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RESUMO 
 
O zebrafish é um pequeno teleósteo que vem sendo considerado um modelo ideal para 
estudos de numerosas doenças humanas. O genoma desta espécie está quase todo 
sequenciado e estudos demonstraram que muitos genes deste peixe são similares ao de 
mamíferos, inclusive humanos. A esquizofrenia é uma grave síndrome neuropsiquiátrica que 
acomete em torno de 1% da população mundial. O uso de fármacos antipsicóticos é a base 
dos tratamentos para esquizofrenia. Evidências têm demonstrado o importante papel 
desempenhado pelo ATP e a adenosina no sistema nervoso central (SNC). O 
neurotransmissor ATP é armazenado de forma vesicular e liberado na fenda sináptica, onde 
pode agir em receptores específicos localizados na membrana celular. A inativação do sinal 
mediado pelo ATP extracelular é realizada por uma família de enzimas denominadas 
ectonucleotidases, incluindo as NTPDases (nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5´-
nucleotidase. Estas enzimas são responsáveis pelo catabolismo extracelular do 
neurotransmissor ATP até adenosina. Estudos do nosso laboratório demonstraram a presença 
de ectonucleotidases como as NTPDases e a ecto-5´-nucleotidase no SNC de zebrafish. A 
acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor secretado pelos nervos colinérgicos terminais, 
juntamente com o ATP. Após exercer seu sinal nos receptores nicotínicos e muscarínicos, a 
ACh é inativada pela ação de uma enzima denominada acetilcolinesterase (AChE), que 
hidrolisa a ACh até colina e acetato. O gene da AChE já foi clonado e sequenciado e esta 
atividade enzimática foi detectada em cérebro de zebrafish. Considerando que: (1) o zebrafish 
é um importante modelo experimental em estudos farmacológicos, bioquímicos e 
patológicos, e que (2) os sistemas purinérgico e colinérgico exercem um importante papel 
na sinalização no SNC e (3) receptores e enzimas envolvidos nestes sistemas de 
neurotransmissão já foram descritos nesta espécie, torna-se importante avaliar os efeitos 
das drogas antipsicóticas sobre enzimas envolvidas na hidrólise dos nucleotídeos de 
adenina e acetilcolina no SNC do zebrafish. O efeito in vitro de sulpirida, olanzapina e 
haloperidol foram avaliados na atividade da AChE. Todas as drogas promoveram inibição 
na atividade desta enzima. Já no estudo in vivo somente o haloperidol alterou a atividade da 
AChE, ativando a hidrólise de ACh e aumentando a expressão gênica da AChE. Foi 
avaliado o efeito in vitro das drogas antipsicóticas sobre a atividade das NTPDases em 
membranas cerebrais de zebrafish. As três drogas testadas foram capazes de alterar a 
atividade das NTPDases, sendo que o haloperidol inibiu a hidrólise de ATP e ADP, a 
sulpirida inibiu a hidrólise de ADP e a olanzapina inibiu a hidrólise de ATP. Entretanto, 
nenhuma das três drogas testadas promoveu alteração significativa na atividade da ecto-5´-
nucleotidase. Os resultados demonstram que os fármacos antipsicóticos podem influenciar 
na atividade das enzimas envolvidas na degradação dos neurotransmissores ATP e acetilcolina, 
sugerindo que o sistema purinérgico e colinérgico podem ser alvo dos efeitos 
neuroquímicos promovidos por estes fármacos. 
 
Palavras chaves: esquizofrenia, antipsicóticos, acetilcolinesterase, ectonucleotidases, 
adenosina. 
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ABSTRACT 

Zebrafish is a small teleost considered an ideal model for studies of several human 
diseases. The genome of this specie has been partially sequenced and studies have shown 
several genes of this fish are similar to mammals, including humans. Schizophrenia is a 
serious neuropsychiatric syndrome that attains around 1% of world population. The use of 
antipsychotic drugs is the base for schizophrenia treatment. Evidence has shown the 
important role of ATP and adenosine in the central nervous system (CNS). The 
neurotransmitter ATP is stored in a vesicular manner and released in the synaptic cleft, 
where can act in specific receptors located in the cell membrane. The inactivation of 
signaling mediated by extracellular ATP is promoted by a family of enzymes named 
ectonucleotidases, which includes NTPDases (nucleoside triphosphate diphosphohydrolases) 
and the ecto-5´-nucleotidase. These enzymes are responsible for the extracellular catabolism of 
neurotransmitter ATP to adenosine. Studies from our laboratory have shown the presence of 
ectonucleotidases, such as NTPDases and ecto-5´-nucleotidase in CNS of zebrafish. 
Acetylcholine (ACh) is a neurotransmitter secreted by cholinergic nerve terminals together 
with ATP. After exerting its signal in nicotinic and muscarinic receptors, ACh is inactivated by 
the action of an enzyme named acetylcholinesterase (AChE), which hydrolyzes ACh to choline 
and acetate. The gene of AChE is already cloned and sequenced and this enzyme activity was 
detected in zebrafish brain. Considering that: (1) zebrafish is an important experimental 
model in pharmacological, biochemical, and pathological studies and (2) cholinergic and 
purinergic systems exert an important role in the CNS signaling and (3) receptors and 
enzymes involved in these neurotransmitter systems have been already described in this 
specie, it become important to evaluate the effects of antipsychotic drugs on enzymes 
involved in adenine nucleotide and acetylcholine hydrolysis in CNS from zebrafish. The in 

vitro effect of sulpiride, olanzapine, and haloperidol on AChE activity was evaluated. All 
the drugs inhibited this enzyme activity. In the in vivo study, haloperidol altered the AChE 
activity, activating ACh hydrolysis and increasing gene expression of AChE. It has been 
evaluated the in vitro effect of antipsychotic drugs on NTPDase activities in brain 
membranes of zebrafish. The three tested drugs were able to alter the NTPDase activities. 
Haloperidol inhibited the ATP and ADP hydrolysis, sulpiride inhbited ADP hydrolysis and 
olanzapine inhibited ATP hydrolysis. However, none promoted significant alteration on 
ecto-5’-nucleotidase activity. The results have shown that antipsychotics can influence the 
enzyme activities involved in the degradation of neurotransmitter ATP and acetylcholine, 
suggesting that purinergic and cholinergic systems can be a target of neurochemical effects 
promoted by these drugs.  
 
Keywords: schizophrenia, antipsychotics, acetylcholinesterase, ectonucleotidases, 
adenosine. 
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1. CAPÍTULO 1 - INRODUÇÃO E OBJETIVOS  

 

1.1 INTRODUÇÃO 

1.1.1 Zebrafish (Danio rerio) 

O zebrafish ou peixe-zebra é um pequeno teleósteo (3-4cm) de água doce, da 

família Cyprinidae, que vem sendo considerado um modelo ideal para estudos de 

numerosas doenças humanas (SLOMAN et al., 2003; BEST & ALDERTON, 2008). O 

número de pesquisas publicadas desenvolvidas a partir deste modelo animal tem 

aumentado consideravelmente a cada ano, pois o zebrafish tem sido utilizado como uma 

importante ferramenta para a realização de estudos envolvendo biologia do 

desenvolvimento, toxicologia, pesquisa transgênica, evolução do genoma vertebrado, 

teratologia e neurociências (IVETAC et al., 2000). O uso do zebrafish como um modelo 

para pesquisa possui diversas características favoráveis, tais como: baixo custo, requer 

pouco espaço para manutenção, rápido desenvolvimento e ciclo biológico, fácil 

manipulação, seu comportamento pode ser facilmente observado e quantificado em um 

ambiente controlado (SLOMAN et al., 2003), e ainda, seu pequeno tamanho, a 

sensibilidade para drogas, e o rápido metabolismo (KARLOVICH et al., 1998; 

GOLDSMITH, 2004).   

