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RESUMO

O zebrafish é um pequeno teledsteo que vem sendo considerado um modelo ideal para
estudos de numerosas doencas humanas. O genoma desta espécie estd quase todo
sequenciado e estudos demonstraram que muitos genes deste peixe sdo similares ao de
mamiferos, inclusive humanos. A esquizofrenia é uma grave sindrome neuropsiquidtrica que
acomete em torno de 1% da populagao mundial. O uso de farmacos antipsicéticos é a base
dos tratamentos para esquizofrenia. Evidéncias tém demonstrado o importante papel
desempenhado pelo ATP e a adenosina no sistema nervoso central (SNC). O
neurotransmissor ATP € armazenado de forma vesicular e liberado na fenda sindptica, onde
pode agir em receptores especificos localizados na membrana celular. A inativacdo do sinal
mediado pelo ATP extracelular € realizada por uma familia de enzimas denominadas
ectonucleotidases, incluindo as NTPDases (nucleosideo trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5"-
nucleotidase. Estas enzimas sdo responsdveis pelo catabolismo extracelular do
neurotransmissor ATP até adenosina. Estudos do nosso laboratério demonstraram a presenca
de ectonucleotidases como as NTPDases e a ecto-5 -nucleotidase no SNC de zebrafish. A
acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor secretado pelos nervos colinérgicos terminais,
juntamente com o ATP. Apds exercer seu sinal nos receptores nicotinicos e muscarinicos, a
ACh ¢ inativada pela acdo de uma enzima denominada acetilcolinesterase (AChE), que
hidrolisa a ACh até colina e acetato. O gene da AChE ji foi clonado e sequenciado e esta
atividade enzimatica foi detectada em cérebro de zebrafish. Considerando que: (1) o zebrafish
¢ um importante modelo experimental em estudos farmacoldgicos, bioquimicos e
patolégicos, e que (2) os sistemas purinérgico e colinérgico exercem um importante papel
na sinalizacio no SNC e (3) receptores e enzimas envolvidos nestes sistemas de
neurotransmissao ja foram descritos nesta espécie, torna-se importante avaliar os efeitos
das drogas antipsiciticas sobre enzimas envolvidas na hidrdlise dos nucleotideos 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 inibi¢ao
na atividade desta enzima. J4 no estudo in vivo somente o haloperidol alterou a atividade da
AChE, ativando a hidrélise de ACh e aumentando a expressdao génica da AChE. Foi
avaliado o efeito in vitro das drogas antipsicéticas sobre a atividade das NTPDases em
membranas cerebrais de zebrafish. As trés drogas testadas foram capazes de alterar a
atividade das NTPDases, sendo que o haloperidol inibiu a hidrdlise de ATP e ADP, a
sulpirida inibiu a hidrélise de ADP e a olanzapina inibiu a hidrdlise de ATP. Entretanto,
nenhuma das trés drogas testadas promoveu alteracio significativa na atividade da ecto-5"-
nucleotidase. Os resultados demonstram que os farmacos antipsicéticos podem influenciar
na atividade das enzimas envolvidas na degradacdo dos neurotransmissores ATP e acetilcolina,
sugerindo que o sistema purinérgico e colinérgico podem ser alvo dos efeitos
neuroquimicos promovidos por estes farmacos.

Palavras chaves: esquizofrenia, antipsiciticos, acetilcolinesterase, ectonucleotidases,
adenosina.



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. CAPITULO 1 - INRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish ou peixe-zebra é um pequeno teledsteo (3-4cm) de dgua doce, da
familia Cyprinidae, que vem sendo considerado um modelo ideal para estudos de
numerosas doencas humanas (SLOMAN et al., 2003; BEST & ALDERTON, 2008). O
nimero 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 realizacdio de estudos envolvendo biologia do
desenvolvimento, toxicologia, pesquisa transgénica, evolucdo do genoma vertebrado,
teratologia e neurociéncias (IVETAC et al., 2000). O uso do zebrafish como um modelo
para pesquisa possui diversas caracteristicas favordveis, tais como: baixo custo, requer
pouco espaco para manutengdo, rdpido desenvolvimento e ciclo bioldgico, fécil
manipulagcdo, 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 rdpido metabolismo (KARLOVICH et al., 1998;

GOLDSMITH, 2004).

Figura 1: Zebrafish (Danio rerio)

Nos ultimos anos, houve um progresso considerdvel na genética e gendmica do

zebrafish (POSTLETHWAIT et al., 2000). Em 2001, o Instituto Sanger comecou o



sequenciamento do genoma desta espécie (STERN & ZON 2003). A sequéncia do genoma
mitocondrial j& € 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 sequéncias, mas
carece de informagdes funcionais para a maioria dos genes identificados (DOOLEY &
ZON, 2000). Além disso, os genes deste teledsteo sdo 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 nimero de laboratdrios
que utilizam este teledsteo como modelo experimental em suas pesquisas (SPRAGUE et
al., 2001) e pelo crescimento exponencial do nimero de estudos publicados que envolvem
esta espécie (LIESCHKE & CURRIE, 2007). Foi criada uma rede de informagdes na web
sobre o zebrafish, o ZFIN (http://zfin.org), na qual laboratérios do mundo inteiro podem
depositar um grande nimero de informacgdes sobre esta espécie (SPRAGUE et al., 2003).
Além disso, existe um excelente manual de manutencdo e controle das condi¢des ideais
para a criagdo deste teledsteo em laboratorios (WESTERFIELD, 2000).

Atualmente, a utilizacdo do zebrafish vem sendo expandida para outras dreas do
conhecimento, tais como bioquimica (TAYLOR et al., 2004), neurociéncias (EDWARDS
& MICHEL, 2002), toxicologia (HILL et al., 2005), farmacologia (GOLDSMITH et al.,
2004) e biologia do comportamento (GERLAI, 2003; GUO, 2004). Devido as suas
peculiaridades reprodutivas e as suas caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas, esta
espécie desperta o interesse pela oportunidade de acelerar o processo da descoberta de

novas drogas (STERN & ZON, 2003). Este teledsteo é capaz de absorver de forma ripida



os compostos que sdo diretamente adicionados na dgua e acumuld-los em diferentes
tecidos, principalmente no SNC (GROSELL & WOOD, 2002). Entre os estudos
envolvendo aspectos toxicoldgicos, a exposicdo 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) j4 foi estudada no SNC de zebrafish.

Além disso, diversos estudos envolvendo o desenvolvimento de sistemas, 6rgaos e
patologias vém sendo realizados nesta espécie (ACKERMANN & PAW, 2003; BEST &
ALDERTON, 2008). Comparando-se as sequéncias do genoma humano e de zebrafish,
muitos genes como os do ciclo celular, supressores tumorais € oncogenes se mostram
conservados (AMATRUDA et al., 2002). J4 foram observados muitos tipos de neoplasias
no zebrafish, as quais sdo semelhantes histologicamente e geneticamente com as de
humanos, o que mostra que a biologia do cancer € muito similar nestes organismos
(AMATRUDA et al., 2002; STERN & ZON, 2003).

Numerosos estudos avaliando caracteristicas comportamentais do zebrafish estio
sendo desenvolvidos (GUO, 2004; GERLALI et al., 2000). Alguns estudos observaram a
importancia do comportamento inato e adquirido em modelos de agressividade,
sociabilidade e sua preferéncia por ambientes claros ou escuros (SERRA et al., 1999).
Estudos envolvendo exposi¢do cronica ao etanol tém sido realizados e os resultados
corroboram a hipétese do zebrafish ser um excelente modelo vertebrado que mimetiza

aspectos caracteristicos do alcoolismo (GERLALI et al., 2006). Além disto, existe um amplo

espectro de paradigmas comportamentais complexos ja descritos para este vertebrado



(NINKOVIC & BALLY-CUIF, 2006). Giacomini e colaboradores (2006) estudaram os
efeitos de antipsicéticos (olanzapina, flufenazina e o haloperidol) sobre parametros
comportamentais, mostrando que essas drogas produzem alteracdes locomotoras em larvas
de zebrafish (GIACOMINI et al., 2006).

Diferentes sistemas de neurotransmissdo ja 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 fArmacos antipsicoticos

A esquizofrenia é uma grave sindrome neuropsiquidtrica, altamente incapacitante,
que acomete em torno de 1% da populacdo mundial (MAJ & SARTORIUS, 2005). Os
sintomas surgem caracteristicamente entre os 15 e 25 anos, e a incidéncia € 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 doenca € maior quando ha histérico familiar da doenca,
especialmente se hd parentesco de primeiro grau ou mais de um membro da familia afetado
(KENDLER, 2000).

Os sintomas da esquizofrenia podem ser classificados como positivos, negativos ou
cognitivos (LEWIS & LIEBERMAN, 2000). Dentre os sintomas positivos estdao incluidos
as alucinagdes (tipicamente as auditivas), delirios (tipicamente persecutérios ou de
megalomania), e desorganizacdo severa do pensamento e do discurso. Os sintomas

negativos constituem um conjunto de déficits em varias dimensdes, como afeto embotado,



apatia, anedonia e comportamento antissocial. J4 os sintomas cognitivos incluem déficits de
atencao e memoria (DEAKIN & SIMPSON, 1997).

Os eventos que desencadeiam a doenca propriamente dita ndo sdo totalmente
conhecidos, mas parecem incluir processos maturativos do SNC como proliferacdo e
migracdo de neur6nios e glia, proliferacdo axonal e dendritica, morte celular programada
(apoptose), mielinizacdo axonal, conexdes sindpticas e, interagdes ambientais como
doencas fisicas ou trauma, estresse psicoldgico e abuso de substancias (WEINBERGER,
1995; LIEBERMAN et al., 2001). Algumas teorias neuroquimicas foram propostas para a
patologia da esquizofrenia. Essas teorias baseiam-se em alteracOes 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 revolucdo na assisténcia aqueles que sofrem de transtornos mentais
(MIYAMOTO et al., 2003). Os antipsicéticos sao drogas utilizadas no tratamento de
praticamente todas as formas de sintomas psicOticos. Os primeiros antipsicoticos
introduzidos foram a clorpromazina e o haloperidol, e sua capacidade de alterar o curso e o
prognéstico da doenca, reduzindo a severidade e a recorréncia dos sintomas, foram bem
aceitos (ABI-DARGHAM & LARUELLE, 2005).

A acdo dos antipsicoticos deve-se, principalmente, mas ndo exclusivamente, ao
antagonismo de receptores D2. O bloqueio dos receptores de dopamina € responsavel pelo
efeito terapéutico dos antipsicéticos e também pelos efeitos colaterais (MELTZER, 2002).
Em um primeiro momento, os efeitos adversos extrapiramidais (EPS) dos antipsicéticos

surgiram como o principal obsticulo a seu uso, dificultando a tolerancia e aderéncia ao



tratamento. Segundo a teoria dopaminérgica da esquizofrenia, os sintomas positivos seriam
decorrentes de uma atividade excessiva de dopamina em receptores D2 no nicleo
accumbens, enquanto os sintomas negativos seriam decorrentes de uma reducdo na
ativacdo de receptores dopaminérgicos no cortex pré-frontal (KAPUR, 2004). De acordo
com essa teoria, um farmaco antipsicotico ideal deveria reduzir a atividade dopaminérgica
no nuicleo accumbens, atenuando os sintomas positivos, mas intensifica-la no cortex pré-
frontal, atenuando sintomas negativos (STRANGE, 2001; KAPUR, 2004). Outra via
dopaminérgica projeta-se da substincia negra para o estriado dorsal (caudato-putamen, nos
nicleos da base), sendo integrante do ‘“sistema extrapiramidal” (HEIMER, 2003). Os
antipsicoticos, ao antagonizarem essa via, induzem os EPS, que sdo alteragdes motoras
como bradicinesia e acatisia, constituindo a chamada “sindrome Parkinsoniana”. Apds o
tratamento prolongado, essas drogas também induzem a discinesia tardia, efeitos colaterais
caracterizados por movimentos involuntarios da face e das extremidades (BAPTISTA,
1999).

