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RESUMO 

 

 A depressão é uma doença grave, recorrente, caracterizada por anedonia, 

perda de interesse em atividades diárias, distúrbios do apetite e do sono, 

concentração reduzida e agitação psicomotora. Os fármacos antidepressivos 

utilizados atualmente têm um início de ação muito lento, com isso, surge a 

necessidade de tratamentos de ação rápida. Portanto, há um interesse crescente em 

antagonistas de receptores NMDA como um alvo para o desenvolvimento de novos 

fármacos antidepressivos. Considerando-se que os sistemas purinérgicos e 

dopaminérgicos estão envolvidos na ansiedade, sono e depressão, caracterizamos o 

papel destas vias de sinalização sobre os efeitos antidepressivos induzidos por MK-

801, um antagonista NMDA, em peixe-zebra. Os animais tratados com MK-801 em 

doses de 5, 10, 15 e 20 µM durante 15, 30 e 60 minutos apresentaram maior 

permanência na área superior do aquário, em comparação com o grupo controle, 

indicando um efeito antidepressivo induzido por este composto. Os animais tratados 

com MK-801 permaneceram até 2 horas na parte superior do aquário quando 

tratados com 5 µM de MK-801 e 4 horas quando tratados com 20 µM MK-801, 

retornando aos parâmetros basais após 24 horas de exposição. O tratamento 

repetido não induziu efeitos cumulativos, uma vez que os animais tratados 

diariamente durante sete dias apresentaram o mesmo padrão de resposta 

comportamental observada desde o primeiro até o dia 7º dia. Com o objetivo de 

investigar a ação dos agonistas e antagonistas dos receptores A1 e A2A e a influência 

da modulação dos níveis de adenosina nos efeitos antidepressivos induzidos por 

MK-801, os animais foram pré-tradados com cafeína, DPCPX, CPA, ZM 241385, 

CGS 21680, AMPCP, EHNA, Dipiridamol e NBTI por 30 minutos antes da exposição 

ao MK-801. O antagonista não seletivo de receptores de adenosina cafeína (50 

mg/kg) e o antagonista seletivo do receptor A1 DPCPX (15 mg/kg) bloquearam as 

alterações comportamentais induzido pelo MK-801. O Dipiridamol (10 mg/kg), um 

inibidor não seletivo do transportador de nucleosídeo (NT), exacerbou as alterações 

comportamentais induzidos pelo MK-801. Os antagonistas dos receptores de 

dopamina (sulpirida e SCH23390) não apresentaram modificações nas alterações 

comportamentais induzidas por MK-801. Os nossos resultados sugerem que o efeito 

antidepressivo induzido por MK-801 em peixe-zebra é mediado principalmente pela 

ativação do receptor de adenosina A1. 



 
 

ABSTRACT 

 

 Depression is a serious and recurrent disease characterized by anhedonia, 

loss of interest in daily activities, appetite, and sleep disturbances, reduced 

concentration and psychomotor agitation. Antidepressant drugs currently used have 

a very slow onset of action, with that comes the need for fast-acting treatments. 

Therefore, there is a growing interest in NMDA antagonists as a target for the 

development of new antidepressant drugs. Considering that the purinergic and 

dopaminergic systems are involved in anxiety, depression, and sleep, we 

characterize the role of these signaling pathways on antidepressant effects induced 

by MK-801 in zebrafish. The animals treated with MK-801 at   5, 10, 15, and 20 µM 

during 15, 30, and 60 minutes showed higher permanence in the top area of the tank, 

in comparison with the control group, indicating an antidepressant effect induced by 

this drug. The animals treated with MK-801 remained within 2 hours in the top of the 

tank when treated with 5 µM MK-801 and 4 hours when treated with 20 µM MK-801, 

returning to basal levels 24 hours after exposure. The repeated treatment did not 

induce cumulative effects, since animals treated daily for seven days showed the 

same pattern of behavioral response observed from the first day until the 7th day. In 

order to investigate the action of agonists and antagonists of A1 and A2A receptors 

and the influence of modulation on adenosine levels in antidepressant effects 

induced by MK-801, animals were pretreated with Caffeine, DPCPX, CPA, ZM 

241385, CGS 21680, AMPCP, EHNA, dipyridamole, and NBTI before the exposure 

to MK-801 for 30 minutes. The nonselective adenosine receptor antagonist Caffeine 