 

 

 

Figura 1: Zebrafish (Danio rerio) 

Nos últimos anos, houve um progresso considerável na genética e genômica do 

zebrafish (POSTLETHWAIT et al., 2000). Em 2001, o Instituto Sanger começou o 
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sequenciamento do genoma desta espécie (STERN & ZON 2003). A sequência do genoma 

mitocondrial já é conhecida, servindo de base para estudos filogenéticos (BROUGHTON et 

al., 2001). O estudo do genoma do zebrafish pode servir como um complemento funcional 

para o projeto genoma humano, o qual produz enormes quantidades de sequências, mas 

carece de informações funcionais para a maioria dos genes identificados (DOOLEY & 

ZON, 2000). Além disso, os genes deste teleósteo são evolutivamente conservados e 

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

(BARBAZUK et al., 2000; LISCHKE & CURRIE, 2007).  

O interesse pelo zebrafish pode ser observado pelo vasto número de laboratórios 

que utilizam este teleósteo como modelo experimental em suas pesquisas (SPRAGUE et 

al., 2001) e pelo crescimento exponencial do número de estudos publicados que envolvem 

esta espécie (LIESCHKE & CURRIE, 2007). Foi criada uma rede de informações na web 

sobre o zebrafish, o ZFIN (http://zfin.org), na qual laboratórios do mundo inteiro podem 

depositar um grande número de informações sobre esta espécie (SPRAGUE et al., 2003). 

Além disso, existe um excelente manual de manutenção e controle das condições ideais 

para a criação deste teleósteo em laboratórios (WESTERFIELD, 2000). 

Atualmente, a utilização do zebrafish vem sendo expandida para outras áreas do 

conhecimento, tais como bioquímica (TAYLOR et al., 2004), neurociências (EDWARDS 

& MICHEL, 2002), toxicologia (HILL et al., 2005), farmacologia (GOLDSMITH et al., 

2004) e biologia do comportamento (GERLAI, 2003; GUO, 2004). 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). Este teleósteo é capaz de absorver de forma rápida 
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os compostos que são diretamente adicionados na água e acumulá-los em diferentes 

tecidos, principalmente no SNC (GROSELL & WOOD, 2002). Entre os estudos 

envolvendo aspectos toxicológicos, a exposição a diferentes contaminantes ambientais, tais 

como a 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina (TCDD) (DONG et al., 2002; HILL et al., 

2003), pesticidas carbamatos e organofosforados (SENGER et al., 2005), metanol (RICO et 

al., 2006), etanol (RICO et al., 2008) e metais pesados (SENGER et al., 2006; 

ROSEMBERG et al., 2007) já foi estudada no SNC de zebrafish. 

Além disso, diversos estudos envolvendo o desenvolvimento de sistemas, órgãos e 

patologias vêm sendo realizados nesta espécie (ACKERMANN & PAW, 2003; BEST & 

ALDERTON, 2008). Comparando-se as sequências do genoma humano e de zebrafish, 

muitos genes como os do ciclo celular, supressores tumorais e oncogenes se mostram 

conservados (AMATRUDA et al., 2002). Já foram observados muitos tipos de neoplasias 

no zebrafish, as quais são semelhantes histologicamente e geneticamente com as de 

humanos, o que mostra que a biologia do câncer é muito similar nestes organismos 

(AMATRUDA et al., 2002; STERN & ZON, 2003).  

Numerosos estudos avaliando características comportamentais do zebrafish estão 

sendo desenvolvidos (GUO, 2004; GERLAI et al., 2000). Alguns estudos observaram a 

importância do comportamento inato e adquirido em modelos de agressividade, 

sociabilidade e sua preferência por ambientes claros ou escuros (SERRA et al., 1999). 

Estudos envolvendo exposição crônica ao etanol têm sido realizados e os resultados 

corroboram a hipótese do zebrafish ser um excelente modelo vertebrado que mimetiza 

aspectos característicos do alcoolismo (GERLAI et al., 2006). Além disto, existe um amplo 

espectro de paradigmas comportamentais complexos já descritos para este vertebrado 
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(NINKOVIC & BALLY-CUIF, 2006).  Giacomini e colaboradores (2006) estudaram os 

efeitos de antipsicóticos (olanzapina, flufenazina e o haloperidol) sobre parâmetros 

comportamentais, mostrando que essas drogas produzem alterações locomotoras em larvas 

de zebrafish (GIACOMINI et al., 2006). 

Diferentes sistemas de neurotransmissão já foram identificados nesta espécie tais 

como: glutamatérgico (EDWARDS & MICHEL, 2002), colinérgico (BEHRA et al., 2002; 

CLEMENTE et al., 2004; ARENZANA et al., 2005), dopaminérgico (RYU et al., 2006), 

serotoninérgico (LILLESAAR et al., 2007), histaminérgico (KASLIN & PANULA, 2001), 

gabaérgico (KIM et al., 2004), purinérgico (KUCENAS et al., 2003; RICO et al., 2003). 

1.1.2 Esquizofrenia e fármacos antipsicóticos 

A esquizofrenia é uma grave síndrome neuropsiquiátrica, altamente incapacitante, 

que acomete em torno de 1% da população mundial (MAJ & SARTORIUS, 2005). Os 

sintomas surgem caracteristicamente entre os 15 e 25 anos, e 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 da doença, 

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

(KENDLER, 2000). 

Os sintomas da esquizofrenia podem ser classificados como positivos, negativos ou 

cognitivos (LEWIS & LIEBERMAN, 2000). Dentre os sintomas positivos estão incluídos 

as alucinações (tipicamente as auditivas), delírios (tipicamente persecutórios ou de 

megalomania), e desorganização severa do pensamento e do discurso. Os sintomas 

negativos constituem um conjunto de déficits em várias dimensões, como afeto embotado,  
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apatia, anedonia e comportamento antissocial. Já os sintomas cognitivos incluem déficits de 

atenção e memória (DEAKIN & SIMPSON, 1997).   

Os eventos que desencadeiam a doença propriamente dita não são totalmente 

conhecidos, mas parecem incluir processos maturativos do SNC como proliferação e 

migração de neurônios e glia, proliferação axonal e dendrítica, morte celular programada 

(apoptose), mielinização axonal, conexões sinápticas e, interações ambientais como 

doenças físicas ou trauma, estresse psicológico e abuso de substâncias (WEINBERGER, 

1995; LIEBERMAN et al., 2001). Algumas teorias neuroquímicas foram propostas para a 

patologia da esquizofrenia. Essas teorias baseiam-se em alterações em sistemas de 

neurotransmissores, sendo os principais achados relacionados ao sistema dopaminérgico 

(LARUELLE & ABI-DARGHAM, 1999) e glutamatérgico (KRYSTAL et al., 2002). 

O surgimento da psicofarmacoterapia no século passado representou uma 

verdadeira revolução na assistência àqueles que sofrem de transtornos mentais 

(MIYAMOTO et al., 2003). Os antipsicóticos são drogas utilizadas no tratamento de 

praticamente todas as formas de sintomas psicóticos. Os primeiros antipsicóticos 

introduzidos foram a clorpromazina e o haloperidol, e sua capacidade de alterar o curso e o 

prognóstico da doença, reduzindo a severidade e a recorrência dos sintomas, foram bem 

aceitos (ABI-DARGHAM & LARUELLE, 2005). 