A inducdo dos EPS é uma caracteristica tdo marcante dos antipsicéticos tipicos,
chamados também de neurolépticos, que inicialmente, acreditava-se que era uma
caracteristica fundamental dos antipsicéticos (HIPPIUS, 1989). Assim, a clozapina foi
retirada do mercado na década de 60, uma vez que essa droga nio induzia EPS e ainda
provocava outros efeitos colaterais, como exemplo agranulocitose e hipotensdo
(FITZSIMONS et al., 2005). Porém, outro estudo realizado em 1988 pelo grupo de Herbert
Meltzer, observou que a Clozapina, ao contrdrio dos demais fiarmacos, atenuava os
sintomas positivos sem ocasionar EPS. Além disso, este farmaco apresentava eficdcia

contra os sintomas negativos da esquizofrenia, com um perfil absolutamente “atipico” para



um antipsicotico (MELTZER et al., 1988; SHEN, 1999). A atipicidade destes
antipsicoticos € atribuida, pelo menos em parte, as suas acdes sobre o sistema
serotoninérgico (5-HT,). Sabe-se que a serotonina exerce uma influéncia regulatéria sobre
neurdnios dopaminérgicos, inibindo tonicamente esta atividade nas vias mesolimbica e
nigroestriatal, ou seja, inibindo a liberacdo de dopamina (GRUNDER et al., 2003;
MELTZER et al., 2003).

Assim, substancias como a Clozapina, que apresentam efeito terapéutico em doses
que ndo induzem EPS, sdo atualmente classificadas como “antipsicéticos atipicos”. Os
antipsicoticos atipicos ou também chamados de antipsicéticos de segunda geragdo
apresentam baixa afinidade pelos receptores dopaminérgicos, interagindo com outras
classes de receptores (muscarinicos, serotonérgicos, alfa-adrenérgicos e histaminicos)
(MARDER & VAN PUTTEN, 1995). Em contraposi¢do, os antipsicéticos tipicos ou
neurolépticos sdo potentes antagonistas dos receptores D2 (WORREL et al., 2000). Os
antipsicOticos atipicos apresentam inimeras vantagens em relacdo aos antipsicOticos
tipicos, porém estes farmacos possuem um custo elevado, o que impede seu uso
generalizado, especialmente em paises de terceiro mundo (KAPUR & REMINGTON,
2001; TAUSCHER et al., 2004).

No presente estudo foram analisados trés diferentes farmacos antipsicéticos, sendo
eles o haloperidol, a olanzapina e a sulpirida (Figura 2). O haloperidol € um farmaco tipico
do grupo das butirofenonas. Tem suas indicagdes e eficdcia bem documentadas e estudadas
nos tratamentos agudos e de manutencao dos quadros de doencas mentais, especialmente a

esquizofrenia. O haloperidol ¢ um antagonista dopaminérgico, atuando especialmente em



receptores D2. Como ocorre com todos os neurolépticos tradicionais, seu principal efeito
colateral € a produgdo de EPS (ABI-DARGHAM & LARUELLE, 2005).

A sulpirida é um antipsicético da classe das benzamidas, atuando principalmente
sobre os receptores de dopamina D2 e D3 com menor poténcia que as butirofenonas, e
também bloqueia os receptores histaminicos e muscarinicos (CACCIA, 2000; HUANG et
al., 2007).

A olanzapina pertence a classe dos tienobenzodiazepinicos e possui acao
bloqueadora dopaminérgia nio 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, muscarinicos, o-
adrenérgicos e histaminicos. Devido ao perfil mais amplo de a¢do da olanzapina em relagdo
aos antipsicéticos tipicos, esta apresenta melhor eficidcia no tratamento dos sintomas
negativos dos transtornos psicéticos e apresenta menores efeitos colaterais (TRAN et al.,

1997; MORTIMER, 2004).
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Figura 2: Estrutura quimica dos firmacos antipsicoticos, (A) Sulpirida; (B) Olanzapina; (C)
Haloperidol.

1.1.3 Sinalizacdo Colinérgica
O sistema colinérgico tem um papel fundamental em vérias fungles vitais

(MESULAM et al., 2002), sendo a acetilcolina (ACh) o neurotransmissor mais importante



desse sistema (DESCARRIES et al., 1997). A ACh desempenha um papel fundamental no
SNC e esté relacionada ao comportamento, aprendizado, memdria, organizagdo cortical do
movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (MESULAM et al., 2002; MORETTO
et al., 2004). Além de sua acdo neurotransmissora, a ACh possui fun¢dao neuromoduladora,
pois os niveis da mesma podem regular a concentragdo de outros neurotransmissores no
cérebro (COOPER et al., 1991).

A sintese da ACh ocorre a partir de Acetil CoA, formada durante o metabolismo
celular mitocondrial, e da colina, um importante produto do metabolismo dos lipidios. A
etapa final da sintese da ACh ocorre no citoplasma, sendo o neurotransmissor transportado
para o interior de vesiculas sindpticas (KAPCZINSKI et al., 2000). A colina usada na
sintese de ACh pode vir diretamente da reciclagem da ACh, que € hidrolisada pela AChE
na fenda sindptica ou a partir da fosfatidilcolina. Essas duas fontes de colina sdo
particularmente importantes para o SNC, porque a colina presente no plasma ndo ultrapassa
a barreira hemato-encefalica (TAYLOR & BROWN, 1994).

A liberacdo de ACh depende das variacdes no potencial elétrico das membranas dos
terminais nervosos e este processo ¢ dependente da concentracio de cdlcio intracelular. Ao
ser liberada, a ACh interage com receptores especificos causando despolarizacdo e
propagacdo do potencial de acdo na célula pds-sindptica (ODA, 1999). Seus efeitos sdo
mediados pela ativacao de receptores nicotinicos € muscarinicos ((SOREQ & SEIDMAN,
2001; DESCARRIES et al., 1997). A estimulag¢do dos receptores muscarinicos conduzira a
despolariza¢do ou hiperpolarizacdo da membrana e também € capaz de inibir a enzima

adenilato ciclase e ativar a enzima fosfolipase C (COOPER et al., 1991).



Os receptores nicotinicos para a acetilcolina consistem de cinco subunidades
designadas B, a, y e §, sendo que a subunidade o é expressa em duas formas. Estudos
estruturais mostram que as subunidades estdao arranjadas ao redor de uma cavidade central,
com uma grande por¢do de proteina voltada para a superficie extracelular. A ACh se liga
normalmente a subunidade o, produzindo mudancas conformacionais, que permitem a
passagem principalmente de cdtions. A desensibilizacio do receptor aumenta quando o
mesmo ¢ fosforilado por proteina quinase dependente de AMPc , PKC ou tirosina quinase
(COOPER et al., 1991; DIAZ-HERNANDEZ et al., 2002).

A ACh que permanece na fenda sindptica € hidrolisada por uma colinesterase
especifica em 4cido acético e colina. Grande parte da colina resultante é captada pelo
terminal do axo6nio colinérgico por um transportador de colina (CHT) e reutilizada na

sintese de nova ACh (Figura 3) (MESULAM et al., 2002).
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Figura 3: Esquema da sinapse colinérgica. A acetilcolina (ACh) que esta contida na vesicula sinaptica
do terminal nervoso € liberada por exocitose. Liga-se no neurdnio pés-sindptico através de receptores
especificos e é hidrolisada por colinesterases especificas, que a degradam em colina e acetato. O
transportador de colina recolhe a colina resultante da reaciio que esta livre na fenda sinaptica e a leva
novamente para o neurdnio pré-sinaptico para reutilizacdo. 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 sindptica e desempenham um papel
muito importante na neurotransmissao colinérgica, além de outras funcdes fisioldgicas. Sao
classificadas de acordo com suas propriedades cataliticas, especificidade de inibidores e
distribuicdo nos tecidos: a AChE hidrolisa preferencialmente ésteres com grupamento
acetil, estando presente principalmente nas sinapses do SNC, SNP parassimpético e jungao
neuromuscular; e a butirilcolinesterase (E.C. 3.1.1.8, BuChe) hidrolisa outros tipos de
ésteres como a butirilcolina. Ambas as colinesterases sdo amplamente distribuidas no
organismo (TAYLOR & BROWN, 1999). A AChE ¢ uma serina hidrolase que
desempenha um papel essencial no mecanismo colinérgico, catalisando a hidrélise natural
do substrato acetilcolina em acetato e colina (QUINN, 1987). A sequéncia de aminoacidos
da AChE mostrou que serina, histidina e glutamato sdo residuos importantes para a
atividade catalitica (SUSSMAN et al., 1991). Os niveis de AChE parecem ser controlados
pela interagdo da ACh com seus receptores, sendo que quando a interagdo € acentuada,
aumentam os niveis de AChE. No entanto, a AChE pode ser usada como um marcador da
funcdo colinérgica, e mudancas na atividade da enzima podem indicar alteragdes na
disponibilidade de ACh e do nivel de seus receptores (FERNANDES & HODGES-
SAVOLA, 1992).

A AChE ¢é uma glicoproteina e sua forma estrutural divide-se em globular ou
assimétrica. A forma globular é composta por mondmeros (G;), dimeros (G;) e tetrameros
(G4) da subunidade catalitica. A unidade G; estd ligada ao citosol, enquanto que Gy a
membrana da célula. O tipo G4 € 0 mais observado no sistema nervoso e muscular (XIE et

al., 2007). No sangue, predominam as formas G, (glébulos vermelhos) e G4 (plasma)
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(SKAU, 1985). As formas homoméricas sdo encontradas como espécies soliveis na célula,
provavelmente para a exportagcdo, ou se apresentam associadas a membrana celular externa
através de uma sequéncia de aminodcidos hidrofébicos intrinsecos ou de um
glicofosfolipidio acoplado (TAYLOR & BROWN, 1999).

As formas heteroméricas da AChE estdo associadas a lamina basal externa por
proteinas que determinam sua localizacao sindptica. Os tipos assimétricos consistem de um
(A4), dois (A8) e trés (A12) tetrameros cataliticos ligados ao coldgeno Q (ColQ) que é
predominante nas jun¢des musculares. O tetramero ligado a dncora de membrana rica em
prolina (PRIMA) é abundante nas sinapses cerebrais (Figura 4) (ZIMMERMAN &

SOREQ, 2006).
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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 andlise histoquimica e
imunohistoquimica em SNC desta espécie (CLEMENTE et al., 2004). O gene da AChE ja

foi clonado e sequenciado, e sua atividade enzimdtica ja foi detectada no cérebro
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(BERTRAND, et al., 2001). Este peixe apresenta uma Unica situacdo entre os vertebrados,
pois a BuChE, responsavel pela hidrélise de butirilcolina, ndo esta presente no seu genoma.
Além disso, subunidades de receptores muscarinicos e nicotinicos também sdo expressos

nesta espécie (ZIRGER, et al., 2003).

1.1.3.2 Sistema Colinérgico, esquizofrenia e farmacos antipsicéticos

Evidéncias clinicas e experimentais mostram que o sistema dopaminérgico modula
o sistema colinérgico em diferentes dreas do cérebro. Assim, a hipdtese do balango entre os
sistemas dopaminérgicos e colinérgicos (LLOYD et al., 1973) tem sido usada para explicar
a etiologia de vérias desordens neuropsiquidtricas (UNDIE & FRIEDMAN, 1988).

Evidéncias mostraram que a dopamina tem um papel bem estabelecido na regulacdo
da atividade motora, emog¢do, motivagdo e cognicdo. Um desequilibrio nesse sistema esta
envolvido em diversas patologias, como a esquizofrenia, Parkinson e discinesia tardia
(SPIELEWOY et al., 2000; JONES & PILOWSKY, 2002).

Os receptores de ACh estdo amplamente distribuidos por todo o cérebro, incluindo
0 neocortex, hipocampo, tdlamo e ganglios basais (CUMMINGS, 2000). Essas regides
fazem parte de vérios circuitos neuronais relacionados a processos cognitivos. O sistema
colinérgico tem sido implicado na regulacdo da atencdo, memoria, velocidade de
processamento e filtro sensorial (BROOCKS et al., 1998; VITIELLO et al., 1997),
processos esses que estdo prejudicados na patologia da esquizofrenia.

