also led to a decrease in NTPDase gene expression 
(entpd2_mq and entpd3), and adenosine deaminase (adal). Considering that the enzyme 
Na+,K+-ATPase is essencial to brain normal function, we evaluated the effect of MK-801 and 
antipsychotic drugs on activity this enzyme. Our results showed that MK-801 treatment 
significantly decreased Na+,K+-ATPase activity, and all antipsychotics tested prevented such 
effects. Moreover, it is known that oxidative stress may be associated with the 
physiopathology of schizophrenia and the Na+,K+-ATPase is particularly susceptible to free 
radical attack. We showed that MK-801 treatment did not alter reactive oxygen/nitrogen 
species by 2′7′-dichlorofluorscein (DCF) oxidation assay, but increased the levels of 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), when compared to controls. The 
antipsychotics sulpiride, olanzapine, and haloperidol prevented the increase of TBARS caused 
by MK-801. Therefore, we demonstrated that zebrafish might present some behavioral and 
biochemical features observed in schizophrenia, being considered a promising animal model 
able to contribute for providing information on potential treatments and disease 
characteristics.  
 

Keywords:  zebrafish, antipsychotics, MK-801, schizophrenia, oxidative stress. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

1.1. Peixe zebra (Danio rerio) 

 

 O peixe zebra, também conhecido como paulistinha ou zebrafish, é um pequeno 

teleósteo (3-5cm) de água doce da família Cyprinidae. Esse peixe é caracterizado por seu 

tamanho pequeno e um padrão de coloração distinto, baseado em listras horizontais, claras e 

escuras e alternadas (Spence et al., 2008) (Figure 1). Nos últimos anos, o número de pesquisas 

desenvolvidas utilizando este modelo animal tem aumentado consideravelmente. O peixe 

zebra possui alta homologia genética (70-80%) com roedores e humanos (Barbazuk et al., 

2000; Miklósi & Andrew, 2006) e tem sido utilizado como uma importante ferramenta para a 

realização de estudos toxicológicos, pesquisa transgênica, evolução do genoma vertebrado, 

teratologia (Yang et al., 2009), mutagênese, neurociências (Becker & Becker, 2008) e também 

tem sido alvo de estudos farmacológicos (Bencan et al., 2009; Egan et al., 2009) e 

comportamentais (Mathur & Guo, 2010;  Sison & Gerlai, 2011).  

 

 

Figura 1. Peixe zebra (Danio rerio) 

 

 O peixe zebra possui uma série de características favoráveis que o tornam 

particularmente acessível à manipulação experimental. As fêmeas se reproduzem o ano todo e 

os animais podem ser mantidos e facilmente controlados em grande número por um custo 

baixo. A desova das fêmeas geralmente ocorre a cada 2-3 dias e uma única desova pode 

conter centenas de ovos (Spence et al., 2008). Seus ovos são opticamente transparentes e a 

fecundação é externa, o que facilita os estudos de embriogênese nessa espécie, já que todas as 

fases de desenvolvimento podem ser vistas e monitoradas por meio do uso de um microscópio 

(Beis & Stainier, 2006). Seu desenvolvimento é rápido, sendo que no prazo de 36 horas os 

embriões apresentam precursores de todos os principais órgãos. Apenas cinco dias após a 

fertilização, as larvas de peixe zebra já apresentam capacidade de buscar alimento e evitar o 
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perigo, demonstrando um comportamento anti-predatório. Além disso, o peixe zebra 

apresenta a capacidade de absorver compostos adicionados à água, dispensando assim a 

necessidade de tratamentos por meio de de protocolos invasivos (Goldsmith, 2004; 

Berghmans et al., 2007). Além das inúmeras vantagens do peixe zebra citadas acima, seu 

cérebro é anatomicamente e funcionalmente semelhante ao de mamíferos (Guo, 2009) e 

muitos neurotransmissores já foram documentados nesta espécie (Kaslin & Panula, 2001; 

Rico et al., 2003; Edwards & Boehmler et al., 2004; Rosemberg et al., 2007). 

O interesse pelo peixe zebra pode ser observado pelo vasto número de laboratórios que 

utilizam este peixe como modelo experimental em suas pesquisas (Kabashi et al., 2011) e pelo 

crescimento exponencial do número de estudos publicados que envolvem esta espécie 

(Lieschke & Currie, 2007). Devido às suas peculiaridades reprodutivas e às suas 

características morfológicas e fisiológicas, esta espécie desperta o interesse pela oportunidade 

de acelerar o processo da descoberta de novas drogas (Stern & Zon, 2003; Kabashi et al., 

2011), além de estar sendo considerado um modelo promissor para estudos envolvendo 

diversas doenças (Best & Alderton, 2008; Wong et al., 2010).  

 

1.1.1. Estudos comportamentais utilizando o peixe zebra 

 

 A utilização do peixe zebra para pesquisa em neurociências tem crescido muito na 

última década, principalmente na biologia do comportamento (Blaser & Peñalosa, 2011, 

Padilla et al., 2011). O estudo do comportamento desta espécie é um campo relativamente 

novo, e muitas vezes os testes utilizados são adaptações de protocolos já estabelecidos em 

roedores, como teste de campo aberto, preferência por claro-escuro, labirinto em cruz e testes 

de exposição ao predador (Levin et al., 2007; Saverino & Gerlai, 2008; Sison & Gerlai, 2010; 

Champagne et al., 2010; Grossman et al., 2010; Maximino et al., 2010; Stewart et al., 2010). 

As pesquisas que abordam comportamento no peixe zebra tratam de diferentes tarefas, tais 

como: preferência por claro/escuro (Serra et al., 1999; Blank et al., 2009), agressividade 

(Gerlai et al., 2000), atividade locomotora/comportamento exploratório (Gerlai et al., 2000; 

Swain et al., 2004; Levin et al., 2007), memória (Levin & Chen, 2004; Blank et al., 2009), 

vício (Gerlai et al., 2000; Ninkovic & Bally-Cuif., 2006), preferência social (Gerlai et al., 

2000; Gerlai 2003), medo/ansiedade (Gerlai et al., 2000; Levin et al, 2007; Blaser et al., 

2009), entre outros parâmetros (Gerlai et al. 2000; Blank et al., 2009; Egan et al., 2009; Kurta 

& Palestis, 2010; Stewart et al., 2010).  
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Estudos envolvendo aprendizado e memória neste modelo permitem a identificação de 

genes e seus produtos envolvidos com os processos cognitivos de maneira fácil, barata e 

eficiente e de baixo custo (Guo, 2004; Al-Imari & Gerlai, 2008). Diversos estudos sobre o 

processo cognitivo têm sido desenvolvidos nessa espécie (Blank et al., 2009). Darland e 

Dowling (2001) desenvolveram uma tarefa de preferência de lugar induzido por cocaína para 

estudar o comportamento do peixe zebra. Williams et al. (2002) e Bilotta et al. (2005) 

estudaram tarefas relacionadas à recompensa por alimento e verificaram que o peixe zebra 

aprende de forma rápida, demonstrando altos níveis de acertos logo após o início do treino. A 

esquiva inibitória é uma tarefa cujos parâmetros bioquímicos e farmacológicos estão bem 

estudados em mamíferos, em especial em roedores (Barros et al., 2002; Izquierdo et al., 

2006). Esta tarefa permite avaliar a memória de trabalho (WM), de curta duração (STM) e de 

longa duração (LTM) (Izquierdo & Medina, 1995). Em 2009, Blank et al. desenvolveram a 

tarefa de esquiva inibitória para o peixe zebra.  Por ser a tarefa mais amplamente utilizada em 

estudos com roedores e, portanto, aquela usada para extrapolação de resultados para humanos, 

este estudo padronizou um novo paradigma de esquiva inibitória em peixe zebra a fim de 

permitir a avaliação dos mecanismos celulares e moleculares da formação de memória em 

vertebrados (Blanck et al., 2009). 

Piato et al. (2010) desenvolveram um modelo de estresse crônico em peixe zebra e, 

após submeterem os animais a 7 ou 14 dias de estresse, avaliaram parâmetros 

comportamentais e marcadores de estresse. Os animais estressados permaneceram mais tempo 

na parte inferior do aquário, mostrando claro efeito ansiogênico do estresse (Piato et al., 

2010). Gerlai (2003) observou alterações na atividade motora induzida pelo tratamento com 

álcool a 0,25 e 0,50%. Neste mesmo trabalho, Gerlai testou a preferência por grupo, 

mostrando que o álcool diminuiu a coesão social entre o grupo, fazendo com que os peixes 

passassem mais tempo perto do aquário vazio do que do aquário estímulo, onde estavam 15 

peixes para induzir a interação social (Gerlai, 2003). 

Como descrito anteriormente, o zebrafish representa um modelo vertebrado com 

grande potencial para estudos comportamentais.  A padronização de novos testes com o peixe 

zebra fornece meios promissores para descobertas de novas drogas e até mesmo para o melhor 

entendimento de diversas doenças, como por exemplo, a esquizofrenia. 
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1.2. Esquizofrenia  

 

Esquizofrenia é o termo usado para descrever uma doença mental que acomete em 

torno de 1% da população mundial (Ross et al., 2006). A manifestação inicial da doença 

ocorre em jovens, entre 15 e 25 anos, e em geral causa profundos danos na qualidade de vida 

profissional, intelectual e especialmente social dos pacientes (Szymanski et al., 1995; Dawe et 

al., 2009). A incidência é discretamente maior entre os homens (Buchanan & Carpenter, 

2005), sendo que nas mulheres os sintomas se manifestam em média cinco anos mais tarde 

(Hafner et al., 1998). O risco de desenvolvimento da doença é maior quando há histórico 

familiar, especialmente se há parentesco de primeiro grau ou mais de um membro da família 

afetado (Dawe et al., 2009).  

A doença foi descrita pela primeira vez por Kraepelin, em seu livro texto de 1893, 

como dementia praecox (demência precoce) por causar um sério comprometimento cognitivo 

em pacientes relativamente jovens (Meltzer et al., 1999).  Em 1911, Eugen Bleuler, um 

psiquiatra suíço, trocou o termo por esquizofrenia que descreveu como um grupo de psicoses 

caracterizadas por alterações específicas de pensamento, sentimentos e relação com o mundo 

(Ban, 2004). Atualmente, o DSM-IV classifica a esquizofrenia, para fim de diagnóstico, como 

uma perturbação com duração mínima de 6 meses com a presença de delírios, alucinações, 

discurso desorganizado, comportamento amplamente alterado ou catatônico, bem como a falta 

de afeto e comprometimento cognitivo (DSM-IV-TR, 2002; Bowie & Harvey, 2006). 

Os sintomas da esquizofrenia podem ser classicamente divididos em positivos e 

negativos (Lewis & Lieberman, 2000). Dentre os sintomas positivos, estão incluídos 

alucinações (visual e auditiva), delírios, desorganização severa do pensamento e do discurso; 

já os sintomas negativos referem-se à diminuição ou perda das funções normais, tais como, 

perda de energia, da motivação, diminuição do afeto, isolamento social, entre outros (Ross et 

al., 2006; van Os & Kapur, 2009). Além desses sintomas, a atividade cognitiva do 

esquizofrênico é anormal, apresentando incoerências e desconexões de raciocínio, com grande 

repercussão na linguagem (Pinkham et al., 2003; Morgan et al., 2004).  