(50 mg/kg) and the selective A1 adenosine receptor antagonist DPCPX (15 mg/kg) 

blocked the behavioral changes induced by MK-801. Dipyridamole (10 mg/kg), a 

selective inhibitor of nucleoside transport (NT), exacerbates the behavioral changes 

induced by MK-801. Dopamine receptor antagonists (sulpiride and SCH23390) did 

not induce changes on the behavioral alterations induced by MK-801. Our results 

have shown that the antidepressant effects induced by MK-801 in zebrafish are 

mediated by the activation by A1 adenosine receptor. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 



 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Depressão 

A depressão é uma doença multifatorial que resulta da interação de fatores 

genéticos, epigenéticos e ambientais com episódios de humor negativo que ocorrem 

por mais de duas semanas (Hirschfeld, 2014). É uma doença grave, caracterizada 

por baixo humor, anedonia, perda de interesse em atividades diárias, e outros 

sintomas. Os principais sintomas da depressão são perturbações de apetite para 

ganho ou perda de peso, insônia ou hipersonia, concentração reduzida e agitação 

psicomotora (Haenisch e Bönisch, 2011). A depressão provoca um expressivo ônus 

pessoal e sócio-econômico, devido à prevalência de 12,8% a 15% de suicídios em 

pacientes com a doença (Fabbri et al., 2012). A qualidade de vida dos pacientes 

com diagnóstico de depressão é afetada pelo surgimento de comorbidades como: 

ansiedade generalizada, transtorno de estresse pós-traumático e transtorno do 

pânico. A associação de depressão e transtorno do pânico apresenta maior 

prevalência de suicídio do que em pacientes com apenas uma das doenças (IsHak 

et al., 2013). O diagnóstico da doença é baseado exclusivamente na observação do 

comportamento e das relações interpessoais relatados durante entrevista com o 

paciente (Haenisch et al., 2011).  

O tratamento de pacientes deprimidos era, anteriormente, realizado com 

psicoterapia, terapia eletroconvulsiva e com fármacos antidepressivos como os 

inibidores da monoamino oxidase (MAO) (Haenisch et al., 2011) e os 

antidepressivos tricíclicos (TCA) que apresentam muitos efeitos adversos e pouca 

aceitação pelos pacientes (Paksereshet et al., 2012). Nas últimas décadas, o 

tratamento da depressão tem utilizado inibidores seletivos da recaptação da 

serotonina (ISRS) e inibidores da recaptação da serotonina-noradrenalina (IRSN).  

Os fármacos ISRS e IRSN têm como alvo o sistema serotonérgico, pois se ligam aos 

SERT e NET, impedindo sua recaptação (Haenisch et al., 2011). A serotonina (5-HT) 

é um neurotransmissor que desempenha um papel importante em muitos 

comportamentos, incluindo o sono, apetite, memória, comportamento sexual e 

humor. A serotonina é sintetizada a partir do aminoácido triptofano, armazenada em 

vesículas pré-sinápticas e liberada para a sinapse após um potencial de ação. Uma 

vez na sinapse, a serotonina pode interagir com receptores serotonérgicos, sendo 



 
 