Desta forma, diversas evidéncias mostram a importancia de existir um balango entre
os sistemas de neurotransmissdo dopaminérgica e colinérgica (BROWN & TAYLOR,

1996). Diferentes estudos t€ém mostrado que o sistema colinérgico pode estar alterado na
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esquizofrenia. O estriado, regido envolvida no controle motor extrapiramidal, possui uma
alta concentracdo de ACh. O receptor muscarinico M4 e outros subtipos de receptores
muscarinicos sdo coexpressos com receptores dopaminérgicos D1 e D2 nessa regido
(GOMEZA et al., 1999; GAO et al., 1997). O sistema extrapiramidal motor, por exemplo,
depende do balanco entre dopamina e ACh, e um desequilibrio nesse balanco provoca
anormalidades motoras (TSUKADA et al., 2000).

Sob circunstancias normais, a dopamina atua como um transmissor inibitério
regulando a atividade de neurdnios colinérgicos no neoestriado. Drogas neurolépticas,
como o haloperidol, reduzem o controle inibitério da dopamina na atividade neuronal
colinérgica através do bloqueio de receptores dopaminérgicos, causando uma
hiperatividade de neur6nios colinérgicos, que transmitem, por sua vez, mensagens
anormais ao tilamo e a outras dreas que controlam a func¢do 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 apds tratamento de 7-21 dias
(MAHADIK et al., 1988). Outro estudo mostrou que antipsicéticos atipicos como
clozapina, olanzapina, risperidona e ziprasidona aumentam significativamente a liberacao
de ACh no cortex pré-frontal de ratos, enquanto antipsicoticos tipicos como haloperidol e
tioridazina ndo alteraram. Nesse mesmo estudo, os autores mostraram que nenhuma das
drogas antipsicéticas testadas foram capazes de alterar a liberagdo de ACh no nicleo
accumbens ou estriado nas doses que foram eficazes no cortex pré-frontal ICHIKAWA et

al., 2002).
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Conjuntamente, estes estudos sugerem que pessoas com esquizofrenia apresentam
multiplas anormalidades no sistema colinérgico e dopaminérgico, e que drogas que
melhoram as funcdes colinérgicas, ou que conseguem manter um balango favoravel entre o
sistema dopaminérgico e colinérgico, podem atuar melhorando as func¢des cognitivas que

sdo comuns na patologia da esquizofrenia.

1.1.4 Sinaliza¢io Purinérgica

E amplamente reconhecido que a sinalizacio purinérgica é um sistema primitivo
envolvido em muitos mecanismos neuronais € nao neuronais e em eventos de curta e longa
duracdo, incluindo respostas imunes, inflamacao, dor, agregacdo plaquetéria, vasodilatacao
mediada pelo endotélio, proliferacao e morte celular (BURNSTOCK, 2004).

Os nucleosideos e nucleotideos exercem um papel de moléculas sinalizadoras
extracelulares em vdarios tecidos, através dos receptores purinérgicos (BURNSTOCK &
KNIGHT, 2004). Diversas evidéncias tém 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 € uma importante molécula sinalizadora no espago extracelular e
desempenha importantes papéis em condicoes fisioldgicas e patoldgicas (ZIMMERMANN,
2001). O ATP € armazenado em vesiculas pré-sindpticas e, apds despolarizacao neuronal, é
liberado atuando em receptores especificos na membrana pds-sindptica, sendo considerado
um neurotransmissor (RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). O ATP pode ser coliberado
juntamente com VAarios outros neurotransmissores, como a acetilcolina, glutamato,
noradrenalina, serotonina e acido y-amino butirico (GABA) (DI IORIO et al., 1998;

BURNSTOCK, 2004).
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O ATP exerce suas funcdes através da ativacdo de receptores purinérgicos do tipo
P2. Este grupo de purinoreceptores € subdivido em duas familias distintas: P2X e P2Y
(RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). A familia P2X consiste em receptores ionotropicos
que apresentam permeabilidade rdpida e seletiva para cations (Na*, K' e Ca®™), e estd
dividida em sete membros (P2X, ), distribuidos em neurdnios, células gliais e no musculo
liso (BURNSTOCK, 2004). A familia P2Y consiste em receptores metabotrdopicos e foram
funcionalmente descritos oito membros (P2Y;, P2Y,, P2Yy4, P2Ye, P2Y ), P2Y 1, P2Y 3 e
P2Y,4) (BURNSTOCK, 2006). Esta sequéncia de nimeros descontinuos se deve ao
reconhecimento de que certos receptores foram erroneamente identificados como
integrantes desta familia, sendo entdo posteriormente retirados desta classificacdo
(RAVELIC & BURNSTOCK, 1998). Os receptores P2Y apresentam uma ampla
distribuicdo nos tecidos e sistemas, tais como: vascular, nervoso e cardiaco
(BURNSTOCK, 2004). Dessa forma, dependendo do subtipo de receptor P2 e da via de
sinalizacdo envolvida, esses receptores podem desencadear e mediar processos de curto
prazo (agudo) que afetam o metabolismo celular, neurotransmissdo, neuromodulagdo,
secrecdo enddcrina e exOcrina, agregacdo plaquetdria e vasodilatacdo. Além disso, a
sinalizacdo purinégica também provoca profundo impacto sobre outras respostas mais
prolongadas, incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (WEISMAN et al.,
1998; BURNSTOCK & KNIGHT, 2004).

Uma vez liberado no espaco extracelular, o ATP pode ser metabolizado pela acao
de ectoenzimas que fazem a conversao deste nucleotideo até adenosina (ZIMMERMANN,
2001; ROBSON et al., 2006). A adenosina ndo ¢é descrita classicamente como

neurotransmissor, pois nao h4 indicios de que € armazenada em vesiculas sindpticas, sendo

16



classificada como neuromodulador (AGRANOFF et al., 1999). A adenosina € um
neuromodulador endégeno que influencia muitas fungdes do SNC (CUNHA, 2001), sendo
reconhecida como um importante modulador da neurotransmissdo excitatoria e agente
neuroprotetor em diferentes patologias relacionadas ao SNC, tais como na isquemia,
hipéxia (FREDHOLM, 1997; RIBEIRO et al., 2003) e epilepsia (VIANNA et al., 2005). A
concentracdo extracelular de adenosina € um fator determinante dos efeitos
neuromoduladores desta molécula.

A adenosina exerce seus efeitos através da ativagdo de receptores de membrana
especificos chamados de Aj, Aza, Az € As, todos acoplados a proteina G e exibindo sete
dominios transmembrana formados por aminodcidos hidrofébicos (FREDHOLM et al.,
2001; RIBEIRO et al., 2003). Os receptores A; e Apa apresentam alta afinidade pela
adenosina, enquanto os receptores A,p € Az sdo de baixa afinidade (RIBEIRO et al., 2003).

Devido a este papel neuromodulador, a adenosina estd envolvida na regulagcao de
importantes mecanismos no SNC, como estados de ansiedade (EL YACOUBI et al., 2000),
sono (PORKKA-HEISKANEN, 1999), cognicao e memodria (RIBEIRO et al., 2003). Além
disso, este nucleosideo apresenta especial importancia nos estudos de diferentes
patofisiologias, como na doenca de Parkinson (FREDDUZZI et al.,, 2002) e na
esquizofrenia (LARA et al., 2001).

Na sinalizacdo purinérgica, existe um eficiente mecanismo de inativac¢do, no qual
ATP, ADP e AMP sao hidrolisados a adenosina por uma cascata enzimatica constituida
pela via das ectonucleotidases (RIBEIRO & SEBASTIAO, 2000). Além de ser formada a
partir da hidrélise do ATP através da acdo dessas enzimas, a adenosina pode ser produzida

no meio intracelular e transportada para o meio extracelular através de transportadores
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especificos bidirecionais, que mantém os niveis intracelulares e extracelulares de adenosina
em equilibrio. A adenosina extracelular também pode ser formada a partir da degradagdo
do AMPc (LATINI & PEDATA, 2001).

A clonagem e caracterizagao molecular dos receptores P2X do zebrafish ja 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 ortdlogos a genes dos receptores P2X de mamiferos, dois pardlogos e um gene
ainda precisa ser devidamente classificado (KUCENA et al., 2003). Os subtipos dos
receptores P2X do zebrafish contém residuos altamente conservados, os quais sdo
encontrados nas subunidades de mamiferos. At€ o momento, na familia de receptores P2Y
foram identificados oito proteinas funcionais (RALEVIC & BURSNTOCK, 1998; ILLES
& RIBEIRO, 2004), e apenas foram identificados receptores P2Y; em trombdcitos de

zebrafish (GREGORY & JAGADEESWARAN, 2002).

1.1.4.1 Ectonucleotidases

Os nucleotideos extracelulares sdo degradados por uma cascata de hidrélise
extracelular que resulta na formacdo do respectivo nucleosideo e fosfato livre
(ZIMMERMANN, 2000). Esta cascata € realizada por uma variedade de enzimas que estdao
localizadas na superficie celular, chamadas de ectonucleotidases. As ectonucleotidases
estdo ancoradas na membrana celular, e seu sitio ativo estd voltado para o meio
extracelular, ou estdo presentes na forma soliivel no meio intersticial. Estas enzimas sao
responsdveis pelo controle dos niveis extracelulares de ATP e adenosina

(ZIMMERMANN, 2001).
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Este conjunto de enzimas inclui a familia das E-NPP (ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase), a familia das NTPDases (nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase), as fosfatases alcalinas e a ecto-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5) (ROBSON et
al., 2006). Neste trabalho, estudou-se a familia das NTPDases (nucleosideo trifosfato
difosfoidrolases) e a ecto-5"-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5).

As NTPDases realizam a hidrdlise de nucleotideos tri e difosfatados
(ZIMMERMANN, 2001). Esta familia de enzimas € composta por oito membros, sendo
que quatro das NTPDases estdo localizadas na superficie das células, com um sitio
catalitico extracelular (NTPDasesl1, 2, 3, 8), as NTPDases5 e 6 apresentam localizagdao
intracelular e as NTPDases4 e 7 sdo enzimas intracelulares cujos centros ativos estido
direcionados para o lumen das organelas citoplasmaticas (ZIMMERMANN, 2001;
ROBSON et al., 2006). Em termos de hidrdlise de nucleotideos, a NTPDasel hidrolisa
ATP e ADP igualmente, sendo a proporcdo da hidrdlise 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 relacio ao ADP
numa razdo de hidrdlise de aproximadamente 3:1 e 2:1, respectivamente (Chadwick et al.,
1998; Bigonnesse al., 2004). NTPDase4o tem uma alta preferéncia por UTP e TTP,
enquanto que a NTPDase4f apresenta alta preferéncia por CTP e UDP. A fun¢do destas
NTPDases ainda ndo € clara (Zimmermann, 2001). A NTPDase5 tem uma preferéncia na
hidrdlise de nucleotideos na seguinte ordem: UDP>GDP = IDP>>ADP = CDP, enquanto
que a NTPDase6 tem a seguinte preferéncia: GDP>IDP>>UDP = CDP>>ADP. Acredita-se
que a NTPDase5 e a NTPDase6 participam das reacdes de glicosilacdo envolvidas nos

processos de dobramento de glicoproteinas (Zimmermann, 2001). A NTPDase7 prefere
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nucleosideos trifosfatados como substratos (Zimmermann, 2001). Estas enzimas hidrolisam
tanto ATP como ADP, formando AMP na presenca de fons Ca** e Mg** (CHAN et al.,
1986; ZIMMERMANN, 2001). O AMP formado € entdo convertido a adenosina pelas 5°-
nucleotidase (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006). A familia das NTPDases
tem modulado alguns processos de sinalizacdo ou biossintéticos nos quais os nucleotideos
extracelulares desempenham um importante papel, incluindo a homeostase vascular, a
manuten¢do do tamanho celular, a sinalizacao celular, a fun¢do imune e a modificacdo de
proteinas e lipideos (BRAKE & JULIUS, 1996; BURNSTOCK, 1998; GAYLE et al.,
1998; MARCUS et al., 2003).