A fisiopatologia completa do transtorno é desconhecida, porém, diversos fatores 

sugerem que a esquizofrenia seja um transtorno poligênico onde atuam vulnerabilidades 

ambientais e do neurodesenvolvimento (Farber et al., 1995; Lewis & Lieberman, 2000). 

Diversos estudos demonstraram a existência de desequilíbrios em vários sistemas de 

neurotransmissores nesta patologia, permitindo assim a elaboração de algumas teorias para 

tentar explicar melhor essa doença (Krystal et al., 2002). 
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A hipótese dopaminérgica foi desenvolvida a partir da observação de que a 

anfetamina, um agonista dopaminérgico, poderia induzir sintomas psicóticos em pessoas 

saudáveis e exacerbar alucinações, delírios e distúrbios do pensamento em pacientes 

esquizofrênicos (Abi-Dargham & Laruelle, 2005).  Além disto, drogas com a capacidade de 

bloquear os receptores pós-sinápticos dopaminérgicos reduzem os sintomas psicóticos em 

pacientes com esquizofrenia (Abi-Dargham & Laruelle, 2005; Buchanan & Carpenter, 2005), 

sendo que a potência das medicações antipsicóticas tem relação direta com sua capacidade de 

bloquear receptores dopaminérgicos do tipo D2 (Seeman & Tallerico, 1998).  

 O sistema glutamatérgico também parece ter papel importante na fisiopatologia da 

doença, sendo um dos principais neurotransmissores estudados na esquizofrenia (Boison et 

al., 2011). Dentre as evidências científicas que levaram a pensar na participação do glutamato 

na fisiopatologia da esquizofrenia, destacam-se os níveis diminuídos de glutamato no líquor 

de portadores de esquizofrenia (Kim et al., 1980). Além disso, estudos mostram que 

antagonistas dos receptores glutamatérgicos NMDA (como cetamina, fenciclidina e MK-801) 

são capazes de produzir tanto sintomas positivos como negativos e cognitivos da doença 

(Krystal et al., 2002; Powel & Miyakawa, 2006).  

 Outra hipótese da esquizofrenia seria a serotoninérgica, onde a primeira evidência foi o 

resultado da observação de que a dietilamida do ácido lisérgico (LSD), uma droga com 

estrutura similar à da serotonina e com grande afinidade pelos receptores 5HT2A, possui 

propriedades alucinógenas, induzindo efeitos similares a alguns sintomas da esquizofrenia 

(Domino et al., 2004). Assim como LSD, psilocina e psilocibina, as quais são substâncias 

alucinógenas presentes em cogumelos, também induzem alucinações e também agem no 

sistema serotoninérgico reforçando esta hipótese (Whitaker et al., 1981). Outra evidência 

indireta que reforça a idéia do envolvimento dos receptores serotoninérgicos na esquizofrenia 

surgiu da associação entre o perfil de afinidade e observações clínicas dos antipsicóticos 

atípicos. Comparando-se com os antipsicóticos típicos que essencialmente ligam-se em 

receptores D2, os antipsicóticos atípicos em sua maioria apresentam maior afinidade por 

receptores 5HT2A, o que pode estar associado ao seu menor potencial de causar sintomas 

extrapiramidais e seu maior efeito nos sintomas negativos (Meltzer, 2003). 

 Entretanto, é pouco provável que apenas um neurotransmissor ou receptor seja 

responsável pelas variadas alterações observadas na esquizofrenia. Além disso, a co-

modulação existente entre os diversos sistemas de neurotransmissores torna ainda menos 

plausível a proposta de que um único sistema possa ser o responsável pela doença. É o caso 

da adenosina, um neuromodulador do sistema purinérgico, que regula a atividade de diversos 
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neurotransmissores, incluindo dopamina e glutamato (Boison et al., 2011). Com base em 

evidências experimentais e observações clínicas foi proposta a hipótese adenosinérgica da 

esquizofrenia, que constitui um elo entre as outras hipóteses, principalmente a dopaminérgica 

e a glutamatérgica (Lara & Souza, 2000). 

A hipótese adenosinérgica da esquizofrenia foi primeiramente proposta por Lara e 

Souza (2000). Eles sugeriram que uma disfunção no sistema purinérgico resultaria em uma 

atividade reduzida da adenosina, o que poderia ser a explicação para o desequilíbrio entre a 

neurotransmissão dopaminérgica e glutamatérgica, que são  marcos característicos da 

esquizofrenia (Lara &  Souza, 2000; Lara et al., 2006). A hipótese foi amplamente baseada 

em dados preliminares, sugerindo uma atividade benéfica terapêutica de um derivado da 

purina, o alopurinol, em pacientes com esquizofrenia e uma eficácia moderada contra o 

comportamento agressivo (Lara et al., 2000). 

 

1.2.1 Modelos animais de esquizofrenia 

  

 Devido à dificuldade de simular os sintomas positivos em animais experimentais, como 

alucinações, paranóias e delírios, os modelos animais para os sintomas positivos da 

esquizofrenia em sua maioria avaliam o comportamento estereotipado e a agitação, que são 

mais facilmente mensuráveis e que mimetizam o estado de comportamento observado nos 

pacientes (Geyer & Ellenbroek, 2003). Os antagonistas de receptores NMDA (fenciclidina, 

cetamina e MK-801) de glutamato são utilizados para a indução de modelos de sintomas 

positivos, já que produzem um quadro de agitação e comportamento estereotipado. Além 

disso, essas drogas induzem delírios e alucinações psicóticas em humanos (Coyle et al., 

2003). 

 A anedonia e o déficit de interação social são os sintomas negativos mais estudados em 

modelos animais. Considera-se que as medidas de interação social em roedores são 

diretamente análogas às medidas em humanos (Powell & Miakawa, 2006). Por este motivo, 

há um crescente interesse no aperfeiçoamento e utilização desse teste. Outro teste bastante 

aplicado é a medida da locomoção, que é utilizada como um modelo de psicose em testes com 

camundongos e ratos (Ninan & Kulkarni, 1999; Geyer & Ellenbroek, 2003). A administração 

sistêmica de MK-801 em camundongos é também indicada como um bom modelo 

farmacológico para esquizofrenia (Ninan & Kulkarni, 1999; O'Neill & Shaw, 1999), uma vez 

que em humanos esse antagonista é capaz de reproduzir tanto os efeitos positivos como os 

negativos da doença (Goff & Coyle, 2001). Diversos estudos realizados com ratos tratados 
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com fármacos antipsicóticos têm mostrado que antipsicóticos típicos e atípicos podem 

reverter os sintomas positivos, negativos e o déficit cognitivo gerados pelos antagonistas 

NMDA (Geyer et al., 2001; Amitai et al., 2007). Assim, estudos mostram que a administração 

de antipsicóticos pode reverter déficits causados pelos antagonistas glutamatérgicos, sendo 

um modelo promissor para a busca de novos fármacos com esta aplicação terapêutica 

(Heresco-Levy, 2003; Sun et al., 2009).  

 
1.3. Fármacos Antipsicóticos 

 

Desde a sua introdução, em 1952, os antipsicóticos são a base do tratamento da 

esquizofrenia. Atualmente, são classificados como típicos (primeira geração) ou atípicos 

(segunda geração). Os antipsicóticos típicos, os primeiros introduzidos na terapêutica, são 

antagonistas de alta afinidade de receptores D2 (Abi-Dargham & Lauruelle, 2005). Apesar da 

melhora relativa dos sintomas, especialmente os positivos, o bloqueio de receptores 

dopaminérgicos também induz vários efeitos adversos, como acatisia, discinesia tardia, 

distonia (aguda e crônica), sintomas extrapiramidais (EPS), como rigidez, bradicinesia e 

tremores (Miyamoto et al., 2005). Além disso, os antipsicóticos típicos em geral exercem 

pouco efeito sobre os sintomas negativos e cognitivos (Gardner et al., 2005). Os 

representantes mais importantes desse grupo são o haloperidol e a clorpromazina.  

Na década de 1970, foi descoberta a clozapina, o primeiro antipsicótico de segunda 

geração ou atípico. Entretanto, no final da década de 1970, essa medicação foi retirada de 

mercado em vários países devido ao risco de agranulocitose. Somente em 1988 este fármaco 

foi reintroduzido em função da sua eficácia diferenciada em quadros refratários a outros 

antipsicóticos (Kane et al., 1988). Os antipsicóticos atípicos foram lançados no mercado com 

a proposta de superioridade em relação a eficácia, especialmente na melhora dos sintomas 

negativos e a ausência de EPS, possibilitando melhor adesão ao tratamento a longo prazo e 

conseqüente redução de taxas de internações hospitalares (Kane et al., 1988; Breier et al., 

2005). Os fármacos atípicos diferem farmacologicamente dos típicos pela sua baixa afinidade 

pelos receptores dopaminérgicos D2 e pela alta afinidade por receptores de outras vias 

neuronais, como os serotoninérgicos, histamínicos, adrenérgicos e colinérgicos (Miyamoto et 

al., 2005). A denominação atípica vem justamente do fato de que esses fármacos apresentam 

um comportamento atípico em relação ao padrão dos agentes clássicos, não induzindo EPS, 

também conhecida como síndrome neuroléptica em humanos, ou induzindo catalepsia em 

modelos experimentais (Kapur & Mamo, 2003). Além da vantagem da diminuição de EPS, 
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foi sugerido inicialmente que esses novos compostos fossem eficazes quanto aos sintomas 

negativos. Com isso, a introdução destes novos fármacos no tratamento de esquizofrenia foi 

acompanhada de grande expectativa. Entretanto, muitos pacientes também não respondem a 

esses medicamentos, e o efeito sobre sintomas negativos e cognitivos não se mostrou muito 

eficaz (Murphy et al., 2006). Entre os representantes dessa classe temos a clozapina, 

risperidona, olanzapina, sulpirida e quetiapina (Kane et al., 2002; Simpson et al., 2005). 

 

1.4. Sistema purinérgico  

 

Os nucleosídeos e nucleotídeos exercem um importante papel de moléculas 

sinalizadoras extracelulares em vários tecidos, por meio de dos receptores purinérgicos 

(Burnstock, 2008). A adenosina 5’-trifosfato, ou ATP, é um nucleotídeo trifosfatado existente 

em todas as células e está envolvido na regulação de vários processos fisiológicos e 

patológicos no meio extracelular (Bours et al., 2006). O ATP é armazenado em vesículas pré-

sinápticas e após a despolarização neuronal é liberado atuando em receptores específicos na 

membrana pós-sináptica, sendo considerado um neurotransmissor (Burnstock, 1972). O ATP 

pode ser co-liberado juntamente com vários outros neurotransmissores, tais como a 

acetilcolina, o glutamato, a noradrenalina, a serotonina e o ácido γ-amino butírico (GABA) 

(Di Iorio et al., 1998; Burnstock, 2004).  

O ATP exerce suas funções por meio de da ativação de receptores purinérgicos do tipo 

P2. Este grupo de purinoreceptores é subdivido em duas famílias distintas: P2X e P2Y 

(Abbracchio et al., 2009). A família P2X consiste em receptores ionotrópicos que apresentam 

permeabilidade rápida e seletiva para cátions (Na+, K+ e Ca2+) e está dividida em sete 

membros (P2X1-7), que estão distribuídos em neurônios, células gliais e musculatura lisa 

(North, 2002; Burnstock, 2004). A família P2Y consiste em receptores metabotrópicos e 

foram funcionalmente descritos oito membros (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 

e P2Y14), que apresentam uma ampla distribuição nos tecidos e sistemas, tais como: vascular, 

nervoso e cardíaco (Erb et al., 2006; Burnstock, 2007) (Figura 2). 