recaptada através de  SERT que se ligam ao neurotransmissor liberado e levam-no 

através da membrana plasmática para o neurônio pré-sináptico (Sghendo et al., 

2011). Os ISRS ligam-se à proteína transportadora diretamente e bloqueiam o 

processo de recaptação da serotonina. Consequentemente há um aumento nos 

níveis de serotonina na fenda sináptica, onde é capaz de se deslocar para 

receptores distantes, bem como continuar a reagir em receptores próximos. Porém, 

estes fármacos apresentam como desvantagens o fato de que podem levar 

semanas antes de mostrar os efeitos de alteração do humor, e apenas 10 a 20% dos 

pacientes mostram efeitos clínicos para além daqueles associados com o placebo 

(Zarate et al., 2013). Portanto, a necessidade de terapias de ação rápida se faz 

necessária. O sistema noradrenérgico modula a vigilância, a resposta ao estresse, a 

função neuroendócrina, o controle da dor e a atividade do sistema nervoso 

simpático. O neurotransmissor noradrenalina (norepinefrina) é armazenado nas 

vesículas neuronais e é liberado sob estímulo.  O NET é uma proteína 

transmembrana, localizada nos terminais nervosos adrenérgicos, que é responsável 

pela recaptação ativa de NE liberada a partir dos neurônios pré-sinápticos (Cheng, 

2008). 

Atualmente, os mecanismos do glutamato na depressão têm sido 

considerados alvos promissores na busca de novas terapias de ação rápida. 

Estudos têm mostrado que uma única infusão intravenosa de cetamina, um agente 

anestésico antagonista do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), pode aliviar os 

sintomas depressivos em pacientes dentro de horas após a administração (Berman 

et al., 2000). Zarrindast et al. (2012) também mostraram que o comportamento 

ansiolítico induzido por MK-801 afeta a locomoção, a aprendizagem e a memória. O 

mecanismo de ação parece ser, em parte, através da liberação de glutamato para os 

receptores não-NMDA, incluindo ácido alfa-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolpropiônico (AMPA) e receptores metabotrópicos. No entanto, outras vias de 

sinalização, como dopaminérgico, serotonérgico e o complexo mTORC (alvo da 

rapamicina em mamíferos) parecem estar envolvidos em tais efeitos (Dutta et al., 

2015). 

Com o objetivo de elucidar os mecanismos neurobiológicos da depressão, 

surge a necessidade do estabelecimento de modelos animais que reproduzam o 

comportamento depressivo humano e que permitam identificar alvos farmacológicos 

que possam representar alternativas para os tratamentos terapêuticos existentes 



 
 

(Haenisch et al., 2011). O estabelecimento de um modelo animal de depressão 

válido não contempla os pensamentos de morte ou suicídio. Assim, modelos animais 

de depressão ideais devem satisfazer alguns critérios como: isomorfismo (reproduz 

os sintomas da doença observada em humanos), correlação farmacológica 

(fármacos utilizados em humanos que possam ser detectados no modelo animal) e 

validade (sintomas produzidos no modelo animal baseados no mesmo mecanismo 

neurobiológico observado em seres humanos). Os modelos animais de depressão 

utilizados atualmente são: estresse crônico, isolamento, residente-intruso, separação 

maternal, estímulos estressantes externos ou naturais (Haenisch et al., 2011).  

1.2 MK-801 

 O MK-801 é um antagonista não-competitivo dos receptores NMDA de 

glutamato. 

 

 

Figura 1: MK-801 (maleato de dizolcipina). 

 

 Estudos indicam que os receptores NMDA estão envolvidos na fisiopatologia 

da depressão e no mecanismo de ação de tratamentos antidepressivos. A análise de 

dados pré-clínicos e clínicos sugerem que compostos que reduzem a transmissão 

dos receptores NMDA exibem efeito antidepressivo, bem como anormalidades 

nestes receptores são observadas em pacientes com depressão (Kaster et al., 2012; 

Palucha et  al., 2005; Poleszak et al., 2011). Desta forma, a sinalização do receptor 

NMDA pode ser usada como um novo alvo para o desenvolvimento de fármacos de 

ação antidepressiva (Ghasemi et al., 2010). 