A ecto-5"-nucleotidase, também conhecida como a proteina linfocitdria CD73 em
associacdo a NTPDase, realiza a hidrolise do AMP até a producdo de adenosina
(ZIMMERMANN, 1992). Esta atividade enzimadtica ¢ dependente de cétions divalentes,
como cdlcio e magnésio. A ecto-5"-nucleotidase é uma enzima ancorada a membrana
plasmatica por GPI, sendo que formas soluveis da enzima podem ser originadas mediante a
acdo de uma fosfolipase especifica (ZIMMERMANN, 1992). Esta enzima encontra-se
presente na maioria dos tecidos e sua principal funcdo € a hidrdlise de nucleosideos
monofosfatados extracelulares, tais como AMP, GMP ou UMP, a seus respectivos
nucleosideos, sendo o AMP o nucleotideo hidrolisado com maior eficiéncia com valores de
Ky na faixa de micromolar (ZIMMERMANN, 1996). O ATP ¢ o ADP sio inibidores
competitivos da 5’-nucleotidase com valores de K; também na faixa de micromolar
(ZIMMERMANN, 1996). Em SNC, a ecto-5"-nucleotidase estd predominantemente
associada a glia, mas vdrias evidéncias tém demonstrado que esta atividade também esta

associada a neurdnios (ZIMMERMANN, 1996; ZIMMERMANN et al, 1998;

20



ZIMMERMANN, 2001). A participacio da ecto-5"-nucleotidase na via das
ectonucleotidases exerce um papel modulador sobre a produ¢do de adenosina extracelular,
sendo a enzima marcapasso desta cascata enzimética (ZIMMERMANN, 1996; CUNHA,
2001).

Estudos do nosso laboratério demonstraram a presenca de atividades NTPDadsica e
ecto-5"-nucleotiddsica em membranas cerebrais de zebrafish. Estas duas enzimas foram
caracterizadas como cdtion-dependentes, apresentando atividade maxima a temperatura de
37 °C, pH 6timo entre 7,2 e 8,0, Km na faixa do micromolar e uma ampla especificidade

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

1.1.3.2 Sistema Purinérgico, esquizofrenia e farmacos antipsicoticos

A adenosina tem acdo 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 hipdtese indica que uma disfuncdo na atividade adenosinérgica na
esquizofrenia poderia levar a importantes alteragdes da atividade dopaminérgica e
glutamatérgica (LARA et al., 2006). A proposta de disfun¢do adenosinérgica na
esquizofrenia conduz a um déficit na sinapse adenosinérgica, e isso pode ocorrer devido a
alteracoes nos receptores ou alteracdo no metabolismo, isto €, diminuicdo da
producdo/liberacdo ou aumento da degradagdo/captacao da adenosina (LARA et al., 2006).

A interacdo entre o sistema purinérgico e dopaminérgico se deve a acdo
neuromoduladora da adenosina, devido ao envolvimento dos receptores Aj € Ay pré e pos-
sinapse. A acdo dos receptores A; pré-sindpticos modula a liberacio de dopamina no

estriado, assim, agonistas desses receptores inibem, enquanto antagonistas aumentam a
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liberacao de dopamina (SOLINAS et al., 2002; QUARTA et al., 2004). Os receptores D2 e
Ayp estdo colocalizados e interagem antagonicamente na membrana pds-sindptica, de
maneira que a estimulagcdo dos receptores A,s diminui a afinidade dos receptores D2 pela
dopamina. Assim, antagonistas A, bloqueiam a atividade da adenosina enddégena e
consequentemente aumentam a afinidade dos receptores D2 pela dopamina (FERRE,
1997). A partir dessas interacOes, pode-se dizer que uma diminuicdo da atividade
adenosinérgica pode levar a um estado hiperdopaminérgico e hiperglutamatérgico,
simultaneamente, além de outros efeitos independentes desses dois sistemas de

neurotransmissao (Figura 5) (LARA & SOUZA, 2001).
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Figura 5: Representacido esquematica do modelo de hipofuncio adenossinérgica e suas implicacoes
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 sao escassos.
Quanto ao metabolismo do sistema purinérgico, foi observado que a atividade da enzima
serina hidroximetil transferase (SHMT), uma enzima responsiavel pela producdo de
adenosina a partir de glicina e grupos metileno, estava diminuida (menor afinidade pelo
substrato) no lobo temporal de esquizofrénicos (WAZIRI et al., 1993). Também a atividade

de ATPases, envolvidas no metabolismo do ATP até adenosina, foi encontrada diminuida
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em membranas celulares de esquizofrénicos (RYBAKOWSKI & LEHMAN, 1994). Outra
fonte de adenosina extracelular, o AMPc, apresentou concentragdes inferiores no liquor de
pacientes esquizofrénicos (GATTAZ et al., 1985). E ainda, estudos post-mortem mostraram
um aumento em receptores A estriatais em esquizofrénicos (KURUMAIJI & TORU,
1998). Apesar do uso cronico de antipsicéticos tipicos induzir aumento da expressao desses
receptores em ratos (PARSONS et al., 1995), ndo houve diferenca entre os pacientes que
vinham com ou sem tratamento farmacoldgico anterior. Os autores interpretaram esse
achado como um aumento compensatério desses receptores decorrente da hiperfungdo
dopaminérgica. No entanto, parece contraditério que tanto um estado hipodopaminérgico
(induzido por antipsicéticos tipicos) como hiperdopaminérgico (esquizofrenia) causem
aumento da expressao de receptores A,a. Portanto, Lara & Souza (2001), propuseram que
esse resultado seria uma resposta compensatéria a diminuicao dos niveis de adenosina, que
por sua vez produziriam ou contribuiriam para o estado hiperdopaminérgico.

Alguns estudos tém mostrado a relacdo dos farmacos antipsic6ticos com o sistema
adenosinérgico. Brunstein e colaboradores (2007) mostraram que, em soro de pacientes
esquizofrénicos tratados com farmacos antipsicéticos, a atividade da enzima adenosina
deaminase estd aumentanda, principalmente nos pacientes tratados com clozapina. Além
disso, foi demonstrado um aumento da atividade da ecto-5’-nucleotidase em pacientes
esquizofrénicos tratados com clozapina quando comparados com o grupo controle
(BRUNSTEIN et al., 2007). Lara e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento
cronico (28 dias) com clozapina aumentou a atividade da ecto-5"-nucleotidase em estriado
de ratos, j4 o tratamento cronico com haloperidol ndo apresentou diferenca significativa na

atividade da enzima.
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Assim, Lara e colaboradores propuseram que tratamentos farmacoldgicos que
aumentam a atividade de adenosina sdo efetivos quanto a redu¢@o de sintomas positivos em
pacientes esquizofrénicos (LARA et al., 2001; 2006). Portanto, o estudo da interacdo entre
o sistema purinérgico e fairmacos antipsicOticos permitird um maior entendimento sobre os

efeitos neuroquimicos destes compostos em outros sistemas de neurotransmissao.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Considerando que: (1) o zebrafish € um importante modelo experimental em
estudos farmacolégicos, bioquimicos e patoldgicos, e que (2) os sistemas purinérgicos e
colinérgicos exercem um importante papel na sinalizacdo no SNC e (3) receptores e
enzimas envolvidos nestes sistemas de neurotransmissao ja foram descritos nesta espécie, o
objetivo geral deste estudo foi avaliar os efeitos das drogas antipsicdticas sobre enzimas

envolvidas na hidrélise dos nucleotideos de adenina e acetilcolina no SNC do zebrafish.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste estudo sdo:

- 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 expressdao génica da acetilcolinesterase apds o tratamento in vivo com

os farmacos antipsicéticos;

- Avaliar o efeito do tratamento in vitro de drogas antipsicdticas, como 0O
haloperidol, sulpirida e olanzapina sobre as atividades das NTPDases e da 5 -nucleotidase

em membranas cerebrais do zebrafish.
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Antipsychotic agents are widely used for the treatment of psychotic symptoms in patients with several brain
disorders. Antipsychotic drugs principally affect dopamine systems with the newer ones also affecting
serotonin, norepinephrine, and histamine systems. Other transmitter systems can be involved with selected
antipsychotic drugs but effects on cholinergic system are less known. Considerable evidence has shown that
complex interactions between dopaminergic and cholinergic systems are critical for the proper regulation of
motor control and memory. These neurotransmitter systems have been studied in zebrafish, which has

ﬁmﬁiumstﬂm recently become a focus of neurobehavioral studies. Therefore, we have evaluated the in vitro and in vivo

Antipsychotics effects of sulpiride, olanzapine, and haloperidol on acetylcholinesterase activity and ache expression pattern

Haloperidol in zebrafish brain. For in vitro studies, all drugs were able to promote a decrease on acetylcholinesterase

Olanzapine activity. For in vivo studies, olanzapine and sulpiride exposure did not change acetylcholinesterase activity. In

;:LP“;E contrast, this enzyme activity was significantly increased at 5 and 9 pM haloperidol (29.9% and 20.4%,
ra

respectively). Haloperidol exposure was able to increase acetylcholinesterase mRNA transcripts. These
findings have suggested that the alterations in zebrafish acetylcholinesterase could reveal molecular
mechanisms related to cholinergic signaling induced by antipsychotic treatment.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction potent 5HT, receptor antagonists with lesser and equal potency for

dopamine D1, D2, and ¢t -adrenergic receptors ) (Wadenberget al, 2001;

Antipsychotic agents have been increasingly used for treatment of
psychotic symptoms and agitation in patients with a variety of brain
disorders, such as schizophrenia, bipolar disorder, Alzheimer's disease,
and traumatic head injury (Bascunana et al., 2000; Daniel, 2000). Long-
term treatment with some of these drugs may be associated with the
development of a wide range of undesired effects, including debilitating
extrapyramidal symptoms and cognitive dysfunction. The different
therapeutic actions and side-effect profiles for typical and atypical
antipsychotics have been explained based on preferential actions at
specific receptors (Kinon and Lieberman, 1996; Richelson and Souder,
2000). Typical antipsychotics, such as haloperidol, act preferentally via
dopamine D2 receptor blockade (Heusler et al, 2008). Atypical
antipsychotics, such as olanzapine, cause less extrapyramidal symptoms
than standard antipsychotics and have been classified based on less
selective activity across several neurotransmitter receptors (moderately

* Corresponding authors. Tel:+55 51 3320 3500x4158; fax: +55 51 3320 3568,
E-mail addresses: mbogo@pucrs.br (MR Bogo), chonan@pucrs.br (CD. Bonan).

1532-0456/% - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbpc.2009.01.008

Seeman, 2002). Sulpiride, another atypical antipsychotic, acts preferen-
tially via D2 and D3 dopamine receptor blockade (Jaworski et al., 2001;
Elisabetsky and Costa-Campos, 2006).

Although neuropsychiatric and neurodegenerative diseases have
been attributed to deficits within a single neurotransmitter system,
disease progression might be related to the deficit of the initially affected
system to modulate or be modulated by other neurotransmitters. The
extrapyramidal motor system, for example, relies on a balance between
dopamine and acetylcholine, and disruption in the balance results in
motor abnormalities in monkey brain (Tsukada et al, 2000), Acetylcho-
line plays an important role in motor functions and various domains of
cognition, attention (Perry et al., 1999), and working memory (Winkler
et al, 1995}, Studies have been shown that acute administration of D2
dopaminergic agonist inhibits acetylcholine release in striatum whereas
D1 agonist administration increases its release in rats (Bertorelli and
Consolo, 1990). Furthermore, in the striatum, a region known to be
critically involved in extrapyramidal motor control, the M4 as well as
other muscarinic receptor subtypes are coexpressed with D1 and D2
dopamine receptors on mice striatal projection neurons (Gomeza et al.,

Please cite this article as: Seibt, K], et al., Typical and atypical antipsychotics alter acetylcholinesterase activity and AChE expression in
zebrafish (Danio rerio) brain, Comp. Biochem. Physiol. C (2009), doi:10.1016/j.cbpc.2009.01.008
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Fig. 1. Effect in vivo of haloperidol (5 and 9 uM), olanzapine {100 pM), and sulpiride (250 pM) on acetylcholinesterase activity in zebrafish brain. Data represent means+5.0. of four
different experiments, each one performed in wiplicate, The symbol (* ) indicatesdifference when compared to the control group. Data were analyzed statistically by one-way ANOVA

followed by Tukey test as post-hoc test, considering a P<0.05 significant.