Em situações patofisiológicas, a liberação de ATP e a expressão de receptores 

purinérgicos pelas células estão consideravelmente aumentadas (Guido et al., 2008). Como 

este nucleotídeo não é capaz de atravessar as membranas biológicas por difusão ou transporte 

ativo, o controle de sua concentração extracelular é realizado pela ação das ectonucleotidases 

que catalisam sua degradação à adenosina (Robson et al., 2006; Schetinger et al., 2007). 
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A adenosina é um nucleosídeo de purina descrito classicamente como um 

neuromodulador (Fredholm, 2003). A concentração extracelular de adenosina é um fator 

determinante dos efeitos neuromoduladores desta molécula (Antonioli et al., 2008). A 

adenosina exerce seus efeitos por meio de da ativação de receptores purinérgicos do tipo P1 

(Fredholm et al., 2001). Este nucleosídeo atua sobre uma família de quatro subtipos de 

receptores: A1, A2A, A2B e A3, os quais são acoplados a proteína G e exibem sete domínios 

transmembrana formados por aminoácidos hidrofóbicos (Abbracchio et al., 2009; Muller & 

Jacobson, 2011). 

A adenosina tem papel relevante na neuromodulação regulando a liberação de vários 

neurotransmissores, agindo tanto pré quanto pós-sinapticamente (Cunha, 2001; Dunwiddie & 

Masino, 2001; Ribeiro et al., 2003). A regulação da liberação de neurotransmissores 

excitatórios por esta molécula tem se tornado importante em diversos processos patológicos, 

pois a adenosina pode limitar o dano causado pela excitotoxicidade destes 

neurotransmissores, exercendo assim uma ação protetora no sistema nervoso central (SNC) 

(Zimmermann et al., 1998; Dunwiddie & Masino, 2001).   

Devido a este papel neuromodulador, a adenosina está envolvida na regulação de 

importantes mecanismos no SNC (Cunha, 2001; Boison et al., 2010), sendo reconhecida 

como um importante modulador da neurotransmissão excitatória e agente neuroprotetor em 

diferentes patologias relacionadas ao SNC, tais como na isquemia, hipóxia (Fredholm, 1997; 

Ribeiro et al., 2003), epilepsia (Boison, 2005; Vianna et al., 2005), doença de Parkinson 

(Fredduzzi et al., 2002) e na esquizofrenia (Lara et al., 2001; Boison et al,. 2011; Gomes et 

al., 2011).  

Além de ser formada a partir da hidrólise do ATP, por meio de da ação das 

ectonucleotidases, a adenosina pode ser produzida no meio intracelular e transportada para o 

meio extracelular por meio de de transportadores específicos bidirecionais, que mantêm os 

níveis intracelulares e extracelulares de adenosina em equilíbrio (Latini & Pedata, 2001). A 

adenosina extracelular também pode ser formada a partir da degradação do monofosfato 

cíclico de adenosina (AMPc) (Latini & Pedata, 2001), e sua concentração extracelular é um 

fator importante em seu efeito neuromodulador (Antonioli et al., 2008). 

No peixe zebra, já foram realizadas a clonagem e a caracterização molecular dos 

receptores P2X (Egan et al., 2000; Diaz-Hernandes et al., 2002). Kucenas et al. (2003) 

mostraram que a subunidade P2X possui nove membros, sendo destes seis ortólogos a genes 

dos receptores P2X de mamíferos, dois parálogos e um gene ainda precisa ser devidamente 

classificado (Kucenas et al., 2003). Os subtipos dos receptores P2X do peixe zebra contêm 
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resíduos altamente conservados, os quais são encontrados nas subunidades de mamíferos. Até 

o momento, na família de receptores P2Y foram identificados oito proteínas funcionais 

(Ralevic & Bursntock, 1998; Lazarowski et al., 2003; Illes & Ribeiro, 2004), e apenas foram 

identificados receptores P2Y1 em trombócitos de peixe zebra (Gregory & Jagadeeswaran, 

2002). Recentemente, um estudo identificou os receptores de adenosina A2A no peixe zebra 

(Boehmler et al., 2009). 

 

 

 
Figura 2. Representação esquemática da sinalização purinérgica no SNC. O ATP liberado 
liga-se a receptores P2 localizados em membranas pós-sinápticas ou pré-sinápticas e em 
astrócitos. A degradação do ATP origina a adenosina, que atua em receptores P1. O ATP 
também pode ser liberado a partir de astrócitos, onde inicia e propaga o fluxo de Ca+2 na 
sinalização glia-neurônio, que também pode ser controlada pela adenosina. Figura obtida de 
Abbracchio et al. (2009). 
 

1.4.1 Ectonucleotidases 

 

Os nucleotídeos extracelulares são degradados por uma cascata de hidrólise 

constituída por uma variedade de enzimas que estão localizadas na superfície celular, 

chamadas de ectonucleotidases. Dentre elas, destacam-se a família das nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolases (NTPDases), a ecto-5’-nucleotidase e a ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), as quais são enzimas capazes de alterar os níveis de 

ATP, ADP, AMP e adenosina (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006). 
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As NTPDases realizam a hidrólise de nucleotídeos trifosfatados e difosfatados 

(Zimmermann, 2001). Essa família de enzimas é composta por oito membros (NTPDases 1-8) 

sendo que quatro das NTPDases (NTPDase1, 2, 3, 8) estão localizadas na superfície das 

células, com um sítio catalítico extracelular. As NTPDases5 e 6 apresentam localização 

intracelular e as NTPDases4 e 7 estão localizadas no meio intracelular com seus sítios ativos 

direcionados para o lúmen das organelas citoplasmáticas. As NTPDases compartilham 5 

domínios altamente conservados denominados regiões conservadas de apirase (Zimmermann, 

2001; Robson et al., 2006). Em termos de hidrólise de nucleotídeos, a NTPDase1 hidrolisa 

ATP e ADP igualmente (Heine et al., 1999). A enzima NTPDase2 hidrolisa 30 vezes mais 

ATP do que o ADP. A NTPDase3 e a NTPDase8 preferem o ATP em relação ao ADP numa 

razão de hidrólise de aproximadamente 3:1 e 2:1, respectivamente (Chadwick et al., 1998; 

Bigonnesse et al., 2004). A NTPDase4α tem uma alta preferência por UTP e TTP, enquanto 

que a NTPDase4β apresenta alta preferência por CTP e UDP. A função dessas NTPDases 

ainda não é clara (Zimmermann, 2001). A NTPDase5 tem uma preferência na hidrólise de 

nucleotídeos na seguinte ordem: UDP>GDP = IDP>>ADP = CDP, enquanto que a NTPDase6 

tem a seguinte preferência: GDP>IDP>>UDP = CDP>>ADP. Evidências indicam que a 

NTPDase5 e a NTPDase6 participam das reações de glicosilação envolvidas nos processos de 

dobramento de glicoproteínas (Zimmermann, 2001). A NTPDase7 prefere nucleotídeos 

trifosfatados como substratos (Zimmermann, 2001). As NTPDases hidrolisam tanto ATP 

como ADP, formando AMP na presença de íons Ca+2 e Mg+2 (Robson et al., 2006). 

A 5´-nucleotidase constitui uma família de enzimas com distribuição tecidual ampla e 

com capacidade de produzir nucleosídeos a partir de nucleotídeos monofosfatados AMP, 

GMP ou UMP. Diferentes distribuições sub-celulares são encontradas para os membros da 

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

(Bianchi & Spychala, 2003; Hunsucker et al., 2005). A participação da ecto-5´-nucleotidase 

na via das ectonucleotidases exerce um papel modulador sobre a produção de adenosina 

extracelular, sendo a enzima marca-passo desta cascata enzimática (Zimmermann, 2000; 

Cunha, 2001). Assim, de acordo com a sua localização tecidual, ela desempenha importantes 

funções como, por exemplo, no controle da agregação plaquetária, na regulação do tônus 

vascular e também na neuromodulação e neuroproteção do sistema nervoso (Zimmermann et 

al., 1998; Dunwiddie & Masino, 2001). Um estudo mostrou que o tratamento crônico com 

clozapina, mas não haloperidol, aumenta a atividade da ecto-5’-nucleotidase em estriado de 

ratos (Lara et al., 2001). 
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No peixe zebra, estudos demonstraram a presença de NTPDases e uma ecto-5’-

nucleotidase em membranas cerebrais. Estas duas enzimas foram caracterizadas como cátion-

dependentes, apresentando atividade máxima à temperatura de 37 °C, pH ótimo entre 7,2 e 

8,0, Kм na faixa de micromolar e uma ampla especificidade por outros nucleotídeos (Rico et 

al., 2003; Senger et al., 2004). Rico et al. (2006) identificaram três isoformas da NTPDase2, 

que foram nomeadas como NTPDase2mv, NTPDase2mq e NTPDase2mg em peixe zebra 

(Rico et al., 2006). Appelbaum et al. (2007) clonaram e caracterizaram o padrão de expressão 

da NTPDase3 em peixe zebra (Appelbaum et al., 2007). Rosemberg et al. (2010) verificaram 

a presença de diferentes membros da família das NTPDases (NTPDases 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8) em 

cérebro, coração e fígado de peixe zebra. As NTPDase1 e NTPDase2 também foram 

encontradas em fotorreceptores, células horizontais e células ganglionares em retina de peixe 

zebra (Ricatti et al., 2009). Estas enzimas desempenham uma função essencial na 

neurotransmissão purinérgica, controlando a disponibilidade e os níveis de nucleotídeos e 

nucleosídeos extracelulares e, consequentemente, a ativação dos purinoreceptores P2 e P1 

(Zimmermann, 2001). 

 

1.4.2. Adenosina desaminase 

 

A adenosina extracelular pode ser liberada pelas células ou ser proveniente da 

hidrólise do ATP. A sua concentração pode ser controlada via transportadores celulares, sua 

fosforilação à AMP pela adenosina quinase (AK) ou por meio de de sua desaminação à 

inosina pela adenosina desaminase (ADA, EC 3.5.4.4) (Latini & Pedata, 2001). A ADA é 

uma enzima envolvida no metabolismo das purinas por catalisar a conversão da adenosina e 

da deoxiadenosina a inosina e deoxiinosina, respectivamente (Franco et al., 1997) (Figura 3). 

A ADA é encontrada como uma enzima citosólica e também pode ser expressa na 

superfície celular como uma ectoenzima. Dois membros clássicos da ADA estão descritos, 

sendo eles primeiramente denominados como ADA1 e ADA2. Estudos têm demonstrado que 

os membros apresentam características cinéticas distintas, o que faz com que ambos possam 

desempenhar uma função diferenciada nos organismos (Iwaki-Egawa et al., 2004; Zavialov & 

Engström, 2005). 