  A administração de MK-801 em camundongos e peixe-zebra é também 

indicada como um bom modelo farmacológico para esquizofrenia (Ninan e Kulkarni, 

1999; O'Neill e Shaw, 1999, Seibt et al., 2010), uma vez que em humanos esse 

antagonista é capaz de reproduzir tanto os efeitos positivos como os negativos da 



 
 

doença (Coyle e Goff, 2003). Como sintomas positivos, podemos citar agitação 

(hiperlocomoção) e comportamento estereotipado (Coyle et al., 2003) e, como 

sintomas negativos, a diminuição da interação social (Powell e Miakawa, 2006). 

Diversos estudos realizados com ratos tratados com fármacos antipsicóticos têm 

mostrado que antipsicóticos típicos e atípicos podem reverter os sintomas positivos, 

negativos e o déficit cognitivo gerado pelos antagonistas NMDA (Geyer et al., 2001; 

Amitai et al., 2007).  

Zarrindast e colaboradores mostraram que o comportamento ansiolítico 

induzido por MK-801 tem influência na locomoção, aprendizado e memória 

(Zarrindast et al., 2012). Estudos demonstraram que o uso do MK-801 em 

associação com fluoxetina induziu um efeito antidepressivo mais rápido e 

pronunciado quando comparado com o tratamento feito somente com fármacos 

antidepressivos (Pruus et al., 2010). Além disso, o pré-tratamento com fluvoxamina, 

MK-801, cetamina e a combinação de fluvoxamina com antagonistas NMDA 

antagonizou a depressão induzida por choque em camundongos (Chaturvedi et al., 

2001). 

1.3 Sistema Purinérgico 

A molécula trifosfato de adenosina (ATP) foi descoberta há 80 anos. O ATP 

foi primeiramente identificado como um substrato energético para o metabolismo de 

todas as formas vivas. Entretanto, estudos mostraram que o ATP não é somente um 

substrato energético, mas também uma importante molécula sinalizadora, tanto em 

condições fisiológicas quanto patológicas (Burnstock, 2006). O papel do ATP como 

molécula sinalizadora intercelular e purinérgica foi descrito em 1972 (Burnstock, 

1972). Os receptores para purinas e pirimidinas foram clonados e caracterizados, e 

desde então a neurotransmissão e neuromodulação do sistema purinégico é 

amplamente aceita (Burnstock, 1978; Fredholm et al., 2001; Burnstock, 2008). 

 Os receptores purinérgicos são classificados em P1, seletivos para o 

nucleosídeo adenosina, ou P2, seletivos para os nucleotídeos ATP, ADP e UDP. Os 

receptores P1 são acoplados a proteína G; os receptores P2 se subdividem em P2X 

– que são acoplados a canais iônicos e P2Y – pertencentes a famílias de receptores 

acoplados a proteína G (Ia Sala et. al., 2003). Atualmente, sabe-se que os 

receptores P1 estão subdivididos em quatro subtipos (A1, A2A, A2B, A3), os receptores 

P2X em sete subtipos (P2X1-7) e os receptores P2Y em oito subtipos (P2Y1, P2Y2, 



 
 

P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14) (Burnstock, 2007). A liberação do ATP para 

o meio extracelular pode ocorrer juntamente com outros neurotransmissores, tais 

como acetilcolina, serotonina, noradrenalina e GABA (Burnstock, 2004). O ATP, 

após ser liberado para o meio extracelular, é degradado a ADP, AMP e ADO pelas 

ectonucleotidases, que desempenham um papel importante na sinalização 

purinérgica (Bonan et al., 2000; Robson et al., 2006). A ADO, diferente do ATP, não 

é considerada um neurotransmissor clássico, uma vez que não é armazenada em 

vesículas ou liberada por exocitose, sendo  classificada como um neuromodulador 

(Fredholm e Dunwiddie, 1988; von Lubitz, 1999; Shen e Chen, 2009). Os níveis de 

adenosina extracelular são regulados através da sua produção a partir de hidrólise 

de AMP promovida pela ecto-5'-nucleotidase (e5NT) ou a sua degradação em 

inosina pela adenosina deaminase (ADA) (Bonan, 2012). A adenosina pode também 

ser transportada via transportadores de nucleosídeos (NTs) em processos 

equilibrativos bidirecionais controlados por gradientes químicos e processos de 

concentração unidirecionais mediados por gradientes eletroquímicos de sódio (Ipata 

et al, 2011; Bonan, 2012). 