A ação dos antipsicóticos deve-se, principalmente, mas não exclusivamente, ao 

antagonismo de receptores D2. O bloqueio dos receptores de dopamina é responsável pelo 

efeito terapêutico dos antipsicóticos e também pelos efeitos colaterais (MELTZER, 2002). 

Em um primeiro momento, os efeitos adversos extrapiramidais (EPS) dos antipsicóticos 

surgiram como o principal obstáculo a seu uso, dificultando a tolerância e aderência ao 
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tratamento. Segundo a teoria dopaminérgica da esquizofrenia, os sintomas positivos seriam 

decorrentes de uma atividade excessiva de dopamina em receptores D2 no núcleo 

accumbens, enquanto os sintomas negativos seriam decorrentes de uma redução na 

ativação de receptores dopaminérgicos no córtex pré-frontal (KAPUR, 2004). De acordo 

com essa teoria, um fármaco antipsicótico ideal deveria reduzir a atividade dopaminérgica 

no núcleo accumbens, atenuando os sintomas positivos, mas intensificá-la no córtex pré-

frontal, atenuando sintomas negativos (STRANGE, 2001; KAPUR, 2004). Outra via 

dopaminérgica projeta-se da substância negra para o estriado dorsal (caudato-putamen, nos 

núcleos da base), sendo integrante do “sistema extrapiramidal” (HEIMER, 2003). Os 

antipsicóticos, ao antagonizarem essa via, induzem os EPS, que são alterações motoras 

como bradicinesia e acatisia, constituindo a chamada “sindrome Parkinsoniana”. Após o 

tratamento prolongado, essas drogas também induzem a discinesia tardia, efeitos colaterais 

caracterizados por movimentos involuntários da face e das extremidades (BAPTISTA, 

1999).  

 A indução dos EPS é uma característica tão marcante dos antipsicóticos típicos, 

chamados também de neurolépticos, que inicialmente, acreditava-se que era uma 

característica fundamental dos antipsicóticos (HIPPIUS, 1989). Assim, a clozapina foi 

retirada do mercado na década de 60, uma vez que essa droga não induzia EPS e ainda 

provocava outros efeitos colaterais, como exemplo agranulocitose e hipotensão 

(FITZSIMONS et al., 2005). Porém, outro estudo realizado em 1988 pelo grupo de Herbert 

Meltzer, observou que a Clozapina, ao contrário dos demais fármacos, atenuava os 

sintomas positivos sem ocasionar EPS. Além disso, este fármaco apresentava eficácia 

contra os sintomas negativos da esquizofrenia, com um perfil absolutamente “atípico” para 
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um antipsicótico (MELTZER et al., 1988; SHEN, 1999). A atipicidade destes 

antipsicóticos é atribuída, pelo menos em parte, às suas ações sobre o sistema 

serotoninérgico (5-HT2). Sabe-se que a serotonina exerce uma influência regulatória sobre 

neurônios dopaminérgicos, inibindo tonicamente esta atividade nas vias mesolímbica e 

nigroestriatal, ou seja, inibindo a liberação de dopamina (GRUNDER et al., 2003; 

MELTZER et al., 2003). 

Assim, substâncias como a Clozapina, que apresentam efeito terapêutico em doses 

que não induzem EPS, são atualmente classificadas como “antipsicóticos atípicos”. Os 

antipsicóticos atípicos ou também chamados de antipsicóticos de segunda geração 

apresentam baixa afinidade pelos receptores dopaminérgicos, interagindo com outras 

classes de receptores (muscarínicos, serotonérgicos, alfa-adrenérgicos e histamínicos) 

(MARDER & VAN PUTTEN, 1995). Em contraposição, os antipsicóticos típicos ou 

neurolépticos são potentes antagonistas dos receptores D2 (WORREL et al., 2000). Os 

antipsicóticos atípicos apresentam inúmeras vantagens em relação aos antipsicóticos 

típicos, porém estes fármacos possuem um custo elevado, o que impede seu uso 

generalizado, especialmente em países de terceiro mundo (KAPUR & REMINGTON, 

2001; TAUSCHER et al., 2004).  

No presente estudo foram analisados três diferentes fármacos antipsicóticos, sendo 

eles o haloperidol, a olanzapina e a sulpirida (Figura 2). O haloperidol é um fármaco típico 

do grupo das butirofenonas. Tem suas indicações e eficácia bem documentadas e estudadas 

nos tratamentos agudos e de manutenção dos quadros de doenças mentais, especialmente a 

esquizofrenia. O haloperidol é um antagonista dopaminérgico, atuando especialmente em 
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receptores D2. Como ocorre com todos os neurolépticos tradicionais, seu principal efeito 

colateral é a produção de EPS (ABI-DARGHAM & LARUELLE, 2005). 

A sulpirida é um antipsicótico da classe das benzamidas, atuando principalmente 

sobre os receptores de dopamina D2 e D3, com menor potência que as butirofenonas, e 

também bloqueia os receptores histamínicos e muscarínicos (CACCIA, 2000; HUANG et 

al., 2007). 

 A olanzapina pertence à classe dos tienobenzodiazepínicos e possui ação 

bloqueadora dopaminérgia não seletiva. Bloqueia os receptores D1, D2, D3 e D4, sendo 

bem menos potente do que o haloperidol em bloquear os receptores D2 (BYMASTER, 

1996). Além disso, bloqueia também receptores serotonérgicos, muscarínicos, α-

adrenérgicos e histamínicos. Devido ao perfil mais amplo de ação da olanzapina em relação 

aos antipsicóticos típicos, esta apresenta melhor eficácia no tratamento dos sintomas 

negativos dos transtornos psicóticos e apresenta menores efeitos colaterais (TRAN et al., 

1997; MORTIMER, 2004). 

(A) (B) (C)  

Figura 2: Estrutura química dos fármacos antipsicóticos, (A) Sulpirida; (B) Olanzapina; (C) 
Haloperidol. 

1.1.3 Sinalização Colinérgica 

O sistema colinérgico tem um papel fundamental em várias funções vitais 

(MESULAM et al., 2002), sendo a acetilcolina (ACh) o neurotransmissor mais importante 
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desse sistema (DESCARRIES et al., 1997). A ACh desempenha um papel fundamental no 

SNC e está relacionada ao comportamento, aprendizado, memória, organização cortical do 

movimento e controle do fluxo sanguíneo cerebral (MESULAM et al., 2002; MORETTO 

et al., 2004). Além de sua ação neurotransmissora, a ACh possui função neuromoduladora, 

pois os níveis da mesma podem regular a concentração de outros neurotransmissores no 

cérebro (COOPER et al., 1991). 

A síntese da ACh ocorre a partir de Acetil CoA, formada durante o metabolismo 

celular mitocondrial, e da colina, um importante produto do metabolismo dos lipídios. A 

etapa final da síntese da ACh ocorre no citoplasma, sendo o neurotransmissor transportado 

para o interior de vesículas sinápticas (KAPCZINSKI et al., 2000). A colina usada na 

síntese de ACh pode vir diretamente da reciclagem da ACh, que é hidrolisada pela AChE 

na fenda sináptica ou a partir da fosfatidilcolina. Essas duas fontes de colina são 

particularmente importantes para o SNC, porque a colina presente no plasma não ultrapassa 

a barreira hemato-encefálica (TAYLOR & BROWN, 1994). 