1999). Studies have also shown a possible participation of nicotinic
acetylcholine receptors in midbrain dopaminer gic nuclei in mice, which
may modulate reinforcement and motor behavior in different manners
and may be involved in drug addiction, schizophrenia, and Parkinson's
disease (Zhou et al, 2001). It has been shown that nicotine enhances
cognitive functioning in zebrafish by modulating the release of
dopamine in the brain or by changing the rate at which dopamine is
metabolized (Eddins et al., in press). Zebrafish express functional B3, o2,
and o7 nicotinic receptors and these receptors show a high degree of
similarity with mammalian nicotinic receptors (Zirger et al, 2003).
Proteins necessary for dopaminergic signaling have been detected in the
zebmafish brain of which includes tyrosine hydroxylase and dopamine
transporters (Holzschuh et al., 2001), Zebrafish also express functional
D1, D2, D3, and D4 dopaminergic receptors { Boehmler et al,, 2007). This
demonstrates that even though there are structural differences between
the zebrafish and the rodent brain, similar signaling mechanisms are
important for mediating behavior,

Acetylcholine is synthesized by choline acetyltransferase, then
secreted from the presynaptic nerve terminal and bound to acetylcho-
line receptors, which are clustered in the postsynaptic membrane, After
its release, it is rapidly metabolized from the synaptic cleft by
acetylcholinesterase, which belongs to the family of type B carbox-
ylesterases and cleaves acetylcholineinto choline and acetate { Soreq and
Seidman, 2001). Two different types of cholinesterases are able to
hydrolyze acetylcholine: acetylcholinesterase (E.C3.1.1.7) and butyryl-
cholinesterase (E.C3.11.8). Haloperidol has been observed to increase
choline acetyltransferase and acetylcholinesterase activities in the rat
striatum and hippocampus after short-term treatment (7-21 days).
Howewer, after long-term treatment (+40 days), there is a decrease only
on choline acetyltransferase activity and immunoreactivity, as indicated
by an apparent reductionin the size and number of stained neurons and
their processes (Mahadik et al,, 1988 ).

Zebrafish have recently become a focus of neurobehavioral studies
since display learning, sleep, conditioned place preference to several
drugs, as amphetamine, cocaine, and opiates (Darland and Dowling,
2001; Guo, 2004; Ninkovic and Bally-Cuif, 2006; Bretaud et al,, 2007).
However, reduced complexity of the zebrafish brain is a limitation to
establish comparisons between this specie and human. Butyrylcholi-
nesterase was not found in zebrafish genome and acetylcholinesterase
is encoded by a single gene that was already cloned, sequenced and
functionally detected in zebrafish brain (Clemente et al., 2004). This
species also holds a great potential for our understanding of the genetic
basis of behavior and associated behavioral disorders (Amsterdam and
Hopkins, 2006; Krens et al., 2006), because zebrafish has shown

genetic conservation with both mice and humans (Dooley and Zon,
2000). Fluphenazine and haloperidol, characterized for inducing
severe extrapyramidal symptoms in humans, might promote move-
ment defects in zebrafish treated with these drugs (Giacomini et al.,
2006).

Considering that zebrafish may be an relevant vertebrate model
system for numerous human diseases and that cholinergic and
dopaminergic systems have been described in zebrafish brain, the aim
of this study is to evaluate the in vitro and in vivo effects of different
concentrations of haloperidol, sulpiride, and olanzapine on acetylcho-
linesterase activity from zebrafish brain followed by a gene expression
pattern analysis.

2. Methods
2.1, Animals

Adult zebrafish (Danio rerio; age around 2-3 months) of both sexes
were obtained from a commercial supplier (Delphis, RS, Brazil) and
acclimated for at least 2 weeks ina 50-L aquarium, The fish were kepton
a12 hlight/dark cycle (lights on at 7:00 h) at a temperature of 25+2 “C.
They were used according to the National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals, being healthy and free of any signs
of disease. The Ethics Committee of Pontificia Universidade Catdlica do
Rio Grande do Sul (PUCRS) approved the protocol under the number
014/08 - CEUA. The experiments were performed between 8:00 h and
13:00 h.

2.2, Chemicals

Haloperidol, olanzapine, sulpiride, Trizma Base, ethylenedioxy-
diethylene—dinitrilo-tetraacetic acid (EDTA), ethylene glycol bis(beta-
aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid (EGTA), sodium citrate,
Coomassie Blue G, bovine serum albumin, acetylthiocholine, 5,5
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) were purchased from Sigma-
Aldrich {USA). All other reagents used were from analytical grade.

2.3. In vivo treatiments

For in vivo assay, five fish were kept in 1-L aquariums and exposed to
water with haloperidol (5 and 9 uM), olanzapine (100 pM}), and sulpiride
(250 pM). The animals were maintained in the test aquarium during 2 h
and, immediately after the exposure, the fish were euthanized. The drug
solutions were changed for each experiment. For the control group, the

Please cite this article as: Seibt, K.J,, et al., Typical and atypical antipsychotics alter acetylcholinesterase activity and AChE expression in
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animals were exposed only to water in a test aquarium during 2 h and,
afterthis time period the fish were euthanized. The haloperidol dose and
time of treatment in vivo were chosen based on previous studies with
zebrafish {Giacomini et al, 2006). The other concentrations of
antipsychotic agents used in this study were chosen based on drug
potencies observed in human (McClelland et al., 1990; Kiang et al., 2003)
and rat (Ichikawa et al,, 1998; Parikh et al, 2004 studies.

2.4 In vitro treatments

For the in vitro assays, haloperidol, olanzapine, and sulpiride at the
final concentrations of 1, 10, 50, 100, and 250 uM were added to
reaction medium {described below), pre-incubated for 10 min with
the homogenized and maintained throughout the enzyme assay. For
the control group, the enzyme assay was performed in the absence of
antipsychotics (no drug added in the reaction medium].

2.5, Determination of AChE activity

Zebrafish were euthanized by decapitation, their brains were
removed from the cranial skull by the dissection technigue. A pool of
five total brains of zebrafish was used for each experiment. The brains
were homogenized on ice in 60 vol (wv/w) of Tris-citrate buffer (50 mM
Tris,2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4, with citric acid) ina motor driven
Teflon-glass homogenizer, The rate of acetylthiocholine hydrolysis
(0.8 mM) was determined in a final volume of 2 ml with 100 mM
phosphate buffer, pH 7.5, and 1.0 mM DTNB using a method previously
described (Ellman et al, 1961). Before the addition of substrate,
samples containing protein (10pg)and the reaction medium described
above were preincubated for 10 min at 25 “C. Thiocholine released
because the cleavage of acetylthiocholine by acetylcholinesterase is
allowed to react with the -SH reagent DTNB, which is a reduced to
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Fig. 2. Acetylcholinesterase and P-actin mRNA expression in adult zebrafish brain. Fish
were exposed to haloperidol concentrations (5 and 9 pM), the brains were excised and
RT-PCR experiments were conducted. The PCR products were subjected to electro-
phoresis on a 1% agarose gel, using B-actin as constitutive gene. The figure shows a
representative gel and the ache/p-actin mRNA ratio (expressed as arbitrary units)
obtained by optical densitometry analysis of three independent experiments, with
entirely consistent results. The symbol (*) indicates difference when compared to the
control group. The data were expressed as means=5.0. and analyzed statistically by
one-way AMOVA followed by Tukey test as post-hoc test, considering a P<0.05
significant.

thionitrobenzoic acid, a wyellow coloured anion with absorption
maxima at412 nm for 2-3 min (30-second intervals). Controls without
the homogenate preparation were performed in order to determine
the non-enzymatic hydrolysis of acetylthiocholine. The linearity of
absorbance related to ime and protein concentration was previously
determined. Acetylcholinesterase activity was expressed as micromole
of thiocholine {SCh) released per hour per milligram of protein, Four
different experiments were performed and the assays were run in
triplicate.

2.6. Protein determination

Protein was measured using Coomassie Blue as color reagent and
bovine serum albumin as standard {Bradford, 1976).

2.7. Molecular analysis

Forward (5'-CCAAAAGAATAGAGATGCCATGGACG-3') and reverse
(5" TGTGATGTTAAGCAGACGAGGCAGG-3') ache primers and optimal
conditions for RT-PCR (reverse transcripion-polymerase chain reac-
tion) were used according to Rico et al. (2006). The B-actin primers
forward (5'-GTCCCTGTACGCCTCTGGTCG-3) and reverse (5'-
GCCGGACTCATCGTACTCCTG-3') were used as described previously
(Chen et al., 2004).

Immediately after in vivo treatment with haloperidol (described
above), the animals were euthanized by decapitation, their brains were
removed from the cranial skull by the dissection technique. For each
sample, a pool of five zebrafish brains was used. Total RNA was isolated
from zebrafish brain using TRIzol reagent (Invitrogen) in accordance with
manufacturer instructions, RNA was quantified by spectrophotometer and
all samples were adjusted to 160 ngful. cDNA species were synthesized
using SuperScript 1™ First-Strand (Synthesis System for RT-PCR)
Invitrogen Kit following the supplier instructions. One microliter of RT
reaction mix was used as a template for each PCR. PCR for ache was
performed in a total volume 0f 25 pL using 0.08 pM of each primer, 0.2 pM
dNTP (Deoxyribonudeotide triphosphate), 2 mM MgCl, and 1U Tag DNA
polymerase (Invitrogen). PCR for B-actin gene was performed in 20 pL
using 0.1 pM of each primer, 0.2 pM dNTP, 2 mM MgCL and 0.5U Tag DNA
polymerase (Invitrogen). PCR were conducted at 1 min at 94 °C, 1 min at
60 “C (ache)and at 54 °C(P-actin), and 1 minat 72 °C for 35 cycles. A post-
extension cycle was performed for 10 min at 72 °C. For each PCR set, a
negative control was included, PCR products were analyzed on 1% agarose
gel, containing GelRed® and visualized with ultraviolet light. The low DNA
Mass Ladder (Invitrogen) was used as a molecular marker and normal-
ization was performed employing [F-actin as a constitutive gene. The band
intensities were measured by optical densitometry analysis and the
enzyme|B-actin mRNA ratios were established for each treatment using
the Kodak 1D Image Analysis Software.

2.8. Statistical analysis

Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA)
and expressed as means £5.D. A Tukey multiple test range as post-hoc
was performed considering a significance level of 5%,

3. Results

The in vivo effect of acute antipsychotic treatment has been also
demonstrated on zebrafish acetylcholinesterase. The experiments
have been performed after a 2 h-exposure to sulpiride {250 uM),
olanzapine (100 uM}, and haloperidol (5 and 9 pM). Olanzapine and
sulpiride did not promote a significant difference on acetylcholines-
terase activity in zebrafish brain. However, this enzyme activity has
been significantly increased at 5 and 9 pM haloperidol (29.9% and
204%, respectively) when compared to the control group (Fg. 1)
These effects are in agreement with previous studies showing that
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Fig. 3. Effect in vitro of different concentrations of sulpiride, haloperidol, and olanzapine on acetylcholinesterase activity in zebrafish brain. Data represent means+S.D. of four
different experiments, each one performed in triplicate. The symbol (*} indicates difference when compared to the control group, whereas (# ) represents a significant difference
when compared to other sulpiride treatments. Data were analyzed statisdally by one-way ANOVA followed by Tukey test as post-hoc test, mnsidering a P<0.05 significant.

haloperidol-treated fish exhibited significant erratic movements
whereas olanzapine had minimal such effect (Giacomini et al,, 2006).