 Dentre as ectonucleotidases, destacam-se a família das nucleosídeo trifosfato 

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

pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), que possuem ampla distribuição nos tecidos 

e são capazes de controlar os níveis de ATP, ADP, AMP e adenosina. As NTPDases 

são codificadas por oito genes diferentes chamados entpd. Quatro destas enzimas 

(NTPDases 1, 2, 3 e 8) estão localizadas na membrana celular com o sítio ativo 

voltado para o meio extracelular; duas estão localizadas intracelularmente 

(NTPDases 4 e 7) e duas (NTPDases 5 e 6) são excretadas de forma heteróloga 

após expressão intracelular (Robson et al., 2006). Estas enzimas hidrolisam tanto 

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

2004; Fields e Burnstock, 2006; Robson et al., 2006; Rosemberg et al., 2010b).  

 A ADA é encontrada no citosol e também na superfície celular como uma 

ectoenzima. Esta enzima está envolvida no metabolismo das purinas por catalisar a 

conversão da adenosina e da deoxiadenosina a inosina e deoxiinosina, 

respectivamente (Franco et. al., 1997). Diferentes membros da ADA, que 

apresentam características cinéticas distintas, já foram descritos, sendo eles ADA1 e 

ADA2 além de um grupo similar desta família de proteínas denominado ADAL 

(adenosine deaminase-like) (Hirschhorn e Ratech, 1980; Maier et al., 2005; Zavialov 



 
 

e Engström, 2005). Todos estes membros foram classificados como subfamílias 

pertencentes ao grupo das adenil-desaminases. Por apresentar sítios de 

aminoácidos importantes relacionados à desaminação de adenosina e motivos 

conservados entre as subfamílias da ADA, é possível que a ADAL também realize a 

desaminação hidrolítica de adenosina a inosina (Maier et al., 2005). 

A adenosina apresenta uma função de neuromodulador, que está envolvido 

na regulação de importantes mecanismos no SNC, como estados de ansiedade (El 

Yacoubi et al., 2000; Maximino et al., 2011), sono (Porkka-Heiskanen, 1999; Carús-

Cadavieco e de Andrés, 2012), cognição e memória (Ribeiro et al., 2003; Wei et al., 

2011; Shen et al., 2012), dentre outros. Estudos indicam que o sistema de 

sinalização adenosinérgico está também envolvido na regulação de comportamentos 

relacionados ao humor (Burnstock et al. 2011) e têm revelado a importância do 

sistema purinérgico no tratamento da depressão (Sperlagh et al., 2012). Como os 

receptores de adenosina A1 e A2A estão expressos no sistema límbico e tem uma 

profunda atividade moduladora pré- e pós-sináptica, acredita-se estarem 

relacionados com o efeito antidepressivo de fármacos antagonistas não seletivos 

(cafeína) e antagonistas seletivos do receptor A2A (SCH412348) (Hodgson et al., 

2009). Crema et al, 2013  mostra que após teste de estresse crônico leve, o 

aumento do receptor A1 e A2A de adenosina no hipocampo e estriado de ratos foi 

vinculado com sintomas depressivos. Curiosamente, adenosina e inosina, seu 

metabólito, reduziram o tempo de imobilidade no teste de natação forçada e de 

suspensão da cauda em ratos (Kaster et al., 2004; 2013). O agonista do receptor A1 

CHA (N6-ciclohexil-adenosina) e o agonista do receptor A2A DMPA (N6- [2- (3,5-

dimetoxifenil) -2- (metilfenil) etil] adenosina) demonstraram um efeito antidepressivo 

no teste de natação forçada em ratos (Kaster et al., 2004). Curiosamente, o 

antagonista do receptor A2A SCH 412348 teve efeitos antidepressivos semelhantes 

no teste de suspensão pela cauda (Hodgson et al., 2009).  