A liberação de ACh depende das variações no potencial elétrico das membranas dos 

terminais nervosos e este processo é dependente da concentração de cálcio intracelular. Ao 

ser liberada, a ACh interage com receptores específicos causando despolarização e 

propagação do potencial de ação na célula pós-sináptica (ODA, 1999). Seus efeitos são 

mediados pela ativação de receptores nicotínicos e muscarínicos ((SOREQ & SEIDMAN, 

2001; DESCARRIES et al., 1997). A estimulação dos receptores muscarínicos conduzirá à 

despolarização ou hiperpolarização da membrana e também é capaz de inibir a enzima 

adenilato ciclase e ativar a enzima fosfolipase C (COOPER et al., 1991). 
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Os receptores nicotínicos para a acetilcolina consistem de cinco subunidades 

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

estruturais mostram que as subunidades estão arranjadas ao redor de uma cavidade central, 

com uma grande porção de proteína voltada para a superfície extracelular. A ACh se liga 

normalmente a subunidade α, produzindo mudanças conformacionais, que permitem a 

passagem principalmente de cátions. A desensibilização do receptor aumenta quando o 

mesmo é fosforilado por proteína quinase dependente de AMPc , PKC ou tirosina quinase 

(COOPER et al., 1991; DIAZ-HERNANDEZ et al., 2002). 

A ACh que permanece na fenda sináptica é hidrolisada por uma colinesterase 

especifica em ácido acético e colina. Grande parte da colina resultante é captada pelo 

terminal do axônio colinérgico por um transportador de colina (CHT) e reutilizada na 

síntese de nova ACh (Figura 3) (MESULAM et al., 2002). 

 

Figura 3: Esquema da sinapse colinérgica. A acetilcolina (ACh) que está contida na vesícula sináptica 
do terminal nervoso é liberada por exocitose. Liga-se no neurônio pós-sináptico através de receptores 
específicos e é hidrolisada por colinesterases específicas, que a degradam em colina e acetato. O 
transportador de colina recolhe a colina resultante da reação que está livre na fenda sináptica e a leva 
novamente para o neurônio pré-sináptico para reutilização. Colina-acetil-transferase (ChAT); 
transportador de acetilcolina vesicular (VAChT); adenosina 5´-trifosfato (ATP); adenosina 5`-difosfato 
(ADP) (Adaptado de ODA, 1999). 
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1.1.3.1 Acetilcolinesterase (E.C.3.1.1.7)  

As colinesterases hidrolisam a ACh na fenda sináptica e desempenham um papel 

muito importante na neurotransmissão colinérgica, além de outras funções fisiológicas. São 

classificadas de acordo com suas propriedades catalíticas, especificidade de inibidores e 

distribuição nos tecidos: a AChE hidrolisa preferencialmente ésteres com grupamento 

acetil, estando presente principalmente nas sinapses do SNC, SNP parassimpático e junção 

neuromuscular; e a butirilcolinesterase (E.C. 3.1.1.8, BuChe) hidrolisa outros tipos de 

ésteres como a butirilcolina. Ambas as colinesterases são amplamente distribuídas no 

organismo (TAYLOR & BROWN, 1999). A AChE é uma serina hidrolase que 

desempenha um papel essencial no mecanismo colinérgico, catalisando a hidrólise natural 

do substrato acetilcolina em acetato e colina (QUINN, 1987). A sequência de aminoácidos 

da AChE mostrou que serina, histidina e glutamato são resíduos importantes para a 

atividade catalítica (SUSSMAN et al., 1991). Os níveis de AChE parecem ser controlados 

pela interação da ACh com seus receptores, sendo que quando a interação é acentuada, 

aumentam os níveis de AChE. No entanto, a AChE pode ser usada como um marcador da 

função colinérgica, e mudanças na atividade da enzima podem indicar alterações na 

disponibilidade de ACh e do nível de seus receptores (FERNANDES & HODGES-

SAVOLA, 1992). 

A AChE é uma glicoproteína e sua forma estrutural divide-se em globular ou 

assimétrica. A forma globular é composta por monômeros (G1), dímeros (G2) e tetrâmeros 

(G4) da subunidade catalítica. A unidade G1 está ligada ao citosol, enquanto que G4 à 

membrana da célula. O tipo G4 é o mais observado no sistema nervoso e muscular (XIE et 

al., 2007). No sangue, predominam as formas G2 (glóbulos vermelhos) e G4 (plasma) 
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(SKAU, 1985). As formas homoméricas são encontradas como espécies solúveis na célula, 

provavelmente para a exportação, ou se apresentam associadas à membrana celular externa 

através de uma sequência de aminoácidos hidrofóbicos intrínsecos ou de um 

glicofosfolipídio acoplado (TAYLOR & BROWN, 1999).  

As formas heteroméricas da AChE estão associadas à lâmina basal externa por 

proteínas que determinam sua localização sináptica. Os tipos assimétricos consistem de um 

(A4), dois (A8) e três (A12) tetrâmeros catalíticos ligados ao colágeno Q (ColQ) que é 

predominante nas junções musculares. O tetrâmero ligado à âncora de membrana rica em 

prolina (PRIMA) é abundante nas sinapses cerebrais (Figura 4) (ZIMMERMAN & 

SOREQ, 2006). 

 

Figura 4: Estruturas moleculares da acetilcolinesterase (AChE). Estruturas globulares e assimétricas 
(adaptados de FELDMAN & QUENZER, 1984). 
 

ARENZANA et al.(2005) estudaram o desenvolvimento do sistema colinérgico em 

cérebro e retina de zebrafish, sendo também mostrado através de análise histoquímica e 

imunohistoquímica em SNC desta espécie (CLEMENTE et al., 2004). O gene da AChE já 

foi clonado e sequenciado, e sua atividade enzimática já foi detectada no cérebro 
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(BERTRAND, et al., 2001). Este peixe apresenta uma única situação entre os vertebrados, 

pois a BuChE, responsável pela hidrólise de butirilcolina, não está presente no seu genoma. 

Além disso, subunidades de receptores muscarínicos e nicotínicos também são expressos 

nesta espécie (ZIRGER, et al., 2003). 

 

1.1.3.2 Sistema Colinérgico, esquizofrenia e fármacos antipsicóticos 

Evidências clínicas e experimentais mostram que o sistema dopaminérgico modula 

o sistema colinérgico em diferentes áreas do cérebro. Assim, a hipótese do balanço entre os 

sistemas dopaminérgicos e colinérgicos (LLOYD et al., 1973) tem sido usada para explicar 

a etiologia de várias desordens neuropsiquiátricas (UNDIE & FRIEDMAN, 1988). 

Evidências mostraram que a dopamina tem um papel bem estabelecido na regulação 

da atividade motora, emoção, motivação e cognição. Um desequilíbrio nesse sistema está 

envolvido em diversas patologias, como a esquizofrenia, Parkinson e discinesia tardia 

(SPIELEWOY et al., 2000; JONES & PILOWSKY, 2002).  

 Os receptores de ACh estão amplamente distribuídos por todo o cérebro, incluindo 

o neocortex, hipocampo, tálamo e gânglios basais (CUMMINGS, 2000). Essas regiões 

fazem parte de vários circuitos neuronais relacionados a processos cognitivos. O sistema 

colinérgico tem sido implicado na regulação da atenção, memória, velocidade de 

processamento e filtro sensorial (BROOCKS et al., 1998; VITIELLO et al., 1997), 

processos  esses que estão prejudicados na patologia da esquizofrenia.  

 Desta forma, diversas evidências mostram a importância de existir um balanço entre 

os sistemas de neurotransmissão dopaminérgica e colinérgica (BROWN & TAYLOR, 

1996). Diferentes estudos têm mostrado que o sistema colinérgico pode estar alterado na 
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esquizofrenia. O estriado, região envolvida no controle motor extrapiramidal, possui uma 

alta concentração de ACh. O receptor muscarínico M4 e outros subtipos de receptores 

muscarínicos são coexpressos com receptores dopaminérgicos D1 e D2 nessa região 

(GOMEZA et al., 1999; GAO et al., 1997). O sistema extrapiramidal motor, por exemplo, 

depende do balanço entre dopamina e ACh, e um desequilíbrio nesse balanço provoca 

anormalidades motoras (TSUKADA et al., 2000). 