The increase of acetylthiocholine hydrolysis promoted by haloper-
idol exposure could be a consequence of transcriptional control andjor
post-translational regulation. RT-PCR analyses have been performed
when kinetic alterations have been observed. The results have
demonstrated that the relative amount of acetylcholinesterase
mRNA has been significantly increased (48% and 91%) after treatment
with 5 and 9 pM haloperidol, respectively (Fig. 2).

In order to evaluate if the drugs could promote a direct effect on
the enzyme, we tested the in vitro effect of antipsychotics on
acetylcholinesterase activity in zebrafish brain. All drugs were able
to promote a significant decrease on zebrafish brain acetylcholines-
terase activity. Haloperidol and olanzapine have significantly
decreased the enzyme activity at 250 pM (39.4% and 25.1%,
respectively) (Fig. 3). Sulpiride has promoted a significant inhibition
of acetylcholinesterase activity ranging from 10 to 250 pM (24.5-
61.8%) (Fig. 3).

4. Discussion

In the present study, we have observed significant changes on
acetylcholinesterase activity and ache expression pattern in zebrafish
brain after in vitro and in vivo exposure to antipsychotic drugs.

Considerable evidence suggests that complex interactions between
dopaminergic and cholinergic systems are critical for the proper
regulation of motor control {Di Chiara et al., 1994 ). Consistent with this
notion, the severe motor deficits observed in patients suffering from
Parkinson's disease and other extrapyramidal disorders are thought to
reflect an imbalance between cholinergic and dopaminergic tone in
the striatum (Brown and Taylor, 1996). In addition, cholinergic activity
in the brain is essential to cognitive processes and motor control
(Harder et al., 1998; Baxter et al, 1999). Studies have shown that
deficits of working memory and attention are characteristic impair-
ments in patients with schizophrenia (Elvevag and Goldberg, 2000).
Typical antipsychotics with dopamine D2 antagonistic properties, such
as haloperidol, have been shown to impair working memory in
schizo phrenic patients. Conversely, atypical antipsychotics with fewer
dopamine D2 antagonistic properties, such as olanzapine, have
improved working memory in schizophrenia (Bilder et al, 2002).
Moreover, olanzapine, but not haloperidol, has improved consolida-
tion processes in rats in a delayed radial maze task (Wolff and Leander,
2003). Interestingly, olanzapine has markedly increased acetylcholine

release in rat hippocampus whereas haloperidol has produced only a
slight increase (Johnson et al,, 2005). These findings suggest that an
increase in acetylcholine release could be involved in the ameliorative
effect of olanzapine. Considering that in our study only haloperidol
treatment increased acetylcholinesterase activity, it is possible to
suggest that a decrease in acetylcholine levels could be involved in
cognitive deficit observed after haloperidol treatment.

The alterations promoted by haloperidol in acetylcholinesterase
activity could be a consequence of transcriptional control. In order to
wverify whether the acetylcholinesterase gene could be modulated when
zebrafish were exposed to haloperidol after 2 h, we have performed
semi-guantitative RT-PCR experiments after 5 and 9 pM haloperidol
treatments. Interestingly, the results have demonstrated that acetylcho-
linesterase mRNA levels have been significantly increased after
haloperidol exposure, suggesting that the increase of acetylcholinester-
ase activity observed in this treatment may be directly related toa higher
ache expression.

Our results have also shown that all drugs tested were able to
promote a significant decrease on acetylcholinesterase activity from
zebrafish brain, when directly added in the enzyme assays, as
performed for in vitro experiments. Differential effects promoted by
haloperidol on AChE activity was observed for in vivo and in vitro
experiments, These results could be related to the fact that the in vitro
experiments evaluate the direct effect of the drug on the enzyme,
without the influence of other biological systems, such as cell signaling
pathways. Furthermore, therapeutic agents such as antipsychotic
drugs that may interact with lipids arrangement are likely to modify
membrane biological properties (Tessier et al, 2008). Since acetylcho-
linesterase is anchored to the outer surface of the plasma membrane by
a covalently attached glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) structure, it
is possible to suggest that changes in membrane bilayer environment
promoted by the interaction with antipsychotics may be able to
promote the inhibitory effect observed on acetylcholinesterase activity
for in vitro experiments. For in vivo studies, we cannot exclude a
possible direct effect of the drug in the membrane; however, the action
of signaling pathways may modulate the cholinergic system promot-
ing an increase of AChE activity.

Studies have described that chronic exposure to haloperidol impaired
spatial learning performance in rats, which was associated with
a reduction in central cholinergic markers (Terry et al, 2002, 2003).
In contrast to typical agents like haloperidol, atypical antipsychotics
are associated with reduced (or a lack of) extrapyramidal symptoms
in schizophrenic patients (Buckley, 2001). Furthermore, atypical
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antipsychotics are more effective in reducing negative symptoms and
improving cognitive performance (Cuesta et al., 2001). These findings are
significant, particularly since a wide mnge of cognitive deficits (ie.
attention, learning, memory, and executive functions) is generally found in
these patients even in the earlier stages of their illness (Tollefson, 1996).
Since extrapyramidal symptoms are commonly induced by typical
antipsychotics, such as haloperidol, and atypical drugs are characterized
by their lesser occurrence, the different response induced by these drugs
on acetylcholinesterase could differentially modulate the acetylcholine
levels, which could be involved in the higher or lower susceptibility to
these undesired effects.

Because of the different neural architecture, the relevant brain
regions for neurobehavioral functions in zebrafish certainly differ from
those in mammals. Lesion studies show that the teleost cerebellum is
essential in classical conditioning of discrete motor responses. The
lateral telencephalic pallium of the teleost fish, proposed as homo-
logous to the hippocampus, is selectively involved in spatial learning
and memory, and in trace classical conditioning. In contrast, the medial
pallium, considered homologous to the amygdala, is involved in
emotional conditioning in teleost fish. The optic tectum, positioned
much like the neocortex in mammals and constituting a considerable
portion of the zebrafish brain (Wulliman and Rink, 2002) is the major
processing area for visual processing in zebrafish (Kaethner and
Stuermer, 1997). Therefore, there is a remarkable parallelism between
mammals and teleost fish concerning the role of different brain centers
in learning and memory and cognitive processes.

Several studies have investigated the involvement of dopaminergic
systems to behavioral outcomes in adult zebrafish as well as
developing zebrafish larvae (Anichtchik et al, 2004; Bretaud et al,
2004; McKinley et al., 2005 ). Furthermore, previous studies have found
that nicotine causes significant improvement in memory function as
measured by a delayed task of spatial alternation (Levin and Chen,
2004) in zebrafish. This is quite similar to the effects of nicotine and
other cognitive enhancing drugs in rodents, monkeys, and humans
(Levin and Rezvani, 2002; Levin and Simon, 1998). There are previous
studies in the literature evaluating several behavioral parameters in
zebrafish after exposure to antipsychotic drugs. Giacomini et al.(2006)
have showing that haloperidol and fluphenzine, both typical anti-
psychotics characterized to promote EPS in humans, develop erratic
movements in zebrafish larvae, in contrast to olanzapine, which
present minimal effects. These findings are in agreement with our
results, which haloperidol promoted changes in AChE activity after in
vivo exposure.

In summary, the findings of this study indicated that haloperidol
treatment leads to changes in acetylcholinesterase activity and ache
expression. On the other hand, atypical antipsychotics, such as
olanzapine and sulpiride did not alter the acetylcholine degradation.
Therefore, these findings have suggested that the alterations on zebrafish
acetylcholinesterase could reveal molecular mechanisms related to
cholinergic signaling induced by haloperidol treatment, which could be
involved in adverse motor effects and cognitive dysfunction induced by
this drug.
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Haloperidol (HAL), olanzapine {OLZ), and sulpiride (SULP) are antipsychotic drugs widely used in the
pharmacotherapy of psychopathological symptoms observed in schizophrenia or mood-related psychotic
symptoms in affective disorders. Here, we tested the in vitro effects of different concentrations of a typical
(HAL) and two atypical (OLZ and SULP) antipsychotic drugs on ectonucleotidase activities from zebrafish
brain membranes. HAL inhibited ATP {28.9%) and ADP (26.5%) hydrolysis only at 250 pM. OLZ decreased

:‘;e-'fl'“’ordii | ATPase activity at all concentrations tested (23.8-60.7%). SULP did not promote significant changes on
S:l:i?ﬁ;é s ATP hydrolysis but inhibited ADP hydrolysis at 250 pM (25.6%), All drugs tested, HAL, OLZ, and SULP,
Olanzapine did not promote any significant changes on 5'-nucleotidase activity in the brain membranes of zebrafish.

These findings demonstrated that antipsychotic drugs could inhibit NTPDase activities whereas did not
change 5'-nucleotidase. Such modulation can alter the adenosine levels, since the ectonucleotidase path-
way is an important source of extracellular adenosine. Thus, it is possible to suggest that changes pro-
moted by antipsychotic drugs in the bilaver membrane could alter the NTPDase activities, modulating

Antipsychotic
Schizophrenia
Ectonucleotidase
Zebrafish

extracellular ATP and adenosine levels.

@ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Schizophrenia has traditionally been treated with the so-
called typical antipsychotic drugs, such as chlorpromazine or
HAL, which have potent D2 dopamine receptor antagonist prop-
erties. These drugs are effective in reducing the positive symp-
toms of schizophrenia, such as hallucinations and delusions.
However, they are less effective at reducing the incidence of
negative symptoms such as apathy and poor secial functioning,
nor do they have significant effects on cognitive deficits of the
illness. These drugs are also associated with a high incidence
of extrapyramidal symptoms (EPS). Clozapine (CLO), the first
drug to be introduced into clinical practice as an atypical anti-
psychotic drug, maintains efficacy in treating the positive and
negative symptoms. CLO also has a low incidence of EPS and it
is considered as the first-choice drug for treatment-resistant
schizophrenic patients (Kane et al.,, 1988; Fleischhacker, 1999).

* Corresponding authors, Tel.: #55 51 3320 3500x4158: fax: +55 51 3320 3568.
E-mail addresses: mbogo@pucrs.br (M.R. Bogo), chonan@® pucrs.br (C.D. Bonan}

OB87-2333/§ - see front matter @ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016 fj.tiv.2008.10.003

This drug has been classified based on less selective activity
across several neurotransmitter receptors [moderately potent
antagonists at SHT2 receptors with lesser and equal potency at
D1, D2, and x;-adrenergic receptors) (Kapur et al., 1999; Waden-
berg et al, 2001; Seeman, 2002).

The neuromodulator adenosine has been proposed to contrib-
ute to the pathophysiology of schizophrenia. This hypothesis pos-
tulates that a dysfunction in adenosinergic activity In
schizophrenia would lead to putative alterations of dopaminergic
and glutamatergic activities. Moreover, the ubiquity of adenosine
could also account for some of the systemic alterations reported
in schizophrenic patients (Lara and Souza, 2000; Lara et al,,
2006). The proposed adenosine dysfunction in schizophrenia, lead-
ing to a synaptic adenosinergic deficit, could be due to receptor
alterations or altered metabolism, decreased production/release
or increased degradation/uptake of adenosine (Lara et al., 2008).
ATP and adenosine are important signaling molecules in the cen-
tral nervous system (Ralevic and Burnstock, 1998). ATP is synthe-
sized, stored and released by the central and peripheral nervous
systems upon depolarization (Phillis and Wu, 1981; Bedin and
Burnstock, 2001). It has been proposed that extracellular ATP

Vitro (2008), doi:10.1016/j.tiv.2008.10.003
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evokes responses by two families of P2 receptors, namely, P2X
ionotropic ligand-gated ion channel receptors and P2Y metabotro-
pic G protein-coupled receptors (for a review see Burnstock, 2006).
The signaling actions induced by extracellular ATP are directly cor-
related to the activity of ectonucleotidases once they trigger the
enzymatic conversion of ATP to adenosine (Zimmermann, 2001;
Robson et al., 2006). Ectonucleotidases constitute a highly refined
system for the regulation of nucleotide-mediated signaling, con-
trolling the rate, amount and timing of nucleotide degradation
and formation. The hydrolysis of ATP to AMP is catalyzed mainly
by a family of ectonucleotidases, named nucleoside triphosphate
diphosphohydrolases (NTPDases). The nucleotide AMP is hydro-
lyzed to adenosine, an important neuromodulator, by the action
of an ecto-5'-nucleotidase (Zimmermann, 1992, 1996, 2001). The
neuromodulator adenosine can mediate different cellular functions
by operating G-protein-coupled receptors, named Aq, Aza, Azp, and
Az which can inhibit (A; and As) or facilitate (Azs and Agg) neuro-
nal communication (Fredholm et al,, 2001).