 
 

1.4 Sistema Dopaminérgico 

 O sistema dopaminérgico regula uma grande variedade de processos 

fisiológicos como a atividade motora, a cognição e a memória, o humor, a 

aprendizagem e o sistema de recompensa (Bjorklund e Dunnett, 2007). Cerca de 

80% do neurotransmissor dopamina presente no SNC encontra-se no estriado, 

enquanto que o restante está distribuído difusamente pelo córtex e outras regiões 

cerebrais (Missale et al., 1998; Iversen e Iversen, 2007).  

 A DA medeia funções como movimento, afeto, recompensa, cognição e 

emoção. Assim, este sistema de neurotransmissão está envolvido na fisiopatologia 

de uma variedade de distúrbios, tais como déficit de atenção e hiperatividade 

(TDAH), esquizofrenia ou doença de Parkinson (Haenisch et al., 2011). Os DAT são 

alvos farmacológicos usados para tratar o TDAH, depressão ou dependência da 

nicotina (Heal et al., 2009). 

 A síntese de dopamina é modulada pela atividade da tirosina hidroxilase (TH) 

que quando ativada converte o aminoácido L-tirosina em L-DOPA, que é 

descarboxilado para formar a dopamina (Missale et al., 1998). Uma vez sintetizada, 

a dopamina é armazenada em vesículas pré-sinápticas, que são transportadas para 

o terminal sináptico pelo transportador de monoamina vesicular (VMAT). A ação da 

dopamina ocorre a partir da sua liberação na fenda sináptica. A liberação de 

dopamina ocorre de duas formas: a liberação fásica de maior freqüência e com 

rajadas de potencial de ação (bursts) e a liberação tônica de baixa freqüência e com 

disparos espontâneos dos neurônios dopaminérgicos. A liberação tônica determina 

os níveis extracelulares deste neurotransmissor em estruturas sub corticais (Rice et 

al., 2011).   

 As ações fisiológicas mediadas pela dopamina dependem de cinco receptores 

distintos acoplados a proteína G: D1, D2, D3, D4 e D5. Os receptores de dopamina 

podem ser divididos em receptores D1-like (D1,D5) e D2-like (D2, D3, D4), agrupados 

por suas propriedades farmacológicas e similaridade de sequência de aminoácidos. 

Esta classificação baseia-se geralmente na sua capacidade para modular a 

produção de AMPc intracelular(Beaulieu et. al., 2011). Estes receptores são 

metabotrópicos e a ativação dos receptores de dopamina D1-like estimula a proteína 

Gαs, que por sua vez ativa a adenilato ciclase, aumentando AMPc, enquanto os 

receptores D2-like acoplados a proteína Gαi/o, exercem influência negativa sobre a 



 
 

atividade da adenilato ciclase, diminuindo os níveis de AMPc (Missale et al, 1998). 

Os receptores de dopamina são bem distribuídos pelo cérebro, porém cada subtipo 

possui distribuição única (Saji et al., 2003). Os transportadores de dopamina (DAT) 

estão localizados na membrana plasmática de neurônios dopaminérgicos e são 

responsáveis pela rápida recaptação de dopamina (Haenisch et. al., 2011). 

 A interação antagônica dos receptores de adenosina e dopamina tem sido 

amplamente estudada na função motora e ansiedade (Coelho et al., 2014; Jenner, 

2014). Evidências sugerem que a desregulação do sistema dopaminérgico está 

associada a uma série de patologias, tais como a Doença de Parkinson, 

esquizofrenia, depressão e TDAH (Missale et al, 1998; Willner et al, 2005; 

Papakostas et al, 2006; Iversen e Iversen, 2007; Bowton et al., 2010).  