 Sob circunstâncias normais, a dopamina atua como um transmissor inibitório 

regulando a atividade de neurônios colinérgicos no neoestriado. Drogas neurolépticas, 

como o haloperidol, reduzem o controle inibitório da dopamina na atividade neuronal 

colinérgica através do bloqueio de receptores dopaminérgicos, causando uma 

hiperatividade de neurônios colinérgicos, que transmitem, por sua vez, mensagens 

anormais ao tálamo e a outras áreas que controlam a função motora (USHIJIMA et al., 

1997). 

 Estudos demonstraram que o haloperidol aumenta a atividade das enzimas colina 

acetiltransferase e da AChE no estriado e hipocampo de ratos após tratamento de 7-21 dias 

(MAHADIK et al., 1988). Outro estudo mostrou que antipsicóticos atípicos como 

clozapina, olanzapina, risperidona e ziprasidona aumentam significativamente a liberação 

de ACh no cortex pré-frontal de ratos, enquanto antipsicóticos típicos como haloperidol e 

tioridazina não alteraram. Nesse mesmo estudo, os autores mostraram que nenhuma das 

drogas antipsicóticas testadas foram capazes de alterar a liberação de ACh no núcleo 

accumbens ou estriado nas doses que foram eficazes no córtex pré-frontal (ICHIKAWA et 

al., 2002). 
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 Conjuntamente, estes estudos sugerem que pessoas com esquizofrenia apresentam 

múltiplas anormalidades no sistema colinérgico e dopaminérgico, e que drogas que 

melhoram as funções colinérgicas, ou que conseguem manter um balanço favorável entre o 

sistema dopaminérgico e colinérgico, podem atuar melhorando as funções cognitivas que 

são comuns na patologia da esquizofrenia.  

 1.1.4 Sinalização Purinérgica  

É amplamente reconhecido que a sinalização purinérgica é um sistema primitivo 

envolvido em muitos mecanismos neuronais e não neuronais e em eventos de curta e longa 

duração, incluindo respostas imunes, inflamação, dor, agregação plaquetária, vasodilatação 

mediada pelo endotélio, proliferação e morte celular (BURNSTOCK, 2004). 

Os nucleosídeos e nucleotídeos exercem um papel de moléculas sinalizadoras 

extracelulares em vários tecidos, através dos receptores purinérgicos (BURNSTOCK & 

KNIGHT, 2004). Diversas evidências têm demonstrado o importante papel desempenhado 

por essas moléculas, entre elas o ATP (adenosina 5´- trifosfato) e a adenosina, no SNC 

(RALEVIC & BURNSTOCK, 1998; DUNWIDDIE & MASINO, 2001). 

O ATP é uma importante molécula sinalizadora no espaço extracelular e 

desempenha importantes papéis em condições fisiológicas e patológicas (ZIMMERMANN, 

2001). O ATP é armazenado em vesículas pré-sinápticas e, após despolarização neuronal, é 

liberado atuando em receptores específicos na membrana pós-sináptica, sendo considerado 

um neurotransmissor (RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). O ATP pode ser coliberado 

juntamente com vários outros neurotransmissores, como a acetilcolina, glutamato, 

noradrenalina, serotonina e ácido γ-amino butírico (GABA) (DI IORIO et al., 1998; 

BURNSTOCK, 2004). 
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O ATP exerce suas funções através da ativação de receptores purinérgicos do tipo 

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

(RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). A família P2X consiste em receptores ionotrópicos 

que apresentam permeabilidade rápida e seletiva para cátions (Na+, K+ e Ca2+), e está 

dividida em sete membros (P2X1-7), distribuídos em neurônios, células gliais e no músculo 

liso (BURNSTOCK, 2004). A família P2Y consiste em receptores metabotrópicos e foram 

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

P2Y14) (BURNSTOCK, 2006). Esta sequência de números descontínuos se deve ao 

reconhecimento de que certos receptores foram erroneamente identificados como 

integrantes desta família, sendo então posteriormente retirados desta classificação 

(RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). Os receptores P2Y apresentam uma ampla 

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

(BURNSTOCK, 2004). Dessa forma, dependendo do subtipo de receptor P2 e da via de 

sinalização envolvida, esses receptores podem desencadear e mediar processos de curto 

prazo (agudo) que afetam o metabolismo celular, neurotransmissão, neuromodulação, 

secreção endócrina e exócrina, agregação plaquetária e vasodilatação. Além disso, a 

sinalização purinégica também provoca profundo impacto sobre outras respostas mais 

prolongadas, incluindo proliferação celular, diferenciação e apoptose (WEISMAN et al., 

1998; BURNSTOCK & KNIGHT, 2004). 

Uma vez liberado no espaço extracelular, o ATP pode ser metabolizado pela ação 

de ectoenzimas que fazem a conversão deste nucleotídeo até adenosina (ZIMMERMANN, 

2001; ROBSON et al., 2006). A adenosina não é descrita classicamente como 

neurotransmissor, pois não há indícios de que é armazenada em vesículas sinápticas, sendo 
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classificada como neuromodulador (AGRANOFF et al., 1999). A adenosina é um 

neuromodulador endógeno que influencia muitas funções do SNC (CUNHA, 2001), 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) e epilepsia (VIANNA et al., 2005). A 

concentração extracelular de adenosina é um fator determinante dos efeitos 

neuromoduladores desta molécula. 

 A adenosina exerce seus efeitos através da ativação de receptores de membrana 

específicos chamados de A1, A2A, A2B e A3, todos acoplados a proteína G e exibindo sete 

domínios transmembrana formados por aminoácidos hidrofóbicos (FREDHOLM et al., 

2001; RIBEIRO et al., 2003).  Os receptores A1 e A2A apresentam alta afinidade pela 

adenosina, enquanto os receptores A2B e A3 são de baixa afinidade (RIBEIRO et al., 2003).  

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

importantes mecanismos no SNC, como estados de ansiedade (EL YACOUBI et al., 2000), 

sono (PORKKA-HEISKANEN, 1999), cognição e memória (RIBEIRO et al., 2003). Além 

disso, este nucleosídeo apresenta especial importância nos estudos de diferentes 

patofisiologias, como na doença de Parkinson (FREDDUZZI et al., 2002) e na 

esquizofrenia (LARA et al., 2001). 

Na sinalização purinérgica, existe um eficiente mecanismo de inativação, no qual 

ATP, ADP e AMP são hidrolisados a adenosina por uma cascata enzimática constituída 

pela via das ectonucleotidases (RIBEIRO & SEBASTIÃO, 2000). Além de ser formada a 

partir da hidrólise do ATP através da ação dessas enzimas, a adenosina pode ser produzida 

no meio intracelular e transportada para o meio extracelular através de transportadores 
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específicos bidirecionais, que mantém os níveis intracelulares e extracelulares de adenosina 

em equilíbrio. A adenosina extracelular também pode ser formada a partir da degradação 

do AMPc (LATINI & PEDATA, 2001). 

A clonagem e caracterização molecular dos receptores P2X do zebrafish já foram 

realizadas (EGAN et al., 2000; DIAZ-HERNANDES et al., 2002). Kucenas e 

colaboradores (2003) mostraram que a subunidade P2X possui nove membros, sendo 

destes seis ortólogos à genes dos receptores P2X de mamíferos, dois parálogos e um gene 

ainda precisa ser devidamente classificado (KUCENA et al., 2003). Os subtipos dos 

receptores P2X do zebrafish contêm 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; ILLES 

& RIBEIRO, 2004), e apenas foram identificados receptores P2Y1 em trombócitos de 

zebrafish (GREGORY & JAGADEESWARAN, 2002). 