Our laboratory has characterized the presence of NTPDase and
ecto-5'-nucleotidase activities in the zebrafish brain membranes
(Rico et al,, 2003; Senger et al., 2004). Zebrafish is a small freshwa-
ter teleost fish widely used as a model to study vertebrate develop-
mental, neurobiological, and toxicological mechanisms (Fetcho and
Liu, 1998; Hill et al,, 2005). This species may be an ideal vertebrate
model system for numerous human diseases, where genetic and
biological mechanisms of the diseases may be studied {Dodd
et al,, 2000; Gerlai et al., 2000; Ivetac et al., 2000). Zebrafish genes
present a high degree of conservation and share a 70-80% homol-
ogy with human genes (Dooley and Zon, 2000).

Studies have shown that antipsychotics, such as chlorproma-
zine, are able to inhibit Na*, K'-ATPase, and Ca®'-ATFase activity
in rat brain (Mazumder et al.,, 1990). Furthermore, fluphenazine
and HAL (both of which can induce severe EPS in humans) develop
movement defects in larval zebrafish. In contrast, OLZ, which pro-
duces mild to little EPS in humans, leads to minimal movement de-
fects in larval zebrafish (Giacomini et al, 2006). Clozapine also
produced a rapid and profound effect on locomotor activity (hypo-
activity) in larval zebrafish (Boehmler et al,, 2007). In addition, it
has been shown that serum adenosine deaminase activity, which
converts adenosine into inosine, is increased in schizophrenic pa-
tients treated either with typical antipsychotics or clozapine
(Brunstein et al., 2007).

Considering that zebrafish may be an ideal vertebrate model
system for numerous human diseases and that purinergic system
is present in the zebrafish brain, the aim of this study is to evaluate
the in vitro effects of different concentrations of a typical antipsy-
chotic (HAL) and two atypical (OLZ and SULP) antipsychotic drugs
on ectonucleotidase activities from the zebrafish brain
membranes.

2. Material and methods
2.1. Animals

Adult zebrafish of both sexes were obtained from a commercial
supplier (Delphis, RS, Brazil) and acclimated for at least two weeks
in a 50- thermostated aquarium filled with unchlorinated and
constantly aerated water. Fish were kept on a 12 h light/dark cycle
(with lights turning on at 7:00 am), and at a temperature of
25+2°C. They were used according to the "Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals” published by the US National Insti-
tutes of Health (NIH publication N® 85-23, revised 1996), being
healthy and free of any signs of disease. The Ethics Committee of
Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS) ap-
proved the protocol under the number 014/08-CEUA.

2.2, Chemicals

SULP, HAL, OLZ, Trizma Base, EDTA, EGTA, sodium citrate, Coo-
massie blue G, bovine serum albumin, malachite green, ammo-
nium molybdate, polyvinyl alcohol, nucleotides, calcium, and
magnesium chloride were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA). All other reagents used were from analytical grade.

2.3. In vitro treatments

Antipsychotics, HAL, SULP, and OLZ, were added to reaction
medium before the preincubation with the enzyme, and were
maintained throughout the enzyme assays. Antipsychotics were
tested at final concentrations of 1, 10, 50, 100, and 250 pM.

2.4. Membrane preparation

The preparation of brain membranes was performed as de-
scribed previously by Barnes et al. (1993). Zebrafish were eutha-
nized by decapitaton, their brains were removed from the
cranial skull by the dissection technique. For each sample (mem-
brane preparation), a pool of five zebrafish brains was used, which
were briefly homogenized in 60 volumes (v fw) of chilled Tris-cit-
rate buffer (50 mM Tris, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, pH 7.4, with cit-
ric acid) in a motor driven Teflon-glass homogenizer. The samples
were centrifuged at 1000 g for 10 min and the pellet was discarded.
The supernatant was centrifuged for 25 min at 40 000g. The resul-
tant pellet was frozen in liquid nitrogen, thawed, resuspended in
Tris—citrate buffer, and centrifuged for 20 min at 40000g. This
fresh-thaw-wash procedure was used to ensure the lysis of the
brain membranes. The final pellet was resuspended and used in
the enzyme assays. All samples were maintained at 2-4°C
throughout preparation.

2.5, Enzyme assays

NTPDase and 5'-nucleotidase assays were performed as de-
scribed previously (Rico et al., 2003; Senger et al., 2004 ). Zebrafish
brain membranes (3 pg protein for NTPDase and 5 pg protein for
5'-nucleotidase) were added to the reaction mixture containing
50 mM Tris-HCl (pH 8.0) and 5 mM CaCl, (for the NTPDase activ-
ity) or 50 mM Tris-HCI (pH 7.2) and 5 mM MgCls (for the 5 -nucle-
otidase activity) at a final volume of 200 ul. The samples were
preincubated for 10min at 37 °C and the reaction was initiated
by the addition of substrate (ATP, ADP or AMP) to a final concentra-
tion of 1 mM. The reaction was stopped after 30 min by the addi-
tion of 200l trichloroacetic acid at a final concentration of 5%.
The samples were chilled on ice for 10 min and 1 ml of a colorimet-
ric reagent composed of 2.3% polyvinyl alcohol, 5.7% ammonium
molybdate, and 0.08% malachite green was added in order to deter-
mine the inorganic phosphate released (Pi) (Chan et al, 1986).
After 20 min, the quantification of inorganic phosphate (Fi) re-
leased was determined spectrophotometrically at 630 nm. Incuba-
tion times and protein concentrations were chosen to ensure the
linearity of the reactions. Controls with the addition of the enzyme
preparation after mixing with trichloroacetic acid were used to
correct non-enzymatic hydrolysis of substrates. Specific activity
was expressed as nanomoles of Pi released per minute per milli-
gram of protein. All enzyme assays were run at least in triplicate.

2.6. Protein determination

Protein was measured using Coomassie blue as the color re-
agent (Bradford, 1976) and bovine serum albumin was used as
standard.
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2.7. Statistical analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance {ANOVA),
being expressed as means £5.D of three different experiments
(n=3). A Tukey multiple test range as post-hoc was performed at
2= 005.

3. Results

We tested the in vitro effect of HAL, OLZ, and SULP (at concen-
trations varying from 1 to 250 uM) on NTPDase and 5 -nucleotid-
ase activities from zebrafish brain membranes. HAL promoted a
significant inhibition on ATP and ADFP hydrolysis (28.9% and
26.5%, respectively) only at 250 uM, when compared to the control
group (Fig. 1). In contrast, OLZ significantly inhibited ATP hydroly-
sis at all concentrations tested (23.8-60.7%) in a dose-dependent
manner (Fig. 2). There were no significant changes in ADP hydroly-
sis in the presence of OLZ at all concentrations tested.

SULP did not alter ATP hydrolysis whereas ADP hydrolysis was
inhibited at 250 uM (25.6%) (Fig. 3). All drugs tested, HAL, OLZ, and
SULP, did not promote any significant changes on 5'-nucleotidase
activity in zebrafish brain membrane, when compared to the con-
trol group (Figs. 1-3, respectively).
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Fig. 1. In vitro effect of varying concentrations of haloperidol (1-250 pM} on ATF,
ADP, and AMP hydrolysis in zebrafish brain membranes. Bars represent the
mean = 5.0. of at least three different experiments, each one performed in triplicate.
The symbol (+) indicates difference when compared to the control group. Data were
analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey test as post-hoc test, considering
P = 0.05 as significant.
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Fig. 2. In vitro effect of varying concentrations of olanzapine (1-250 pM} on ATF,
ADP, and AMP hydrolysis in zebrafish brain membranes. Bars represent the
mean = 5.0, of at least three different experiments, each one performed in triplicate.
The symbol (+) indicates difference when compared to the control group. The
symbol (#) indicates difference when compared to the 1 and 10 pM OLZ. Data were
analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey test as post-hoc test, considering
P = 0L05 as significant.
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Fig. 3. In vitro effect of sulpiride on NTPDase and ecto-5-nucleotid ase activity in
zebrafish brain membranes. ATP, ADP, and AMP hydrolysis were evaluated in
different concentrations ([1-250 uM). Bars represent the mean = 5.D. of at least
three different experiments, each one performed in triplicate. The symbol ()
indicates difference when compared to the control group. Data were analyzed by
one-way ANOVA followed by Tukey test as post-hoc test, considering P = 0.05 as
significant.

4. Discussion

The findings of the present study have demonstrated that NTP-
Dase, but not 5-nucleotidase, was altered by the action of antipsy-
chotic drugs in the zebrafish brain membranes. Our results have
shown that OLZ promoted the most intense effects on NIPDase
activity, inhibiting ATP hydrolysis at all concentrations tested.
However, HAL and SULP promoted a decrease on ATP hydrolysis
only in the highest concentration tested. The ectonucleotidases
may play a relevant role in several pathophysiological situations,
such as schizophrenia, since these enzymes contribute to mainte-
nance of extracellular ATP, ADP, AMP, and adenosine levels {Agte-
resch et al, 1999; Lara and Souza, 2000; lara et al, 2006;
Burnstock, 2008).

The discovery of antagonistic interactions between adenosine
Azp receptors and dopamine D2 receptors in the central nervous
system suggests that the adenosine may be involved in the path-
ogenesis of psychiatric and neurological disorders {Martini et al.,
2006). Different studies have demonstrated the effect of antipsy-
chotic drugs on ATPase activities. Chlorpromazine in vitro inhib-
ited Ma", K"-ATPase activity in rat brain microsomal membranes
in a time- and dose-dependent manner (Mazumder et al., 1990).
Furthermore, in vivo treatment with this drug has shown that
Na', K'-ATPase, and Ca®'-ATPase activities were reduced with
increasing concentrations or time exposures in microsomal mem-
branes of different organs (Mazumder et al., 1990). Our results are
consistent with these studies, demonstrating that the ATP hydro-
lysis in the zebrafish brain membranes is inhibited by antipsy-
chotic drugs.