 Estudo realizado com pramipexol, agonista de receptor D2/D3, demonstrou 

eficácia antidepressiva como tratamento adjuvante na depressão resistente. Os 

efeitos antidepressivos estão relacionados ao fato da dopamina estar envolvida na 

regulação da motivação, vontade, interesse, prazer e atenção, todos os quais estão 

prejudicados em pacientes deprimidos. Por isso, seria razoável supor que pacientes 

deprimidos que não responderam aos antidepressivos de ação serotonérgica ou 

noradrenérgica podem beneficiar-se de agentes dopaminérgicos (Hori e Kunugi, 

2012).  



 
 

1.5 Peixe-zebra 

 O Danio rerio (Hamilton, 1822) conhecido popularmente como zebrafish ou 

paulistinha, pertence à família Cyprinidae e é um pequeno peixe teleósteo (3 – 4 cm) 

de água doce que vem sendo utilizado como animal de experimentação para o 

estudo de numerosas doenças humanas. O seu manejo, a facilidade de reprodução 

e de manutenção, e os métodos laboratoriais para sua criação já estão bem 

estabelecidos. Em geral, os peixes utilizados em pesquisa laboratorial são de 

pequeno porte, favorecendo um vivário pequeno e a manutenção em grupos 

relativamente grandes no aquário (Schneider et al., 2009).  

 

Figura 2: Peixe zebra (Danio rerio). Disponível em www.zfin.org. Acessado em 

20/01/2015. 

 O Danio rerio tem se mostrado bastante eficaz como modelo animal nas 

áreas da bioquímica, neurociências, toxicologia, biologia do comportamento, no 

estudo de doenças humanas e na triagem e descoberta de novos medicamentos 

(Seibt et al., 2009; Wong et al., 2010). Entre as vantagens deste modelo, destacam-

se: baixo custo, requer pouco espaço para manutenção, rápido desenvolvimento e 

ciclo biológico, fácil manipulação e seu comportamento pode ser facilmente 

observado em um ambiente controlado (Sloman et al., 2003), além de apresentar 

uma grande sensibilidade a drogas e um rápido metabolismo (Goldsmith, 2004). 

Além disso, esta espécie apresenta um alto grau de similaridade com os genes de 

humanos e de camundongos (Howe et al., 2013). A elevada homologia genética com 

mamíferos e o desenvolvimento neural bem caracterizado permitem a utilização do 

peixe-zebra como modelo de estudo para doenças neuropsiquiátricas. Alguns 

distúrbios cerebrais complexos, incluindo TDAH, agressividade, estresse pós-

traumático e abuso de substâncias têm sido estudados através deste modelo (Filby 

et al., 2010; Griffits et al., 2012; Land et al., 2012; Stewart et al., 2014). 

Recentemente, estudos avaliando características comportamentais do peixe-zebra 



 
 

foram desenvolvidos, envolvendo a análise da atividade locomotora, agressividade, 

interação social e aprendizado (Guo, 2004; Gerlai al., 2000; 2009; Blank et al., 2009; 

Wong et al. 2010; Cognato et al., 2012).  

 A identificação e caracterização dos sistemas de neurotransmissão 

purinérgico e dopaminérgico já foram realizadas em peixe-zebra (Rico et al., 2011). 

Com relação ao sistema purinérgico, a presença das NTPDases (NTPDase1, 

NTPDase2, NTPDase3, NTPdase4, NTPDase5, NTPDase6, NTPDase8) e uma 

ecto-5’-nucleotidase em membranas encefálicas já foi demonstrada em peixe-zebra, 

(Rico et al., 2003; Senger et al., 2004; Rosemberg et al., 2010b). Além disso, a 

clonagem e caracterização molecular dos receptores P2X já foram realizadas (Díaz-

Hernandez et al., 2002). A subunidade P2X possui nove membros, e um gene ainda 

precisa ser devidamente classificado (Kucenas et al., 2003). Até o momento, foram 

identificados apenas receptores P2Y1 em trombócitos de peixe-zebra (Gregory e 

Jagadeeswaran, 2002). Estudos também identificaram os receptores de ADO do tipo 

A1, A2A, e A2B neste teleósteo (Boehmler et al., 2009; Capiotti et al., 2011).  