1.1.4.1 Ectonucleotidases 

Os nucleotídeos extracelulares são degradados por uma cascata de hidrólise 

extracelular que resulta na formação do respectivo nucleosídeo e fosfato livre 

(ZIMMERMANN, 2000). Esta cascata é realizada por uma variedade de enzimas que estão 

localizadas na superfície celular, chamadas de ectonucleotidases. As ectonucleotidases 

estão ancoradas na membrana celular, e seu sítio ativo está voltado para o meio 

extracelular, ou estão presentes na forma solúvel no meio intersticial. Estas enzimas são 

responsáveis pelo controle dos níveis extracelulares de ATP e adenosina 

(ZIMMERMANN, 2001). 
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Este conjunto de enzimas inclui a família das E-NPP (ectonucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase), a família das NTPDases (nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolase), as fosfatases alcalinas e a ecto-5´-nucleotidase (EC 3.1.3.5) (ROBSON et 

al., 2006). Neste trabalho, estudou-se a família das NTPDases (nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolases) e a ecto-5´-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5). 

As NTPDases realizam a hidrólise de nucleotídeos tri e difosfatados 

(ZIMMERMANN, 2001). Esta família de enzimas é composta por oito membros, sendo 

que quatro das NTPDases estão localizadas na superfície das células, com um sítio 

catalítico extracelular (NTPDases1, 2, 3, 8), as NTPDases5 e 6 apresentam localização 

intracelular e as NTPDases4 e 7 são enzimas intracelulares cujos centros ativos estão 

direcionados para o lúmen das organelas citoplasmáticas (ZIMMERMANN, 2001; 

ROBSON et al., 2006). Em termos de hidrólise de nucleotídeos, a NTPDase1 hidrolisa 

ATP e ADP igualmente, sendo a proporção da hidrólise destes dois substratos de 1:1 

(Heine et al., 1999). A enzima NTPDase2 hidrolisa 30 vezes mais ATP do que o ADP 

(Kirley et al., 1997). 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 al., 2004). NTPDase4α tem uma alta preferência por UTP e TTP, 

enquanto que a NTPDase4β apresenta alta preferência por CTP e UDP. A função destas 

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. Acredita-se 

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

processos de dobramento de glicoproteínas (Zimmermann, 2001). A NTPDase7 prefere 
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nucleosídeos trifosfatados como substratos (Zimmermann, 2001). Estas enzimas hidrolisam 

tanto ATP como ADP, formando AMP na presença de íons Ca+2 e Mg+2 (CHAN et al., 

1986; ZIMMERMANN, 2001). O AMP formado é então convertido a adenosina pelas 5´- 

nucleotidase (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006). A família das NTPDases 

tem modulado alguns processos de sinalização ou biossintéticos nos quais os nucleotídeos 

extracelulares desempenham um importante papel, incluindo a homeostase vascular, a 

manutenção do tamanho celular, a sinalização celular, a função imune e a modificação de 

proteínas e lipídeos (BRAKE & JULIUS, 1996; BURNSTOCK, 1998; GAYLE et al., 

1998; MARCUS et al., 2003).  

A ecto-5´-nucleotidase, também conhecida como a proteína linfocitária CD73 em 

associação à NTPDase, realiza a hidrólise do AMP até a produção de adenosina 

(ZIMMERMANN, 1992). Esta atividade enzimática é dependente de cátions divalentes, 

como cálcio e magnésio. A ecto-5´-nucleotidase é uma enzima ancorada à membrana 

plasmática por GPI, sendo que formas solúveis da enzima podem ser originadas mediante a 

ação de uma fosfolipase específica (ZIMMERMANN, 1992). Esta enzima encontra-se 

presente na maioria dos tecidos e sua principal função é a hidrólise de nucleosídeos 

monofosfatados extracelulares, tais como AMP, GMP ou UMP, a seus respectivos 

nucleosídeos, sendo o AMP o nucleotídeo hidrolisado com maior eficiência com valores de 

KM na faixa de micromolar (ZIMMERMANN, 1996). O ATP e o ADP são inibidores 

competitivos da 5´-nucleotidase com valores de Ki também na faixa de micromolar 

(ZIMMERMANN, 1996). Em SNC, a ecto-5´-nucleotidase está predominantemente 

associada à glia, mas várias evidências têm demonstrado que esta atividade também está 

associada a neurônios (ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN et al., 1998; 
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ZIMMERMANN, 2001). A participação da ecto-5´-nucleotidase na via das 

ectonucleotidases exerce um papel modulador sobre a produção de adenosina extracelular, 

sendo a enzima marcapasso desta cascata enzimática (ZIMMERMANN, 1996; CUNHA, 

2001).  

Estudos do nosso laboratório demonstraram a presença de atividades NTPDásica e 

ecto-5´-nucleotidásica em membranas cerebrais de zebrafish. Estas duas enzimas foram 

caracterizadas como cátion-dependentes, apresentando atividade máxima à temperatura de 

37 °C, pH ótimo entre 7,2 e 8,0, Kм na faixa do micromolar e uma ampla especificidade 

por outros nucleotídeos (RICO et al., 2003; SENGER et al., 2004).  

1.1.3.2 Sistema Purinérgico, esquizofrenia e fármacos antipsicóticos 

A adenosina tem ação moduladora sobre diversos sistemas neurotransmissores, 

entre eles o sistema glutamatérgico e dopaminérgico. Estudos mostraram que o 

neuromodulador adenosina contribui para a patofisiologia da esquizofrenia (LARA et al., 

2006). Esta hipótese indica que uma disfunção na atividade adenosinérgica na 

esquizofrenia poderia levar a importantes alterações da atividade dopaminérgica e 

glutamatérgica (LARA et al., 2006). A proposta de disfunção adenosinérgica na 

esquizofrenia conduz a um déficit na sinapse adenosinérgica, e isso pode ocorrer devido a 

alterações nos receptores ou alteração no metabolismo, isto é, diminuição da 

produção/liberação ou aumento da degradação/captação da adenosina (LARA et al., 2006). 

A interação entre o sistema purinérgico e dopaminérgico se deve à ação 

neuromoduladora da adenosina, devido ao envolvimento dos receptores A1 e A2A pré e pós-

sinapse. A ação dos receptores A1 pré-sinápticos modula a liberação de dopamina no 

estriado, assim, agonistas desses receptores inibem, enquanto antagonistas aumentam a 
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liberação de dopamina (SOLINAS et al., 2002; QUARTA et al., 2004). Os receptores D2 e 

A2A estão colocalizados e interagem antagonicamente na membrana pós-sináptica, de 

maneira que a estimulação dos receptores A2A diminui a afinidade dos receptores D2 pela 

dopamina. Assim, antagonistas A2A bloqueiam a atividade da adenosina endógena e 

consequentemente aumentam a afinidade dos receptores D2 pela dopamina (FERRÉ, 

1997). A partir dessas interações, pode-se dizer que uma diminuição da atividade 

adenosinérgica pode levar a um estado hiperdopaminérgico e hiperglutamatérgico, 

simultaneamente, além de outros efeitos independentes desses dois sistemas de 

neurotransmissão (Figura 5) (LARA & SOUZA, 2001). 