Embora a existência de dois membros da ADA tenha sido previamente descrita, uma 

análise filogenética das sequências de diferentes organismos revelou uma nova família de 

proteínas relacionada com a ADA1 e ADA2, a qual foi denominada ADAL (Rosemberg et al., 

2007). Todos estes membros, juntamente com a ADA presente em alguns fungos e bactérias e 
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a adenosina-5’-monofosfato desaminase, foram classificados como subfamílias pertencentes 

ao grupo das adenil-desaminases. Por apresentar sítios de aminoácidos importantes 

relacionados à desaminação de adenosina e motivos conservados entre as subfamílias da 

ADA, é sugerido que a ADAL também possa participar da clivagem de adenosina à inosina 

(Maier et al., 2005). Contudo, não existem estudos demonstrando a atividade ou expressão 

deste membro das adenil-desaminases em mecanismos de injúria e neuroproteção em nenhum 

modelo animal, até o presente momento. 

 

 
 
Figura 3. Representação esquemática da degradação extracelular de purinas. As enzimas que 
atuam na conversão de ATP à adenosina incluem as NTPDases, 5’ nucleotidase e ADA. A 
PNP (purina nucleosídeo fosforilase) hidrolisa a adenosina, produzindo hipoxantina. A AK 
(adenosina quinase) fosforila a adenosina em AMP. Figura adaptada de Yegutkin (2008). 

 

Rosemberg et al. (2007) realizaram o mapeamento do padrão de expressão de genes 

relacionados a adenosina desaminase em vários tecidos de peixe zebra (Rosemberg et al., 

2007), bem como a caracterização cinética da atividade da ADA em cérebro de peixe zebra 

(Rosemberg et al., 2008).  Brustein et al. (2007) mostraram que a atividade da ADA em 

pacientes esquizofrênicos que realizam tratamento com drogas antipsicóticas, em especial a 

clozapina, encontra-se alterada (Brustein et al., 2007). 

 

1.5. Na+,K+-ATPase (EC 3.6.3.9) 

 

A Na+,K+-ATPase ou bomba de Na+ é uma proteína transmembrana presente em 

grande quantidade no tecido cerebral. Esta proteína hidrolisa ATP, gerando energia para o 

transporte iônico pela membrana plasmática, ou seja, exporta íons Na+ da célula e importa 

íons K+, mantendo o gradiente iônico necessário para a excitabilidade neuronal e a regulação 

do volume celular (Erecinska et al., 2004; Illarionova et al., 2010).  
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Um grande número de funções celulares está acoplado à manutenção das 

concentrações intracelulares e extracelulares de Na+ e K+, tais como controle do volume 

celular, a excitabilidade neuronal, a atividade de enzimas citosólicas, a contração muscular, 

além de auxiliar no movimento de outros íons e compostos por meio de da membrana como, 

por exemplo, a glicose, os aminoácidos e os neurotransmissores (Kaplan, 2002; Jorgensen et 

al., 2003). 

Considerando a importância da Na+,K+-ATPase para o funcionamento normal do 

SNC, a inibição da sua atividade tem sido associada a diversas condições fisiológicas e 

patológicas, como a isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), a doença de Alzheimer (Lees, 

1993; Hattori et al., 1998) e os mecanismos de memória em ratos (Wyse et al., 2004). Estudos 

com animais mostram que substâncias psicoativas como a anfetamina (Zugno et al., 2009), 

fluoxetina (Zanatta et al., 2001), selegilina (Carageorgius et al., 2003), haloperidol, 

carbamazepina e lítio (Wood et al., 1989) estimulam a atividade da Na+,K+-ATPase. Além 

disso, dados na literatura mostram que essa enzima é inibida por radicais livres, produtos de 

lipoperoxidação e alterações na fluidez da membrana (Dobrota et al., 1999; Kurella et al., 

1999; Chakraborty et al., 2003).  

Rajarao et al. (2002) demonstraram que isoformas da Na+,K+-ATPase são 

diferencialmente expressas em sistema nervoso central e órgãos sensoriais durante a 

embriogênese de zebrafish (Rajarao et al., 2002). Nesse mesmo estudo os autores 

identificaram e clonaram oito subunidades α e cinco subunidade β de Na+,K+-ATPases em 

peixe zebra (Rajarao et al., 2002). 

 

 

1.6. Radicais Livres e Estresse Oxidativo 

 
O radical livre é definido como qualquer átomo, grupo de átomos ou molécula que 

possua um ou mais elétrons desemparelhados girando em seus orbitais externos. Isso o torna 

muito instável e lhe confere a propriedade de ser uma espécie química altamente agressiva e 

de vida curta (Andreazza, 2004). Uma vez formados, os RLs buscam estabilizar-se, cedendo 

ou captando um elétron de espécies vizinhas (Schanaider, 2000). Cria-se uma reação em 

cadeia que termina por alterar a conformação, a estrutura ou as funções de proteínas, 

fosfolipídios de membrana, ácidos nucléicos e outros componentes celulares (Riegel, 2002). 

Várias são as fontes geradoras de RLs. As ERO - termo utilizado para designar 

radicais (ânion superóxido e radical hidroxila) e alguns não radicais derivados do oxigênio 
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(peróxido de hidrogênio e oxigênio singleto) - são formadas principalmente durante a 

respiração celular, pela redução incompleta (2-5%) do oxigênio molecular (Salvador & 

Henriques, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). Fisiologicamente, essas espécies participam 

de funções importantes, como a fagocitose, a sinalização celular, a regulação de proteínas e a 

plasticidade sináptica (Serrano & Klann, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). Entretanto, 

quando em excesso, as ERO podem oxidar diversas biomoléculas, como os lipídios, as 

proteínas e o DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007). Com relação aos efeitos prejudiciais das 

reações oxidantes ao organismo, os RLs podem promover lipoperoxidação, podem causar a 

oxidação de proteínas de baixa densidade (LDL), podem reagir com proteínas, levando à sua 

inativação e podem também reagir com DNA e RNA, levando a mutações somáticas e a 

distúrbios de transcrição (Delanty & Dichter, 1998). 

A fim de evitar os efeitos danosos das espécies reativas, o nosso organismo dispõe de 

mecanismos eficientes para a detoxificação desses agentes oxidantes, conhecidos como 

defesas antioxidantes. Essas podem ser divididas em enzimáticas e não enzimáticas. As 

principais enzimas antioxidantes são superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a 

glutationa peroxidase (GSH-Px). As defesas antioxidantes não enzimáticas incluem 

principalmente a GSH, o ácido ascórbico (vitamina C), o α-tocoferol (vitamina E), e os 

polifenóis, a melatonina, a bilirrubina, o urato, o ácido lipóico e os estrógenos (Salvador & 

Henriques, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007). 

Em condições fisiológicas, há um balanço entre os mecanismos oxidativos e as defesas 

antioxidantes; porém, em certas condições patológicas pode haver um desequilíbrio entre 

esses dois sistemas, onde ocorre a produção de uma série de substâncias pró-oxidantes, acima 

da capacidade antioxidante do organismo, favorecendo a ocorrência do estresse oxidativo 

(Dadheech et al., 2008).  Todos os tecidos são vulneráveis ao estresse oxidativo, porém o 

SNC é particularmente sensível por causa da alta taxa de consumo de oxigênio, dos elevados 

níveis de lipídios poliinsaturados capazes de sofrer peroxidação lipídica e da auto-oxidação de 

alguns neurotransmissores (Obata, 2002; Halliwell, 2006). 

Evidências crescentes indicam que o estresse oxidativo desempenha um importante 

papel em várias condições clínicas, como doença de Parkinson, e doença de Alzheimer 

(Paraskevas et al., 2003) e a esquizofrenia (Owe-Larsson et al., 2011; Yao & Reddy, 2011). 

Alguns estudos relatam problemas com a defesa antioxidante e aumento da peroxidação 

lipídica em pacientes esquizofrênicos livres de tratamento (Arvindakshan et al., 2003; Reddy 

et al., 2003) e naqueles tratados cronicamente com neurolépticos típicos (Herken et al., 2001). 

Pacientes com esquizofrenia apresentam baixos níveis das enzimas antioxidantes e da 
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capacidade antioxidante total quando comparado a controles saudáveis, gerando estresse 

oxidativo e peroxidação lipídica. Essa condição piora com o aumento da idade, tabagismo e 

com o estilo de vida (Dadheeck et al., 2008; Mico et al., 2011).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

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

farmacológicos, bioquímicos, comportamentais e patológicos, e que (2) a esquizofrenia é uma 

doença complexa cujos mecanismos de ação são pouco esclarecidos; o presente estudo 

objetiva analisar alterações comportamentais, bioquímicas e moleculares em um modelo 

experimental induzido pelo MK-801 que mimetiza sintomas da esquizofrenia, e assim avaliar 

o efeito protetor de fármacos antipsicóticos nas alterações induzidas pelo MK-801 no peixe 

zebra.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Avaliar a ação do haloperidol, sulpirida, olanzapina e MK-801 sobre parâmetros 

comportamentais do peixe zebra, como atividade locomotora, interação social e memória;  

 - Verificar a possível influência dos fármacos antipsicóticos sobre as alterações 

comportamentais induzidas pelo MK-801; 

- Verificar o efeito do tratamento in vivo com fármacos antipsicóticos e MK-801, 

sobre as atividades e expressão gênica das NTPDases e 5´-nucleotidase em SNC do peixe 

zebra; 

- Verificar o efeito do tratamento in vivo com haloperidol, sulpirida, olanzapina e MK-

801 sobre a atividade e expressão gênica da ADA em SNC do peixe zebra; 

- Verificar o efeito do tratamento in vivo com haloperidol, sulpirida, olanzapina e MK-

801 sobre a atividade da enzima Na+K+-ATPase em  SNC do peixe zebra;  

- Avaliar o efeito do haloperidol, sulpirida e olanzapina isoladamente e após 

tratamento com MK-801 sobre parâmetro de lipoperoxidação, por meio de da medida das 

espécies reativas ao acido tiobarbitúrico (TBARS), e níveis de formação de radicais livres, em 

cérebro de peixe zebra. 
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Abstract 

Antipsychotic agents are widely used for the treatment of psychotic symptoms in 

patients with several brain disorders, such as schizophrenia. Atypical and typical 

antipsychotics differ in parts considerably regarding their clinical and side-effects profile. 

Haloperidol is a representative typical antipsychotic drug and has potent dopamine receptor 

antagonistic; however, various atypical antipsychotics have been developed, were an 

important advance in the treatment of schizophrenia and other psychotic disorders. Purine 

nucleotides and nucleosides, such as ATP and adenosine, represent a ubiquitous class of 

extracellular signaling molecules crucial for normal functioning of the nervous system. 

Indirect findings suggest that changes in the purinergic system, more specifically in 

adenosinergic activity, could be involved in the physiopathology of schizophrenia. Here we 

investigated the effects of typical and atypical antipsychotics on ectonucleotidase and 

adenosine deaminase (ADA) activities, followed by an analysis of gene expression patterns in 

zebrafish brain. Haloperidol treatment (9 µM) was able to decrease ATP hydrolysis (35%), 

whereas there were no significant changes in ADP and AMP hydrolysis in brain membranes. 

Adenosine deamination in membrane fractions was significantly inhibited (38%) after 

haloperidol treatment when compared to the control group; however, no changes were 

observed in ADA soluble fractions after exposure to all antipsychotics tested. Haloperidol 

exposure also led to a decrease in entpd2_mq, entpd3, and adal mRNA transcripts. These 

findings demonstrate that the haloperidol is an inhibitor of ectonucleotidases and ADA in 

zebrafish brain, suggesting that purinergic signaling may also be a target of pharmacological 

effects promoted by this drug.  