Antipsychotic drugs have shown high affinity for biomem-
branes due to their amphipathic and amphiphilic properties. This
implies that antipsychotic drugs can interact with membrane [i-
pid organization. Antipsychotic intercalation in the membrane
can modify the membrane lipid dynamic, possibly inducing a
subsequent modification of the receptor response (Tessier
et al, 2008). Drug interaction with the biomembrane influences
the bilayer structure, consequently, modulating processes that
range from membrane-bound enzyme activity and receptor bind-
ing to membrane permeability and transport (Carfagna and
Muhoberac, 1993). The intercalation of antipsychotic drug mole-
cules into the plasma membrane may thus modulate the efficacy
and tolerability profile of compounds able to exert their thera-
peutic effect through their binding with synapse receptors, in
particular dopamine D2 receptors. This suggests that pharmaco-
logical activity of antipsychotic medications may result from a
combination of drug-receptor and drug-membrane interactions

Vitro (2008), doi:10.1016/j.tiv.2008.10.003

Please cite this article in press as: Seibt, KJ. et al, Antipsychotic drugs inhibit nucleotide hydrolysis in zebrafish (Danio rerio) .., Toxicol. In

36



4 KJ. Seibt et al / Toxicology in Vitro xcx (2008 ) axx-o

{Jutila et al,, 2001). These results suggest additional mechanisms
by which antipsychotics may exert some of their pharmacologi-
cal activities. NTPDasel, 2, 3, and 8 are firmly anchored to the
membrane via two transmembrane domains that, in the instance
of NTPDasel, are important for maintaining catalytic activity and
substrate specificity (Grinthal and Guidotti, 2006). Papanikolaou
et al. {(2005) have shown that removing cholesterol from mem-
branes of NTPDasel-expressing cells reduces ATPase activity to
the same extent as solubilization does. However, these authors
have suggested that some aspects of cholesterol other than its
effect on membrane fluidity are required for native transmem-
brane helix properties of the enzyme. If the balance between sta-
bility and mobility is a key feature of the interplay between the
transmembrane domains and the active site of NTPDasel, any-
thing that changes the bilayer stability might change NTPDase
activity by altering this balance (Grinthal and Guidotti, 2006).
Thus, changes in the membrane bilayer environment promoted
by the interaction with haloperidol, olanzapine, and sulpiride
may be able to promote the inhibitory effect observed on NTP-
Dase activity. Thus, it is possible to suggest that changes induced
by antipsychotics on membrane structure could affect NTPDase
activities, and consequently, could modulate ATP and adenosine
levels in the synaptic cleft. In contrast, ecto-5'-nucleotidase
was not altered by antipsychotic drugs at the doses tested.
Ecto-5-nucleotidase is attached via a GPI (glycosylphosphatidyli-
nositol} anchor to the extracellular membrane (Strater, 2006).
The different effects induced by antipsychotic drugs on NTPDase
and ecto-5-nucleotidase activities can be related to the differ-
ences in membrane anchorage of these enzymes. Previous stud-
ies from our laboratory have shown that antidepressant drugs
can also promote similar effects on NTPDase activity (Pedrazza
et al., 2007), which reinforce the idea that changes in the mem-
brane bilayer induced by these drugs can modulate the extracel-
Iular nucleotide hydrolysis.

In summary, this study has shown that HAL OLZ, and SULP can
alter the ectonucleotidase activities, suggesting that the extracellu-
lar adenosine levels can be modulated by antipsychotic drugs.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A esquizofrenia é uma doenca neuropsiquidtrica grave que afeta cerca de 1% da
populacdo mundial (MAJ & SARTORIUS, 2005). A descoberta dos antipsicoticos e de
seus provdveis mecanismos de acdo revolucionou o estudo da esquizofrenia. Os processos
neuropatoldgicos e possiveis tratamentos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Apesar
dos avancos importantes nas ultimas décadas, existem muitos aspectos a serem
compreendidos sobre a esquizofrenia e as intervengdes farmacoldgicas, a fim de minimizar
os sintomas dessa patologia. Em busca de um melhor entendimento sobre 0os mecanismos
de acdo dos farmacos antipsicoticos, neste estudo observamos as agdes de trés farmacos
antipsicoticos sobre parametros da sinalizacdo colinérgica e purinérgica, as quais ndao sao
classicamente relacionadas com a a¢do farmacoldgica promovida por estes farmacos.

No Capitulo 2, foi avaliado o efeito in vitro e in vivo dos farmacos antipsicoticos
(haloperidol, olanzapina e sulpirida) sobre a atividade e expressdo génica 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. Ha evidéncias que farmacos
antipsicoticos podem interagir com o arranjo lipidico e, desta maneira, provocar alteracdes
na organizacdo estrutural da membrana (TESSIER et al., 2008). Sabendo que a AChE ¢
uma enzima que se encontra ancorada na superficie da membrana plasmadtica, € possivel
sugerir que mudancas na bicamada lipidica promovida pela interagdo com antipsicéticos
poderia explicar, pelo menos em parte, o efeito inibitorio observado na atividade da AChE.
Ja no estudo in vivo, somente o haloperidol foi capaz de alterar a atividade da AChE,

promovendo uma significativa ativa¢ao na atividade da enzima apds 2 horas de exposi¢ao
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dos animais a droga. Diversos estudos tém verificado que a interagdo entre o sistema
dopaminérgico e colinérgico € um dos fatores criticos para a regulacdo do controle motor
(DI CHIARA et al., 1994). Antipsicéticos tipicos, como o haloperidol, apresentam
propriedades antagonistas D2 provocando danos na memoria de trabalho dos pacientes com
esquizofrenia, sendo que antipsicéticos atipicos, tais como a olanzapina, demonstram uma
melhora nesse quadro (BILDER et al., 2002). Estudos mostraram que a olanzapina, mas
nao o haloperidol, é capaz de melhorar os processos de consolidagdo de memoria 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 diminuicdo nos niveis de ACh, referente a uma maior capacidade
de clivagem deste neurotransmissor, poderia estar envolvida nos déficits cognitivos
observados apds o tratamento com haloperidol. Além das alteracdes cinéticas, o haloperidol
promoveu um aumento significativo sobre os niveis de transcritos do gene ache, sugerindo
que o aumento observado na atividade da AChE pode estar diretamente relacionado com
um aumento na expressao dos niveis de transcritos.

A atividade da AChE pode ser usada como um marcador da fun¢do colinérgica e
mudangas na atividade da enzima poderiam indicar alteracdes na disponibilidade de ACh e
no nivel de seus receptores (FERNANDES & HODGES-SAVOLA, 1992). O nimero de
moléculas de AChE pode ser aumentado (MOUDGIL & KANUDO, 1973) ou diminuido
(BATTIE & MORAN, 1990), dependendo do estimulo recebido. Os niveis de AChE
parecem ser controlados pela interacdo de ACh com seus receptores e quando esta
interacdo € acentuada, aumentam os niveis de AChE. Neste trabalho, os farmacos

antipsicéticos promoveram uma significativa inibi¢do na atividade da AChE nos estudos in
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vitro e uma ativacao nos estudos in vivo e nos niveis de mRNA desta enzima. Desta forma,
alteracoes divergentes promovidas pelo haloperidol na atividade da AChE puderam ser
observadas para os experimentos in vivo € in vitro. Estes resultados poderiam estar
relacionados ao fato que no estudo in vitro observa-se o efeito da droga diretamente na
atividade enzimadtica, sem influéncia dos outros sistemas bioldgicos, tais como mecanismos
de sinalizacdo celular. Na literatura, estd relatado que drogas antipsicéticas, como 0O
haloperidol, apresentam propriedades lipofilicas tendo capacidade de interagir com
membranas bioldgicas. Esta alteracdo poderia estar relacionada com a inibi¢do da atividade
da AChE provocada pelo haloperidol in vitro. Para os estudos in vivo, além da
possibilidade da acdo deste antipsicitico na estrutura da bicamada lipidica, ndo podemos
descartar uma possivel influéncia indireta através da atuagdo em sistemas ou cascatas de
sinalizacdo capazes de modular o sistema colinérgico através de uma resposta no aumento
da atividade da AChE.

No Capitulo 3, foi avaliado o efeito in vitro dos farmacos antipsicéticos na hidrélise
de ATP, ADP e AMP em membranas cerebrais de zebrafish, com o objetivo de verificar se
os farmacos antipsicéticos possuem algum efeito direto sobre as atividades
ectonucleotiddsicas. Um provavel efeito direto promovido por estes fairmacos poderia ter
uma importante relevancia e influenciar nos resultados dos experimentos in vivo futuros.
Os resultados obtidos demonstraram que o haloperidol promoveu uma inibi¢do
significativa sobre a hidrélise de ATP e ADP, enquanto que a sulpirida inibiu somente a
hidrélise de ADP e a olanzapina promoveu um decréscimo significativo apenas sobre a
hidrélise de ATP. Nenhuma das drogas foi capaz de alterar significativamente a atividade

da ecto-57-nucleotidase em membranas cerebrais de zebrafish. Diferentes estudos tém
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demonstrado os efeitos dos farmacos antipsicéticos na atividade ATPasica. 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, 0 mesmo farmaco
antipsicético promoveu uma diminui¢do na atividade da enzima com o aumento das
concentracdes € dos tempos de exposi¢do aos farmacos em membranas microssomais de
diferentes 6rgaos (MAZUMDER et al., 1990). Nossos dados sdo consistentes com 0s
resultados previamente relatados na literatura, uma vez que obtivemos alteracdes na
atividade das NTPDases ap6s tratamento com farmacos antipsicoticos. Outra questdo a ser
salientada é o fato dos antipsiciticos alterarem a estrutura da membrana lipidica, o que
poderia estar relacionado com as alteracdes observadas na atividade das NTPDases apds
tratamento com essas drogas.

Considerando que modificagdes em diversos sistemas de neurotransmissores se
refletem em alteracdes comportamentais, cabe destacar os efeitos comportamentais
relacionados com o tratamento com antipsicoticos em zebrafish. Giacomini e colaboradores
(2006) demostraram que o haloperidol e a flufenazina, ambos antipsicéticos tipicos
caracterizados por provocar EPS em humanos, desenvolveram movimentos defeituosos em
larvas de zebrafish, em contraste com a olanzapina, a qual apresentou efeitos minimos. Os
resultados apresentados no estudo de Giacomini et al. (2006) estdo de acordo com os
resultados apresentados no presente estudo, no qual somente o haloperidol, tnico fairmaco
tipico testado, provocou alteracao na atividade da AChE no estudo in vivo. Na hidrélise dos
nucleotideos da adenina, o haloperidol foi capaz de inibir a hidrélise de ATP e ADP,

diferente dos antipsicéticos atipicos testados. A sulpirida alterou somente a hidrdlise de
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ADP, enquanto que a olanzapina promoveu uma inibicdo significativa somente sobre a
hidrélise de ATP de forma dose-dependente.

A adenosina apresenta um papel central em diversas fungdes do SNC, como
neuroprotecdo e neuromodulagdo (FREDHOLM et al., 2005; CUNHA, 2001). A relacdo
entre os farmacos antipsicéticos, esquizofrenia e adenosina tem sido estuda, e é evidente o
potencial destes farmacos 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 manutencdo dos niveis extracelulares de ATP, ADP, AMP e adenosina. Assim,
nossos resultados sugerem que o efeito inibitério observado na hidrdlise de ATP e ADP
apds a exposicdo aos antipsicoticos poderia induzir um aumento nos niveis extracelulares
de ATP e a consequente diminui¢do nos niveis de adenosina, o que contribuiria para o
aspecto neurodegenerativo da esquizofrenia, uma vez que a adenosina € uma importante
molécula sinalizadora do SNC.

Portanto, nossos resultados demonstram as acgdes induzidas por farmacos
antipsicoticos de duas classes diferentes, tipicos e atipicos, na atividade das
ectonucleotidases € AChE em cérebro de zebrafish. Considerando que o ATP é um
cotransmissor liberado junto com a ACh (BURNSTOCK, 2004) e estes dois
neurotransmissores sdo hidrolisados na fenda sindptica pelas NTPDases e AChE,
respectivamente, o estudo analisando os efeitos de diferentes farmacos antipsicoticos sobre
a atividade dessas enzimas em cérebro de zebrafish poderia contribuir para um maior
entendimento sobre o mecanismo de acdo destes firmacos e sua influéncia em outros
sistemas de sinalizacdo que ndo estdo diretamente relacionados com a acao farmacoldgica

classicamente descrita.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que as ectonucleotidases e a
acetilcolinesterase sdo enzimas sensiveis a intervengdes farmacoldgicas promovidas por
antipsicoticos, tanto na sua atividade quanto no padrdo de expressdo, promovendo acdes
diferenciadas de acordo com a classe de antipsicético administrado no zebrafish. Essas
alteracoes mostram que, além dos sistemas classicamente alterados pelos farmacos
antipsicoticos, o sistema purinérgico e colinérgico também sdo afetados pelo tratamento
com essas drogas. Portanto, as alteragOes transcricionais e cinéticas observadas nestas
enzimas apds oOs tratamentos com os antipsicOticos contribuiram para um melhor
esclarecimento sobre os efeitos neuroquimicos desses firmacos e sugerem que o sistema
purinérgico e colinérgico podem se tornar interessantes alvos para estudos farmacolégicos

relacionados a esquizofrenia.
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