 

Figura 5: Representação esquemática do modelo de hipofunção adenossinérgica e suas implicações 
para o sistema dopaminérgico e glutamatérgico e para o curso de esquizofrenia. Adaptado de Lara & 
Souza, 2001. 

 

Os estudos envolvendo o sistema purinérgico na esquizofrenia ainda são escassos. 

Quanto ao metabolismo do sistema purinérgico, foi observado que a atividade da enzima 

serina hidroximetil transferase (SHMT), uma enzima responsável pela produção de 

adenosina a partir de glicina e grupos metileno, estava diminuída (menor afinidade pelo 

substrato) no lobo temporal de esquizofrênicos (WAZIRI et al., 1993). Também a atividade 

de ATPases, envolvidas no metabolismo do ATP até adenosina, foi encontrada diminuída 
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em membranas celulares de esquizofrênicos (RYBAKOWSKI & LEHMAN, 1994). Outra 

fonte de adenosina extracelular, o AMPc, apresentou concentrações inferiores no líquor de 

pacientes esquizofrênicos (GATTAZ et al., 1985). E ainda, estudos post-mortem mostraram 

um aumento em receptores A2A estriatais em esquizofrênicos (KURUMAJI & TORU, 

1998). Apesar do uso crônico de antipsicóticos típicos induzir aumento da expressão desses 

receptores em ratos (PARSONS et al., 1995), não houve diferença entre os pacientes que 

vinham com ou sem tratamento farmacológico anterior. Os autores interpretaram esse 

achado como um aumento compensatório desses receptores decorrente da hiperfunção 

dopaminérgica. No entanto, parece contraditório que tanto um estado hipodopaminérgico 

(induzido por antipsicóticos típicos) como hiperdopaminérgico (esquizofrenia) causem 

aumento da expressão de receptores A2A. Portanto, Lara & Souza (2001), propuseram que 

esse resultado seria uma resposta compensatória à diminuição dos níveis de adenosina, que 

por sua vez produziriam ou contribuiriam para o estado hiperdopaminérgico. 

Alguns estudos têm mostrado a relação dos fármacos antipsicóticos com o sistema 

adenosinérgico. Brunstein e colaboradores (2007) mostraram que, em soro de pacientes 

esquizofrênicos tratados com fármacos antipsicóticos, a atividade da enzima adenosina 

deaminase está aumentanda, principalmente nos pacientes tratados com clozapina. Além 

disso, foi demonstrado um aumento da atividade da ecto-5’-nucleotidase em pacientes 

esquizofrênicos tratados com clozapina quando comparados com o grupo controle 

(BRUNSTEIN et al., 2007). Lara e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento 

crônico (28 dias) com clozapina aumentou a atividade da ecto-5´-nucleotidase em estriado 

de ratos, já o tratamento crônico com haloperidol não apresentou diferença significativa na 

atividade da enzima.  
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Assim, Lara e colaboradores propuseram que tratamentos farmacológicos que 

aumentam a atividade de adenosina são efetivos quanto à redução de sintomas positivos em 

pacientes esquizofrênicos (LARA et al., 2001; 2006).  Portanto, o estudo da interação entre 

o sistema purinérgico e fármacos antipsicóticos permitirá um maior entendimento sobre os 

efeitos neuroquímicos destes compostos em outros sistemas de neurotransmissão. 
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1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo geral 

 Considerando que: (1) o zebrafish é um importante modelo experimental em 

estudos farmacológicos, bioquímicos e patológicos, e que (2) os sistemas purinérgicos e 

colinérgicos exercem um importante papel na sinalização no SNC e (3) receptores e 

enzimas envolvidos nestes sistemas de neurotransmissão já foram descritos nesta espécie, o 

objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos das drogas antipsicóticas sobre enzimas 

envolvidas na hidrólise dos nucleotídeos de adenina e acetilcolina no SNC do zebrafish.  

1.2.2 Objetivos Específicos 

Os objetivos específicos deste estudo são: 

- Avaliar o efeito do tratamento in vitro com haloperidol, olanzapina e sulpirida 

sobre a atividade da acetilcolinesterase em homogenato cerebral de zebrafish; 

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

sobre a atividade da acetilcolinesterase em homogenato cerebral de zebrafish; 

- Verificar a expressão gênica da acetilcolinesterase após o tratamento in vivo com 

os fármacos antipsicóticos; 

- Avaliar o efeito do tratamento in vitro de drogas antipsicóticas, como o 

haloperidol, sulpirida e olanzapina sobre as atividades das NTPDases e da 5´-nucleotidase 

em membranas cerebrais do zebrafish. 
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3. CAPÍTULO 3 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

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

população mundial (MAJ & SARTORIUS, 2005). A descoberta dos antipsicóticos e de 

seus prováveis mecanismos de ação revolucionou o estudo da esquizofrenia. Os processos 

neuropatológicos e possíveis tratamentos ainda não estão totalmente esclarecidos. Apesar 

dos avanços importantes nas últimas décadas, existem muitos aspectos a serem 

compreendidos sobre a esquizofrenia e as intervenções farmacológicas, a fim de minimizar 

os sintomas dessa patologia. Em busca de um melhor entendimento sobre os mecanismos 

de ação dos fármacos antipsicóticos, neste estudo observamos as ações de três fármacos 

antipsicóticos sobre parâmetros da sinalização colinérgica e purinérgica, as quais não são 

classicamente relacionadas com a ação farmacológica promovida por estes fármacos. 

 No Capítulo 2, foi avaliado o efeito in vitro e in vivo dos fármacos antipsicóticos 

(haloperidol, olanzapina e sulpirida) sobre a atividade e expressão gênica da AChE em 

cérebro de zebrafish. Os resultados demostraram que todas as drogas foram capazes de 

alterar a atividade da AChE no estudo in vitro, promovendo um decréscimo significativo na 

atividade da enzima quando comparada ao grupo controle. Há evidências que fármacos 

antipsicóticos podem interagir com o arranjo lipídico e, desta maneira, provocar alterações 

na organização estrutural da membrana (TESSIER et al., 2008). Sabendo que a AChE é 

uma enzima que se encontra ancorada na superfície da membrana plasmática, é possível 

sugerir que mudanças na bicamada lipídica promovida pela interação com antipsicóticos 

poderia explicar, pelo menos em parte, o efeito inibitório observado na atividade da AChE. 

Já no estudo in vivo, somente o haloperidol foi capaz de alterar a atividade da AChE, 

promovendo uma significativa ativação na atividade da enzima após 2 horas de exposição 
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dos animais à droga. Diversos estudos têm verificado que a interação entre o sistema 

dopaminérgico e colinérgico é um dos fatores críticos para a regulação do controle motor 

(DI CHIARA et al., 1994). Antipsicóticos típicos, como o haloperidol, apresentam 

propriedades antagonistas D2 provocando danos na memória de trabalho dos pacientes com 

esquizofrenia, sendo que antipsicóticos atípicos, tais como a olanzapina, demonstram uma 

melhora nesse quadro (BILDER et al., 2002). Estudos mostraram que a olanzapina, mas 

não o haloperidol, é capaz de melhorar os processos de consolidação de memória em ratos 

em uma tarefa de labirinto radial (WOLFF & LEANDER, 2003). Considerando que no 

nosso estudo somente o tratamento com haloperidol aumentou a atividade da AChE, é 

possivel sugerir que uma diminuição nos níveis de ACh, referente a uma maior capacidade 

de clivagem deste neurotransmissor, poderia estar envolvida nos déficits cognitivos 

observados após o tratamento com haloperidol. Além das alterações cinéticas, o haloperidol 

promoveu um aumento significativo sobre os níveis de transcritos do gene ache, sugerindo 

que o aumento observado na atividade da AChE pode estar diretamente relacionado com 

um aumento na expressão dos níveis de transcritos. 