Keywords: Ectonucleotidases; zebrafish; antipsychotic; adenosine deaminase. 
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1. Introduction 

Schizophrenia is a neurodevelopmental disorder which afflicts about 1% of the human 

population worldwide, and is caused by both genetic and environmental factors (McGrath et 

al., 2004; van Os et al., 2009). Atypical and typical antipsychotics differ in parts considerably 

regarding their clinical and side-effects profile (Heiser et al., 2007). Haloperidol is a 

representative typical antipsychotic drug and has potent dopamine receptor antagonistic 

activity (Ishida et al., 2009); however, various atypical antipsychotics have been developed, 

were an important advance in the treatment of schizophrenia and other psychotic disorders 

(Meltzer et al. 2002). Their main advantages include better tolerability, especially regarding 

extrapyramidal symptoms, efficacy in a wider range of symptoms (Volavka et al. 2002) and 

increase in quality of life (Karow and Naber 2002). Drug therapy for schizophrenia aims to 

reduce symptoms in the acute phase and maintain long-term symptomatic remission during 

periods of stabilization (Pani, 2009).  

Despite intensive research, the etiology of schizophrenia remains puzzling. The role of 

extracellular purines and purinoreceptors in the pathophysiology of several neurological 

disorders is the focus of a rapidly expanding area of research. ATP is a fast excitatory 

neurotransmitter co-released with other neurotransmitters in the central nervous system (CNS) 

(Burnstock, 2009). The inactivation of ATP-mediated signaling is exerted by 

ectonucleotidases, which include the nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) 

family and an ecto-5’-nucleotidase (Massé et al., 2006; Zimmermann, 2001). Indirect findings 

propose that alterations involving the purinergic system could be implicated in the 

schizophrenia, since adenosine, the final product of ectonucleotidase cascade, plays a 

modulatory role in dopaminergic and glutamatergic systems (Lara and Souza, 2000; Lara et 

al., 2006). Extracellular adenosine concentrations can be regulated by neural cell uptake 

through bi-directional nucleoside transporters followed by phosphorylation to AMP by 
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adenosine kinase, or deamination to inosine by ADA (Franco et al., 1997; Fredholm et al., 

2005; Rosemberg et al., 2007). This process is mostly intracellular, but studies showed that 

ADA is also associated with cell membranes (Franco et al., 1997). This ecto-ADA is 

colocalized with adenosine A1 and A2B receptors, being essential for controlling P1 signaling 

(Herrera et al., 2001; Saura et al., 1998). Additionally, it has been shown that adenosine A2A 

receptors reduce the affinity of dopaminergic D2 receptors for dopamine, a probable 

mechanism underlying the antipsychotic-like profile of adenosine agonists (Cunha et al., 

2008; Wardas, 2008). 

Zebrafish is a promising vertebrate model for studying numerous human diseases and 

drug-related mechanisms (Gerlai et al., 2000; Morris, 2009). Ionotropic P2X receptors have 

already been characterized in this species (Kucenas et al., 2003) as well as the expression of 

adenosine A2 receptors in developing zebrafish embryos (Boehmler et al., 2009). Moreover, 

studies from our laboratory demonstrated the presence of ectonucleotidase and ADA activities 

in zebrafish brain (Rico et al., 2003; Rosemberg et al., 2008; Senger et al., 2004). Previous 

study showed that antipsychotics inhibited in vitro NTPDase activities in zebrafish brain 

(Seibt et al., 2009), suggesting that these enzymes might be sensitive to these drugs. Thus, the 

purpose of this study was to investigate the acute effects of typical and atypical antipsychotics 

on ectonucleotidase and ADA activities in zebrafish brain and to evaluate their gene 

expression pattern analysis.  

 

2. Materials and methods 

2.1. Animals 

Wild-type adult (<8 months old) zebrafish (Danio rerio) of both sexes were obtained 

from a specialist supplier (Redfish Agroloja, RS, Brazil). Animals were kept at a density of up 

to five animals per liter in 50L housing tanks containing tap water previously treated with 
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Tetra’s AquaSafe® (to neutralize chlorine, chloramines, and heavy metals present in the 

water that could be harmful to fish) and continuously aerated (7.20 mg O2/L) at 25 ± 2 ºC 

under a 14/10 h light/dark photoperiod. Animals were acclimated for at least 2 weeks before 

the experiments. They were fed three times a day with TetraMin Tropical Flakes fish food®. 

The procedures were previously approved by the Animal Ethics Committee of the Pontifical 

Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS) under license number CEUA 09/00135. 

  

2.2. Chemicals 

 Sulpiride, haloperidol, olanzapine, nucleotides (ATP, ADP and AMP), adenosine, 

Trizma base, EDTA, EGTA, sodium citrate, Coomassie Blue G, bovine serum albumin, 

malachite green, ammonium molybdate, polyvinyl alcohol, nucleotides, and calcium chloride 

were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Magnesium chloride, phenol, and sodium 

nitroprusside were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). TRIzol, SuperScript™ III 

First-Strand Synthesis SuperMix, Taq Platinum, GelRed and Low DNA Mass Ladder were 

purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). All other reagents used were of analytical 

grade. 

  

2.3. Drug treatments 

 For the treatment, fish were transferred to 1L aquariums and exposed to water 

containing sulpiride (250 µM), olanzapine (100 µM), or haloperidol (9 µM) for 2 h. The 

haloperidol dose and time of treatment in vivo were chosen based on previous studies in 

zebrafish (Giacomini et al., 2006). The doses of other antipsychotic agents used in this study 

were chosen according to our previous study, which have shown that haloperidol, sulpiride, 

and olanzapine per se did not induce changes in the locomotion in zebrafish (Seibt et al., 

2010).  
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2.4. Preparation of soluble and membrane fractions 

Brain samples were obtained as described previously (Rico et al., 2003; Rosemberg et 

al., 2007). Zebrafish were cryoanesthetized and immediately euthanized by decapitation, and 

whole brains dissected. For each sample, five zebrafish brains were pooled and then 

homogenized in a glass-Teflon homogenizer according to the protocol for each enzyme assay. 

For NTPDase and ecto-5’-nucleotidase assays, zebrafish brains were homogenized in 60 vol. 

(v/w) of chilled Tris–citrate buffer (50 mM Tris–citrate, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4). 

For ADA experiments, brains were homogenized in 20 vol. (v/w) of chilled phosphate-

buffered saline (PBS), containing 2 mM EDTA and 2 mM EGTA, pH 7.4. The brain 

membranes were prepared as described previously by Barnes et al. (1993). In brief, the 

homogenates were centrifuged at 800g for 10 min and the supernatant fraction was 

subsequently centrifuged for 25 min at 40 000g. The resultant supernatant and the pellet 

obtained corresponded to the soluble and membrane fractions, respectively. For soluble ADA 

activity experiments, the supernatant was collected and kept on ice for enzyme assays. The 

pellets of membrane preparations were frozen in liquid nitrogen, thawed, resuspended in the 

respective buffers and centrifuged for 20 min at 40 000 g. This freeze–thaw–wash procedure 

was used to ensure lysis of the brain vesicle membranes. The final pellets were resuspended 

and used for enzyme assays. All samples were maintained at 2-4 °C throughout preparation. 

 

2.5. Adenosine deaminase assays 

Ecto- and cytosolic-ADA activities were determined as described previously 

(Rosemberg et al., 2008). The brain fractions (5–10 µg protein) were added to the reaction 

mixture containing 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) and 50 mM sodium acetate 

buffer (pH 5.0) for soluble and membrane fractions, respectively, in a final volume of 200 µL. 
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The samples were preincubated for 10 min at 37 °C and the reaction was initiated by the 

addition of substrate (adenosine) to a final concentration of 1.5 mM. The reaction was stopped 

after 75 min (soluble fraction) and 120 min (membrane fraction) by the addition of 500 µL 

phenol-nitroprusside reagent (50.4 mg of phenol and 0.4 mg of sodium nitroprusside/mL). 

Adenosine deaminase activity was determined spectrophotometrically by measuring the 

ammonia produced over a fixed time using a Berthelot reaction as previously reported 

(Weisman et al., 1988). In order to correct for non-enzymatic hydrolysis of the substrates 

controls were employed with the addition of the enzyme preparation after mixing with 

phenol-nitroprusside reagent. The reaction mixtures were immediately added to 500 µL of 

alkaline-hypochlorite reagent (sodium hypochlorite to 0.125% available chlorine, in 0.6 M 

NaOH) and vortexed. Samples were incubated at 37 °C for 15 min and the colorimetric assay 

was carried out at 635 nm. Incubation times and protein concentrations were chosen in order 

to ensure the linearity of the reactions. Specific activity was expressed as nmol of NH3. min-1. 

mg protein-1. The ADA activity was expressed as nmol NH3.min−1.mg−1of protein. All 

enzyme assays were carried out on at least four separate occasions, with each one performed 

in triplicate. 

 

2.6. Ectonucleotidase assays 

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

al., 2003; Senger et al., 2004). Zebrafish brain membranes (3 µg protein for NTPDase and 5 

µg protein for 5’-nucleotidase) were added to the reaction mixture containing 50 mM Tris–

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

mM MgCl2 (for the 5’-nucleotidase activity) in a total volume of 200 µL. The samples were 

preincubated for 10 min at 37 °C before starting the reaction by the addition of substrate 

(ATP, ADP or AMP) to a final concentration of 1 mM. The reaction was stopped after 30 min 
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with 200 µL trichloroacetic acid at a final concentration of 5%. The samples were chilled on 

ice for 10 min and 1 mL of a colorimetric reagent composed of 2.3% polyvinyl alcohol, 5.7% 

ammonium molybdate, and 0.08% malachite green was added in order to determine the 

inorganic phosphate (Pi) released (Chan et al., 1986). The Pi release was quantified 

spectrophotometrically at 630 nm and the specific activity was expressed as nmol Pi min−1 mg 

protein−1. In order to correct for non-enzymatic hydrolysis of the substrates, controls were 

used with the addition of the enzyme preparation after the addition of trichloroacetic acid. All 

enzyme assays were carried out on at least four separate occasions, with each one performed 

in triplicate. 

 

2.7. Protein determination 

 Protein was measured using Coomassie Blue as the color reagent (Bradford, 1976) and 

bovine serum albumin was used as standard.  

   

2.8. Molecular analysis 

 For analysis by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), zebrafish 

entpd1, three different forms of entpd2 (entpd2_mg, entpd2_mq, entpd2_mv) (Rico et al., 

2006), entpd3 (Appelbaum et al., 2007), ada1, ada2-1, ada2-2 and adal (Rosemberg et al., 

2007) and β-actin (Chen et al., 2004) primers were used as described previously. The optimal 

annealing temperatures were also tested (Table 1). TRIzol® reagent (Invitrogen) was 

employed to isolate total zebrafish brain RNA in accordance with the manufacturer’s 

instructions. RNA was quantified spectrophotometrically and samples were adjusted to 160 

ng/µL. cDNA species were synthesized with the SuperScriptTM First-Strand (Synthesis 

System for RT-PCR) kit (Invitrogen) following the supplier’s instructions. PCR reactions 

were performed as described previously (Rico et al., 2006; Rosemberg et al., 2007). A 
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negative control was included for each set of PCR reactions. PCR products were analyzed on 

a 1% agarose gel containing GelRed® and visualized with ultraviolet light. The β-actin gene 

was amplified for normalization and the Invitrogen 1 kb Plus DNA ladder was used as a 

molecular marker in order to confirm the fragment size. The band intensities were measured 

by optical densitometry and the enzyme/β-actin mRNA ratios were established for each 

treatment using the software ImageJ 1.37 for Windows after running all PCR products in a 

single gel. 