 A atividade da AChE pode ser usada como um marcador da função colinérgica e 

mudanças na atividade da enzima poderiam indicar alterações na disponibilidade de ACh e 

no nível de seus receptores (FERNANDES & HODGES-SAVOLA, 1992). O número de 

moléculas de AChE pode ser aumentado (MOUDGIL & KANUDO, 1973) ou diminuído 

(BATTIE & MORAN, 1990), dependendo do estímulo recebido. Os níveis de AChE 

parecem ser controlados pela interação de ACh com seus receptores e quando esta 

interação é acentuada, aumentam os níveis de AChE. Neste trabalho, os fármacos 

antipsicóticos promoveram uma significativa inibição na atividade da AChE nos estudos in 
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vitro e uma ativação nos estudos in vivo e nos níveis de mRNA desta enzima. Desta forma, 

alterações divergentes promovidas pelo haloperidol na atividade da AChE puderam ser 

observadas para os experimentos in vivo e in vitro. Estes resultados poderiam estar 

relacionados ao fato que no estudo in vitro observa-se o efeito da droga diretamente na 

atividade enzimática, sem influência dos outros sistemas biológicos, tais como mecanismos 

de sinalização celular. Na literatura, está relatado que drogas antipsicóticas, como o 

haloperidol, apresentam propriedades lipofílicas tendo capacidade de interagir com 

membranas biológicas. Esta alteração poderia estar relacionada com a inibição da atividade 

da AChE provocada pelo haloperidol in vitro. Para os estudos in vivo, além da 

possibilidade da ação deste antipsicótico na estrutura da bicamada lipídica, não podemos 

descartar uma possível influência indireta através da atuação em sistemas ou cascatas de 

sinalização capazes de modular o sistema colinérgico através de uma resposta no aumento 

da atividade da AChE. 

 No Capítulo 3, foi avaliado o efeito in vitro dos fármacos antipsicóticos na hidrólise 

de ATP, ADP e AMP em membranas cerebrais de zebrafish, com o objetivo de verificar se 

os fármacos antipsicóticos possuem algum efeito direto sobre as atividades 

ectonucleotidásicas. Um provável efeito direto promovido por estes fármacos poderia ter 

uma importante relevância e influenciar nos resultados dos experimentos in vivo futuros. 

Os resultados obtidos demonstraram que o haloperidol promoveu uma inibição 

significativa sobre a hidrólise de ATP e ADP, enquanto que a sulpirida inibiu somente a 

hidrólise de ADP e a olanzapina promoveu um decréscimo significativo apenas sobre a 

hidrólise de ATP. Nenhuma das drogas foi capaz de alterar significativamente a atividade 

da ecto-5´-nucleotidase em membranas cerebrais de zebrafish. Diferentes estudos têm 
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demonstrado os efeitos dos fármacos antipsicóticos na atividade ATPásica. Clorpromazina 

in vitro foi capaz de inibir a atividade da Na+-K+-ATPase em membranas cerebrais 

microssomais de ratos (MAZUMDER et al., 1990). No estudo in vivo, o mesmo fármaco 

antipsicótico promoveu uma diminuição na atividade da enzima com o aumento das 

concentrações e dos tempos de exposição aos fármacos em membranas microssomais de 

diferentes órgãos (MAZUMDER et al., 1990). Nossos dados são consistentes com os 

resultados previamente relatados na literatura, uma vez que obtivemos alterações na 

atividade das NTPDases após tratamento com fármacos antipsicóticos. Outra questão a ser 

salientada é o fato dos antipsicóticos alterarem a estrutura da membrana lipídica, o que 

poderia estar relacionado com as alterações observadas na atividade das NTPDases após 

tratamento com essas drogas. 

 Considerando que modificações em diversos sistemas de neurotransmissores se 

refletem em alterações comportamentais, cabe destacar os efeitos comportamentais 

relacionados com o tratamento com antipsicóticos em zebrafish. Giacomini e colaboradores 

(2006) demostraram que o haloperidol e a flufenazina, ambos antipsicóticos tipicos 

caracterizados por provocar EPS em humanos, desenvolveram movimentos defeituosos em 

larvas de zebrafish, em contraste com a olanzapina, a qual apresentou efeitos mínimos. Os 

resultados apresentados no estudo de Giacomini et al. (2006) estão de acordo com os 

resultados apresentados no presente estudo, no qual somente o haloperidol, único fármaco 

típico testado, provocou alteração na atividade da AChE no estudo in vivo. Na hidrólise dos 

nucleotideos da adenina, o haloperidol foi capaz de inibir a hidrólise de ATP e ADP, 

diferente dos antipsicóticos atipicos testados. A sulpirida alterou somente a hidrólise de 
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ADP, enquanto que a olanzapina promoveu uma inibição significativa somente sobre a 

hidrólise de ATP de forma dose-dependente. 

 A adenosina apresenta um papel central em diversas funções do SNC, como 

neuroproteção e neuromodulação (FREDHOLM et al., 2005; CUNHA, 2001). A relação 

entre os fármacos antipsicóticos, esquizofrenia e adenosina tem sido estuda, e é evidente o 

potencial destes fármacos em alterar a atividade das NTPDases, bem como o importante 

papel da adenosina na patotologia da esquizofrenia. Sabe-se que estas enzimas contribuem 

para a manutenção dos níveis extracelulares de ATP, ADP, AMP e adenosina. Assim, 

nossos resultados sugerem que o efeito inibitório observado na hidrólise de ATP e ADP 

após a exposição aos antipsicóticos poderia induzir um aumento nos níveis extracelulares 

de ATP e a consequente diminuição nos níveis de adenosina, o que contribuiria para o 

aspecto neurodegenerativo da esquizofrenia, uma vez que a adenosina é uma importante 

molécula sinalizadora do SNC. 

 Portanto, nossos resultados demonstram as ações induzidas por fármacos 

antipsicóticos de duas classes diferentes, típicos e atípicos, na atividade das 

ectonucleotidases e AChE em cérebro de zebrafish.  Considerando que o ATP é um 

cotransmissor liberado junto com a ACh (BURNSTOCK, 2004) e estes dois 

neurotransmissores são hidrolisados na fenda sináptica pelas NTPDases e AChE, 

respectivamente, o estudo analisando os efeitos de diferentes fármacos antipsicóticos sobre 

a atividade dessas enzimas em cérebro de zebrafish poderia contribuir para um maior 

entendimento sobre o mecanismo de ação destes fármacos e sua influência em outros 

sistemas de sinalização que não estão diretamente relacionados com a ação farmacológica 

classicamente descrita.  



 

 44 

5. CONCLUSÕES  

 A partir dos resultados obtidos, foi possível concluir que as ectonucleotidases e a 

acetilcolinesterase são enzimas sensíveis a intervenções farmacológicas promovidas por 

antipsicóticos, tanto na sua atividade quanto no padrão de expressão, promovendo ações 

diferenciadas de acordo com a classe de antipsicótico administrado no zebrafish. Essas 

alterações mostram que, além dos sistemas classicamente alterados pelos fármacos 

antipsicóticos, o sistema purinérgico e colinérgico também são afetados pelo tratamento 

com essas drogas. Portanto, as alterações transcricionais e cinéticas observadas nestas 

enzimas após os tratamentos com os antipsicóticos contribuiram para um melhor 

esclarecimento sobre os efeitos neuroquímicos desses fármacos e sugerem que o sistema 

purinérgico e colinérgico podem se tornar interessantes alvos para estudos farmacológicos 

relacionados à esquizofrenia.  
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