 

2.9. Statistical analysis  

 Results are expressed as means ± S.D. Data were analyzed by one-way analysis of 

variance (one-way ANOVA) followed by Tukey multiple range post-hoc test, considering 

P≤0.05 as significant. SPSS 16.0 was used for statistical analysis. 

 

3. Results 

 Nucleotidase activities in zebrafish brain membranes were determined after acute 

typical or atypical antipsychotic treatments. The animals were exposed to haloperidol (9 µM), 

sulpiride (250 µM), and olanzapine (100 µM) for 2 hours. Olanzapine and sulpiride had no 

significant effect on ATP hydrolysis in zebrafish brain. However, haloperidol treatment did 

inhibit ATP hydrolysis (35%, P<0.05) when compared to the control group (Fig. 1A). There 

were no significant changes in ADP hydrolysis (Fig. 1A) and AMP hydrolysis (Fig. 1B) after 

exposure to all the antipsychotics tested.  

The effect of antipsychotic drug treatments on ADA activity was examined in both 

soluble and membrane fractions from zebrafish brain (Fig. 2). The results showed that 

olanzapine and sulpiride did not alter ADA activity in either fraction. However, haloperidol 
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significantly decreased ecto-ADA activity (38%, P<0.05) when compared to control. In 

contrast, the soluble ADA activity was not altered by the drugs at the concentrations tested. 

In order to determine if the decrease in NTPDase and ADA activities could be a 

consequence of transcriptional control, RT-PCR analysis was performed when alterations in 

NTPDase and ADA activities were observed after haloperidol treatment (Table 1). For this 

reason, the ecto-5´-nucleotidase activity was not analyzed. The expression patterns after acute 

haloperidol treatment are presented (Fig. 3A and 3B). Haloperidol exposure led to a decrease 

in entpd2_mq (45%, P<0.05), entpd3 (24%, P<0.05) and adal (33%, P<0.05) mRNA 

transcript levels, whereas entpd2_mv, entpd2_mg, entpd1, ada1, ada2-1 and ada2-2 

transcripts were not affected.  

 

4. Discussion 

Extracellular adenosine levels and the degree of receptor activation depend on the rate 

of formation, diffusion, and degradation of adenine nucleotides (ATP, ADP, and AMP) and 

the nucleoside adenosine (Brundege and Dunwiddie, 1997). In the present study, there was a 

significant inhibition of ATP hydrolysis and adenosine deamination in zebrafish brain after 

acute treatment with haloperidol. Considering the existence of antagonistic intramembrane 

interaction between adenosine A2A and D2 receptors and the role of ectonucleotidases and 

ADA as the enzyme members of the pathway responsible for the production and degradation 

of extracellular adenosine, it is important to clarify the role of these enzymes in schizophrenia 

and their interactions with therapeutic agents used in the management of this disorder. 

Therefore, this study investigated the effect of haloperidol, sulpiride, and olanzapine on 

ectonucleotidase and ADA activities, followed by the analysis of their gene expression 

patterns in zebrafish brain.  
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Adenosinergic activity may play a role in schizophrenia, especially because adenosine 

modulates several neurotransmitter systems (Burnstock, 2008; Lara et al., 2006). Previous 

studies have shown that activation of the adenosine A1 receptor inhibits the release of several 

neurotransmitters, such as serotonin, glutamate, acetylcholine, and dopamine, and decreases 

neuronal activity by post-synaptic hyperpolarization (Dunwiddie and Mansino, 2001). The 

proposed adenosine dysfunction in schizophrenia, leading to a synaptic adenosinergic deficit, 

could be due to receptor alterations or altered metabolism, i.e. decreased production/release or 

increased degradation/uptake of adenosine (Lara et al., 2006). There has been a growing 

interest in purinergic neurotransmission and neuromodulation in different regions of the brain 

and spinal cord (Burnstock, 2007; North and Verkhratsky, 2006), and the involvement of ATP 

receptors in schizophrenia has been discussed in relation to reports that antipsychotic drugs, 

such as haloperidol, chlorpromazine, and fluspirilene are able to inhibit ATP-evoked 

responses mediated by P2X receptors (Inoue et al., 1996). It was suggested that ATP might 

facilitate dopaminergic neurotransmission and that various antipsychotic drugs suppress 

dopaminergic hyperactivity through inhibition of P2X receptor-mediated effects.  

Regarding the adenosine involvement in schizophrenia there have been reports of 

adenosine–dopamine interactions (Cunha et al., 2008; Wardas, 2008). For example, it is 

noteworthy that activation of adenosine A2A receptors reduces the affinity of dopaminergic D2 

receptors for dopamine, and this is the probable mechanism underlying the antipsychotic-like 

profile of adenosine agonists (Ferré, 1997), the hyperdopaminergic effect of caffeine (Ferré, 

1997; Ferré, 2008) and the exacerbation of psychotic symptoms by caffeine in schizophrenic 

patients (Lucas et al., 1990). The demonstration of an increase in basal D2 receptor occupancy 

by dopamine in schizophrenic patients (Abi-Dargham et al., 2000; Seeman et al., 2006) is 

compatible with a decreased adenosinergic tone, which via A2A-D2 receptor interaction 

increases the affinity of D2 receptors for dopamine (Férre, 1997; Svenningsson et al., 1999). 
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Moreover, striatal dopamine release is known to be under tonic inhibition by adenosine acting 

on presynaptic A1 receptors (Borycz et al., 2007; Golembiowska and Zylewska, 1998), which 

is in line with the increased release of dopamine in schizophrenia (Laruelle et al., 2000). It 

was also observed that the ability of clozapine to induce c-fos expression is blocked by A2A 

receptor antagonists (Pinna et al., 1999) and this antipsychotic also affected the 

ectonucleotidase pathway responsible for the formation of ATP-derived adenosine, which acts 

on A2A receptors (Lara et al., 2001). Therefore, these observations are consistent with the 

importance of the modulation of ectonucleotidase and ADA activities by haloperidol, since 

the control of adenosine levels is involved in the manipulation of activation of the A2A 

receptor, which, in turn, might help to restore adequate dopaminergic signaling. 

ADA activity is a target of investigation into the biochemical regulation of behavior. 

Ozyur et al. (2006) reported that ADA activity was significantly increased in the prefrontal 

cortex of rats in an MK-801-induced experimental psychosis model. Interestingly, chronic 

treatment with the adenosine receptor antagonist caffeine, which induces adaptive changes to 

a low endogenous adenosine signal, significantly reduced the hyperlocomotor and amnesic 

effects of MK-801 in mice (Dall’Igna et al., 2003; de Oliveira et al., 2005). ADA activity is 

involved in the regulation of adenosine levels in the extracellular milieu and also interacts 

with A1 receptors (Franco et al., 1997). When we analyzed the effect of sulpiride, haloperidol, 

and olanzapine on ADA activity, only haloperidol produced a significant inhibition of this 

enzyme activity. Furthermore, taking into consideration that the control of the adenosinergic 

signaling can also be exerted by adenosine uptake via bi-directional transporters and by 

adenosine kinase in mammals (Boison, 2006, Latini & Pedala, 2001), further studies are 

important to demonstrate the impact of these mechanisms in the modulation of adenosine 

levels in zebrafish. 
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Drug interaction with biological membranes influences the bilayer structure, 

consequently modulating processes that range from membrane-bound enzyme activity and 

receptor binding to membrane permeability and transport (Carfagna and Muhoberac, 1993). 

Various studies have demonstrated that antipsychotic drugs have high affinity for biological 

membranes due to their amphipathic and amphiphilic properties, and this implies that 

antipsychotic drugs can interact with membrane lipid organization. It is known that 

antipsychotic intercalation in the membrane can alter the membrane lipid dynamics, possibly 

leading to modification of the receptor response (Tessier et al., 2008). Accordingly, it is 

possible to suggest that changes in membrane structure induced by antipsychotics might be 

responsible for the inhibitory effect observed on NTPDase and ADA activities in zebrafish 

brain membranes. 

Another possibility is that the inhibitory effect of haloperidol on NTPDases and ADA 

may occur via transcriptional mechanisms. It is known that treatment with various classes of 

antipsychotic drugs may result in a common, final pathway of changes in gene expression in 

the brain. Our findings demonstrated that animals submitted to haloperidol treatment 

presented significant changes in NTPDase and ADA gene expression patterns. Haloperidol 

exposure decreased entpd2_mq (45%, P<0.05) and entpd3 (24%, P<0.05) mRNA transcript 

levels, whereas entpd2_mv, entpd2_mg and entpd1 mRNA transcript levels apparently were 

not affected. Considering that ATP is the preferential substrate for NTPDase2 and NTPDase3 

(Zimmmermann, 2001), it is possible to suggest that the decrease in the mRNA transcript 

levels for entpd2_mq and entp3 is related to the decrease in ATP hydrolysis observed after 

haloperidol treatment. Previous work from our group has already revealed the expression 

pattern of ADA-related genes (ada1, ada2a, ada2b, and adal) in zebrafish brain (Rosemberg 

et al., 2007). In this study, haloperidol treatment significantly decreased mRNA transcript 

levels for adal (33%, P<0.05), but ada1, ada2-1 and ada2-2 did not change, suggesting that 



 45 

the observed alteration in ADA activity might be related to changes in the gene expression 

level. 

Extracellular nucleotides and nucleosides are important signaling molecules that 

require effective mechanisms for their signal regulation (Yegutkin, 2008). This regulation is 

exerted by a broad range of nucleotide-degrading and interconverting extracellular enzymes 

(Abbracchio et al., 2009; Zimmermann, 2006). Our findings show that a typical antipsychotic 

drug, such as haloperidol, might modulate the ectonucleotidase and ADA pathway, an 

important source of extracellular adenosine. These results indicate that adenosine degradation 

and production might be a pharmacological target for this class of drugs and this finding 

suggests the existence of another mechanism of action involving the purinergic system, which 

can influence their final effects. 
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Figure legends: 

 

Figure 1: In vivo effect of sulpiride, haloperidol, and olanzapine on (A) NTPDase and (B) 5’-

nucleotidase activities in zebrafish brain membranes. ATP, ADP, and AMP hydrolysis were 

determined. Bars represent the mean ± S.D. of at least four different experiments, each one 

performed in triplicate. The symbol (*) indicates a difference when compared to the control 

group. Data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey test as post-hoc, 

considering P<0.05 as significant. 
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Figure 2: Effect of acute (2 h) antipsychotic drugs exposure on soluble and membrane-bound 

ADA activity from zebrafish brain. Data were expressed as mean ± S.D. of four independent 

experiments, each one performed in triplicate. The asterisk represents a significant difference 

from the control group (one-way ANOVA, followed by Tukey’s test as post-hoc, P<0.05). 
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Figure 3: Effect of haloperidol exposure on NTPDase and ADA transcripts. The figure shows 

(A) β-actin, entpd1, entpd2_mg, entpd2_mq, entpd2_mv, entpd3 and (B) β-actin, ada1, adal, 

ada2-1 and ada2-2 mRNA expression in adult zebrafish and the enzyme/ β-actin mRNA 

ratios obtained by optical densitometry. Three independent experiments were performed, with 

entirely consistent results. *Significantly different from control (P<0.05, ANOVA followed 

by Tukey post-hoc). 
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Table 1: Primer sequences and PCR amplification conditions 

Enzymes Sequences (5´- 3´) Annealing 
temperature 

(ºC) 

PCR 
product 

(bp) 

GenBank 
accession 
number 

entpd1 CCCATGGCACAGGCCGGTTG (forward) 
GCAGTCTCATGCCAGCCGTG (reverse) 

54 380 AAH78240 

entpd2_mg* GGAAGTGTTTGACTCGCCTTGCACG 
(forward) 

CAGGACACAAGCCCTTCCGGATC (reverse) 

62 554 XP_697600 

entpd2_mq* 

 

CCAGCGGATTTAGAGCACGCTG (forward) 
GAAGAACGGCGGCACGCCAC (reverse) 

62 313 XP_687722 

entpd2_mv* GCTCATTTAGAGGACGCTGCTCGTG 
(forward) 

GCAACGTTTTCGGCAGGCAGC (reverse) 

62 263 AAH78419 

entpd3 TACTTTCTTTGGACAGAGCAACCCTG 
(forward) 

AAGCATATAGCCCAGGGACCAGG (reverse) 

62 424 ABR15509 

ada1 CAGGTCCATTCTGTGCTGCATGCGTC 
(forward) 

AAGTGTGTGGTATCCGTGCCCAATGC 
(reverse) 

58 283 AAH76532 

ada2-1** AAGACAAGGGTTTTAACCTGCCCTAC 
(forward) 

CTCCTTTCTTTGACTTGGCAATGTGC 
(reverse) 

63 554 and 
440 

AAL40922 

ada2-2 CTGAAGATGAAGGAAATCACCCTTTCACC 
(forward) 

TGTCTTCATAAAGCTCTTTCAAACCCTGG 
(reverse) 

54 505 XP_687719 

adal TCATTCAAGAGTTTGCGGCAGATGG 
(forward) 

TTGGCTTTCTGAAGTGCAGCGAGC (reverse) 

61 328 NP_001028
916 

β-actin GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG (forward) 
GCCGGACTCATCGTACTCCTG (reverse) 

54 678 AAC13314 
 

* Corresponds to the first two amino acid residues of the protein sequence. 
** The same primers amplified a truncated ada2-1 splice isoform (ada2-1/T). 
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4.  DISCUSSÃO 

A esquizofrenia é uma doença neuropsiquiátrica grave que afeta cerca de 1% da 

população mundial (Maj & Sartorius, 2005). Apesar dos avanços importantes nas últimas 

décadas, existem muitos aspectos a serem compreendidos sobre a doença e suas intervenções 

farmacológicas, a fim de minimizar os sintomas dessa patologia. Desde a descoberta dos 

primeiros antipsicóticos na década de 50, no século passado, a terapia farmacológica da 

esquizofrenia não avançou de forma impactante. A indústria farmacêutica deste então vem 

apenas buscando desenvolver medicamentos baseados nos mecanismos de ação de 

antipsicóticos existentes, deixando de pesquisar ações diferenciadas e que realmente possam 

revolucionar o tratamento da esquizofrenia. Sendo assim, estudos sobre novos mecanismos de 

ação e estratégias de intervenção farmacológica são promissores. Em busca de um melhor 

entendimento sobre as alterações causadas pela esquizofrenia e os tratamentos farmacológicos 

usados na clínica, neste estudo analisamos as ações de três fármacos antipsicóticos 

(haloperidol, sulpirida e olanzapina) e do MK-801, uma substância que mimetiza alguns 

sintomas da esquizofrenia, sobre parâmetros bioquímicos e comportamentais em peixe zebra. 

O uso de testes pré-clinicos e modelos animais são essencias para o conhecimento e 

desenvolvimento de perfis farmacológicos de novos fármacos. O peixe zebra tem ganhado 

destaque no meio científico e demonstra grande potencial para estudos envolvendo diferentes 

doenças e também para a triagem de novos medicamentos. Portanto, na primeira etapa deste 

trabalho  avaliamos se o MK-801, é capaz de induzir mudanças comportamentais que 

mimetizam a esquizofrenia neste modelo animal. O desenvolvimento de modelos animais 

capazes de induzir alucinações e delírios é uma tarefa difícil de ser desenvolvida. No entanto, 

alterações na cognição, interação social e locomoção em resposta a diferentes substâncias 

podem ser facilmente investigadas. Kilts (2001) descreveu a hiperatividade induzida por 

fármacos como uma característica comum na esquizofrenia. A administração aguda de 

antagonista de receptores NMDA, tais como MK-801, induz em roedores comportamentos 

que podem ser associados a sintomas positivos (hiperlocomoção), cognitivos (déficits de 

memória) e negativos (déficit de interação social) (Powell & Miyakawa, 2006). Considera-se 

que a exposição aos antagonistas de receptores NMDA representa o modelo farmacológico 

mais completo e abrangente de esquizofrenia em animais (Manahan-Vaughan et al., 2008). 

Partindo disso, nosso objetivo no primeiro capítulo dessa tese foi produzir a hiperlocomoção 

induzida pelo MK-801 em peixe zebra que é uma alteração comportamental observada na 

esquizofrenia. Nossos dados mostram que a atividade locomotora no peixe zebra foi 

aumentada após a administração de MK-801 (20 µM), nos três períodos de tempo de 
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exposição testados (15, 30 e 60 minutos), dados esses que estão de acordo com estudos 

realizados anteriormente em outros modelos animais (Chartoff et al., 2005; Bubenikova-

Valesova et al., 2009). Após a indução da hiperlocomoção no peixe zebra, utilizamos essa 

ferramenta para avaliar o comportamento de diferentes antipsicóticos frente a essa alteração, 

ou seja, sobre o aumento no número de linhas cruzadas, distância percorrida, velocidade 

média e ainda sobre o tempo gasto na parte superior do aquário. Estudos anteriores já haviam 

demonstrado que a hiperlocomoção induzida por MK-801 pode ser prevenida por drogas 

antipsicóticas, e que os antipsicóticos atípicos são mais potentes do que os antipsicóticos 

típicos na inibição da hiperlocomoção induzida por antagonistas NMDA (Jentsch & Roth, 

1999; O’Neill & Shaw, 1999). Entretanto, nossos resultados demonstram que o haloperidol, 

sulpirida e olanzapina inibiram igualmente a hiperlocomoção induzida por MK-801, diferindo 

apenas em sua influência sobre o efeito ansiolítico promovido pelo MK-801, que foi 

observado após 30 e 60 min de exposição. O efeito ansiolítico do MK-801 foi observado 

anteriormente em ratos tratados com MK-801 e submetidos ao teste de labirinto (Karcz-

Kubicha et al., 1997; Bertoglio & Carobrez, 2003). Outro resultado observado nesse estudo 

foi o efeito ansiolítico apresentado após 15 e 30 min de exposição à olanzapina, embora esta 

droga não tenha qualquer efeito sobre a atividade locomotora. Em busca de uma explicação 

para o efeito ansiolítico, observa-se que antipsicóticos atípicos (risperidona, olanzapina e 

quetiapina) têm sido cada vez mais utilizados para tratar distúrbios relacionados à ansiedade, 

além de seu uso no tratamento de psicose, justificando o efeito ansiolítico observado após 

tratamento com olanzapina no peixe zebra (Sun et al., 2010; Vulink et al., 2011). Assim, 

podemos concluir que ambos os antipsicóticos, típicos e atípicos, atenuaram a 

hiperlocomoção induzida pelo MK-801 no peixe zebra de forma semelhante. Testar a eficácia 

de medicamentos para minimizar alterações comportamentais induzidas MK-801 é uma 

relevante abordagem experimental e merece uma investigação ainda mais aprofundada neste 

modelo animal.  

Portanto, no segundo capítulo deste estudo continuamos analisando as alterações 

comportamentais induzidas pelo MK-801 em peixe zebra. Nós avaliamos a ação do MK-801 

em dois parâmetros comportamentais: cognição e interação social, uma vez que pacientes 

esquizofrênicos sofrem de sintomas duradouros e persistentes, bem como deficiências na 

cognição e interação social, que costumam afetar a sua vida social (Abdul-Monim et al., 2006; 

de Moura Linck et al., 2008). Dado o impacto negativo da disfunção cognitiva e social sobre a 

qualidade de vida dos pacientes esquizofrênicos, a falta de tratamento eficaz é claramente 

uma necessidade não atendida pela clínica (Goldberg & Gold, 1995). Para analisar os déficits 
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cognitivos no peixe zebra, utilizamos o protocolo desenvolvido por Blank et al. (2009). Para 

tanto, o treino consistiu de apenas uma sessão onde os animais foram colocados 

individualmente no aquário de esquiva inibitória. Ao cruzar para o lado escuro do aquário um 

choque elétrico foi administrado por 5s e estes animais retirados imediatamente do aquário. 

Na sessão de teste, realizada 24 h depois, seguiu-se o mesmo protocolo, porém nenhum 

choque foi utilizado. As latências de entrada no lado escuro para o treino e o teste foram 

consideradas como indicadoras de retenção da memória. O resultado do presente estudo 

demonstrou que o tratamento com MK-801 induziu um déficit na mémoria do peixe zebra, e 

estes déficits foram totalmente revertidos pela administração aguda de antipsicóticos atípicos, 

mas não por antipsicótico típico. Esses dados estão de acordo com dados apresentados em 

estudos anteriores onde demonstraram que a administração aguda de MK-801 prejudica a 

memória de trabalho em roedores (Zajaczkowsky et al., 2003; Bardgett et al., 2008), e 

também que o tratamento com fenciclidina, outro antagonista do receptor NMDA, prejudica o 

desempenho de ratos no labirinto de Morris, sendo que esse efeito pode ser revertido pela 

clozapina, sertindol, risperidona, mas não por haloperidol (Didriksen et al., 2007).  

O déficit de interação social é um dos sintomas negativos mais marcantes da 

esquizofrenia (Rung et al., 2005; Becker & Grecksch, 2004), e os modelos animais que 

utilizam antagonistas glutamatérgicos tais como fenciclidina e MK-801, para modular tal 

sintoma, vem sendo cada vez mais explorados (de Moura Linck et al., 2008). Para analisar a 

interação social, utilizamos uma técnica desenvolvida por Gerlai (2003), onde os peixes são 

colocados em contato com um aquário vazio de um lado, e de outro lado um aquário 

“estímulo”, ou seja, um aquário com 15 peixes para estimular a interação social.  Como 

resultado desse teste, os peixes tratados com MK-801 apresentaram uma diminuição na 

interação social, e somente os fármacos atípicos testados conseguiram reverter esse efeito, ou 

seja, a sulpirida e olanzapina foram eficazes em reverter os déficits de interação social 

induzidos pelo MK-801, enquanto que o haloperidol foi incapaz de promover tal efeito. Outro 

estudo mostrou que o haloperidol não reverte os déficits de interação social induzidos por 

antagonista NMDA (Boulay et al., 2004). Uma possivel explicação para os resultados obtidos 

nesse estudo é o fato de que antagonistas NMDA aumentam a liberação de serotonina, que 

por sua vez aumenta os níveis de glutamato pela ativação dos receptores 5-HT
2A

 nos 

neurônios glutamatérgicos. Assim, o aumento da liberação de glutamato pode atuar nos 

receptores pós-sinápticos AMPA/Kainato causando alteraçãos nas respostas comportamentais 

e influenciando assim nas respostas induzidas pela exposição aos antagonistas NMDA 
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(Aghajanian & Marek, 1999; Adams et al., 2001). Esses dados podem ter relação com a 

diferença de efeitos observados entre antipsicóticos típicos e atípicos, uma vez que sabemos 

que antipsicóticos atípicos não atuam nos receptores glutamatérgicos, mas atuam sobre 

diversos outros neurotransmissores que podem interferir nesses efeitos (Large, 2007). Su et al.  

(2007) mostraram que a risperidona, um antipsicótico atípico, inibe a liberação de glutamato 

induzida por antagonista NMDA pelo bloqueio de receptores de serotonina 5-HT
2A

 nos 

terminais glutamatérgicos. Assim, é possivel que os antipsicóticos atípicos testados neste 

estudo inibiram os prejuízos na interação social e déficits cognitivos induzidos pelo MK-801 

por meio de de mecanismos similares.  

A administração aguda de MK-801, como citada anteriormente, representa o modelo 

farmacológico mais completo e abrangente de esquizofrenia (Manahan-Vaughan et al., 2008), 

e têm sido amplamente utilizada como modelo animal para estudos envolvendo diversas 

doenças e também para entender melhor o mecanismo de ação de diferentes fármacos. Nosso 

interesse em investigar essas alterações comportamentais em peixe zebra foi apoiada por 

numerosas vantagens práticas desta espécie na experimentação comportamental combinada à 

sua semelhança genética com os mamíferos. A figura abaixo (Figura 4) representa de forma 

simplificada os resultados obtidos nos dois primeiros capítulos dessa tese. 
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Figura 4 – Esquema representativo das alterações comportamentais induzidas por MK-801 e 

fármacos antipsicóticos no peixe zebra. 

 

O modelo de disfunção purinérgica proposto por Lara e Souza (2000) sugere que uma 

hipofunção da sinalização promovida pela adenosina é compatível com muitos sintomas da 

esquizofrenia. Baseado na relação existente entre o sistema purinérgico e a esquizofrenia, no 

terceiro capítulo dessa tese vamos abordar o sistema purinérgico, que é uma importante via de 

sinalização no SNC, amplamente distribuído e envolvido em diversos mecanismos de controle 

neuronal (Zimmermann, 2008). No sistema purinérgico, o ATP atua como um 

neurotransmissor excitatório (principalmente ativando receptores P2X) e também tem 

envolvimento na proliferação, crescimento e diferenciação celular (atuando em receptores 

P2Y) (Burnstock, 2008). O ATP é sintetizado e armazenado em terminais pré-sinápticos e 

liberado na fenda sináptica sob estímulos nervosos (Abbracchio et al., 2009). O ATP liberado 

pode ser rapidamente degradado pelas ectonucleotidases, gerando o neuromodulador 

adenosina (Burnstock, 2008). Considerando que as ectonucleotidases controlam os níveis de 

ATP e do neuromodulador adenosina, e que estudos anteriores propuseram uma relação entre 

os níveis desse neuromodulador e a esquizofrenia, o estudo dessas enzimas torna-se 
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importante para um melhor entendimento desta patologia. Além disso, os níveis de adenosina 

podem ser controlados por meio de de sua desaminação à inosina pela adenosina deaminase 

(Latini & Pedata, 2001), uma enzima envolvida no metabolismo das purinas por catalisar a 

conversão da adenosina e da deoxiadenosina a inosina e deoxiinosina, respectivamente 

(Franco et al., 1997). 

Existe uma carência de um melhor entendimento sobre os mecanismos envolvidos na 

esquizofrenia, tornando assim necessária a melhor caracterização de diferentes vias de 

sinalização nos processos relacionados a essa doença, pois identificando os mecanismos 

envolvidos, pode-se, por exemplo, buscar a triagem de novos fármacos. A farmacoterapia 

atual da esquizofrenia baseia-se nas hipóteses dopaminérgicas e glutamatérgicas, que 

enfatizam a contribuição de hiperfunção dopaminérgica e a hipofunção glutamatérgica na 

fisiopatologia da doença (Gordon, 2010; Heinz & Schlagenhauf, 2010). A adenosina no seu 

papel de regulador homeostático pode modular tanto a neurotransmissão dopaminérgica e 

glutamatérgica. Neste contexto, Lara & Souza (2000) propuseram uma hipótese purinérgica 

para a esquizofrenia. Eles sugeriram que uma disfunção no sistema purinérgico resultaria em 

redução da atividade adenosinérgica como uma possível explicação para o desequíbrio entre a 

neurotransmissão dopaminérgica e a glutamatérgica que são marcos característicos da 

esquizofrenia. Essa hipótese sugere que um desequilíbrio no neuromodulador adenosina pode 

criticamente determinar  susceptibilidade à esquizofrenia (Lara & Souza, 2000; Lara et al, 

2006). Sabendo dessa relação, no terceiro capítulo dessa tese resolvemos avaliar o efeito do 

MK-801 sobre as enzimas ectonucleotidases e ADA. Entretando, nenhum efeito na atividade 

dessas enzimas foi observado após exposição ao MK-801 no peixe zebra. Partindo desse 

resultado, resolvemos avaliar se os fármacos antipsicóticos eram capazes de alterar o 

comportamento dessas enzimas. Nossos resultados mostraram que o haloperidol, único 

fármaco antipsicótico típico estudado, alterou a atividade de ambas as enzimas, demonstrando 

sua influência sobre os níveis de ATP e adenosina. Entretanto, ambos os fármacos 

antipsicóticos atípicos testados neste estudo, olanzapina e sulpirida, não promoveram 

alteração nesta atividade enzimática. Estudos têm demonstrado que os fármacos antipsicóticos 

têm alta afinidade por membranas biológicas devido às suas propriedades anfipáticas e 

anfifílicas, e isso implica que o haloperidol pode interagir com a organização de lipídios de 

membrana, possivelmente levando à modificação na resposta do receptor (Tessier et al., 

2008). Outra possibilidade é que o efeito inibitório do haloperidol sobre a atividade das 

NTPDases e ADA pode ocorrer por meio de de mecanismos de controle transcricional. 

Nossos achados demonstraram que os animais submetidos ao tratamento com haloperidol 
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apresentaram mudanças significativas nos padrões de expressão de genes das NTPDases e 

ADA. Exposição ao haloperidol diminuiu os níveis de transcritos de mRNA dos primers 

entpd2_mq (45%) e entpd3 (24%), enquanto entpd2_mv, entpd2_mg e os níveis de entpd1 

aparentemente não foram afetados. Considerando que o ATP é o substrato preferencial para 

NTPDase2 e NTPDase3 (Zimmmermann, 2001), é possível sugerir que a diminuição nos 

níveis de transcritos de mRNA para entpd2_mq e entpd3  está relacionada com a diminuição 

da hidrólise de ATP observadas após tratamento com haloperidol. Neste estudo, também 

observamos que o tratamento com haloperidol diminuiu significativamente os níveis de 

transcrição para o primer adal (33%), mas ada1, ada2-1 e ada2-2 não se alteraram, sugerindo 

que a mudança observada na atividade da ADA pode também estar relacionada a alterações 

na expressão gênica.Os nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares são importantes moléculas 

sinalizadoras que necessitam de mecanismos eficazes para a sua regulação (Yegutkin, 2008). 

Nossos resultados mostram que um fármaco antipsicótico típico, o haloperidol, pode modular 

enzimas que são responsáveis pelos níveis de adenosina extracelular. Estes resultados indicam 

que a degradação e a produção de adenosina podem ser alvos farmacológicos para esta classe 

de fármacos, sugerindo assim uma possível relação entre o sistema purinérgico e a ação dos 

fármacos antipsicóticos. 

 Considerando a importância da Na+,K+-ATPase para o funcionamento normal do 

SNC, uma vez que a inibição da sua atividade tem sido associada a diversas condições 

fisiológicas e patológicas (Wyse et al., 2000; Wyse et al., 2004), no quarto capítulo desta tese 

analisamos o efeito do MK-801 e fármacos antipsicóticos sobre a atividade da Na+, K+-

ATPase e medidas de estresse oxidativo. Estudos anteriores mostraram uma diminuição 

significativa na atividade da Na+, K+- ATPase em pacientes com esquizofrenia (Rybakowski 

& Lehmann, 1994; Kurup & Kurup, 2002). Nossos resultados estão de acordo com estudos 

anteriores, pois mostramos que o MK-801 diminuiu a atividade da Na+, K+-ATPase e que os 

fármacos antipsicóticos testados (haloperidol, sulpirida e olanzapina) reverteram este efeito. 

Nossos resultados também mostraram que a administração de haloperidol isoladamente 

produziu um aumento na atividade da Na+, K+- ATPase  no cérebro de peixe zebra. Estes 

dados também estão de acordo com estudos anteriores que mostraram que o haloperidol 

aumentou a atividade desta enzima no cérebro de ratos (Wood et al., 1989). Efeitos similares 

têm sido observados com outras drogas, como anfetaminas (Zugno et al., 2009), fluoxetina 

(Zanatta et al., 2001), a selegilina (Carageorgiou et al. 2003), carbamazepina e lítio (Wood et 

al., 1989) .  
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Sabe-se que a enzima Na+, K+-ATPase é particularmente suscetível ao ataque de 

radicais livres e por isso a sua inibição tem sido correlacionada com alteração nos níveis de 

radicais livres (Dencher et al., 2007). Portanto, partindo dos resultados obtidos nesse estudo 

onde tivemos alterações nos níveis dessa enzima, resolvemos analisar as espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) e os níveis de oxidação da DCF (parâmetros de estresse 

oxidativo) (Potts et al., 2006; Siems et al., 1996). Estresse oxidativo ocorre quando há um 

desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio (ROS) e a geração de defesas 

antioxidantes em favor do primeiro. Nossos resultados mostraram que a administração aguda 

de MK-801 e drogas antipsicóticas não alteraram os níveis do DCF. Entretanto, os resultados 

desse estudo mostraram que MK-801 aumentou os níveis de TBARS no cérebro de peixe 

zebra e que a administração de drogas antipsicóticas, típicas e atípicas, conseguiu reverter o 

aumento nesses níveis. Estes dados são consistentes com estudos anteriores que mostraram 

que o estresse oxidativo e as alterações nas enzimas antioxidantes têm sido descritos na 

fisiopatologia da esquizofrenia (Reddy & Yao 1996; Grignon & Chianetta 2007).   

A figura abaixo (figura 5) demonstra de forma simplificada os resultados obtidos nos 

dois últimos capítulos dessa tese.  
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Figura 5 – Esquema representativo das alterações bioquímicas induzidas por MK-801 e 

fármacos antipsicóticos no peixe zebra. 

 

Portanto, os dados apresentados nesta tese mostram que o tratamento com MK-801 no 

peixe zebra pode mimetizar alterações bioquímicas e comportamentais observadas em 

pacientes com esquizofrenia, os quais podem ser revertidos por fármacos antipsicóticos, 

sugerindo que o peixe zebra é um modelo animal que pode contribuir para a descoberta de 

potencias tratamentos e também ajudar a compreender melhor os mecanismos envolvidos 

nesta doença. 
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