 A existência de diferentes genes relacionados à ADA, com um padrão de 

expressão ubíquo em peixe-zebra já foi caracterizada (Rosemberg et al. 2007). Além 

disso, a cinética enzimática e as propriedades da desaminação de ADO em cérebro 

de peixe-zebra também já foram descritas (Rosemberg et al., 2008). A desaminação 

da ADO no SNC de peixe-zebra promovida por diferentes membros da família da 

ADA pode ser um elemento-chave para o controle da ADO/inosina no meio 

intracelular e extracelular (Rosemberg et al., 2008).  

 Já foram identificados neurônios dopaminérgicos em embriões em 

desenvolvimento (Holzschuh et al., 2001) e também no peixe-zebra adulto (Rink e 

Wullimann, 2001). Esses neurônios representam o sistema dopaminérgico 

ascendente para o estriado, comparado com o sistema nigroestriatal em humanos 

(Rink e Wullimann, 2001; 2002). Subsequentemente, os neurônios dopaminérgicos 

foram detectados em outras áreas do cérebro do peixe-zebra como o bulbo olfatório 

e a retina (Holzschuh et al., 2001). Além disso, os receptores D1, D2, D3 e D4 foram 

detectados e encontram-se funcionalmente expressos neste animal (Boehmler et al., 

2004; Boehmler et al., 2007).  

Estudos também já demonstraram o efeito do antagonismo do receptor NMDA 

sobre as respostas comportamentais desta espécie. O antagonismo do receptor 

NMDA por MK-801 aumenta a atividade natatória e prejudica a preferência por 



 
 

ambiente (Swain et al., 2004). Além disso, MK-801 prejudica a memória na tarefa de 

esquiva inibitória (Blank et al., 2009; Seibt et al., 2011), o desempenho no labirinto 

em Y (Cognato et al., 2012), o aprendizado associativo (Sison e Gerlai, 2011) e a 

interação social (Seibt et al., 2011) em peixe-zebra. Entretanto, é importante 

ressaltar que a utilização de 20 µM de MK-801 aumenta o tempo que o peixe 

permanece na parte superior do aquário, indicando um possível efeito antidepressivo 

do mesmo (Seibt et al., 2010). 



 
 

2. JUSTIFICATIVA 

 

 Tendo em vista que fármacos antidepressivos disponíveis no mercado 

possuem início de ação lento e o grande número de recidivas da doença, faz-se 

necessária a busca por novos medicamentos principalmente os de ação rápida.  

 Os antagonistas dos receptores NMDA, como a cetamina e o MK-801, têm 

sido citados como uma alternativa bastante promissora como terapia de apoio aos 

fármacos antidepressivos existentes. Portanto, torna-se relevante aprofundar o 

conhecimento referente ao efeito antidepressivo induzido por antagonistas dos 

receptores NMDA. Neste contexto, faz-se necessário determinar os sistemas de 

sinalização envolvidos, mecanismos de ação, bem como informações sobre tempo 

do início de ação, duração do efeito e possíveis efeitos cumulativos destes 

compostos.   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito antidepressivo do MK-801 e o envolvimento dos sistemas 

purinérgico e dopaminérgico no efeito antidepressivo promovido por este fármaco 

em modelo animal de depressão em peixe-zebra. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

3.2.1 Realizar uma curva dose-resposta do efeito do MK-801 na locomoção e no 

tempo de permanência na parte superior do aquário; 

3.2.2 Avaliar o efeito antidepressivo do MK-801 após diferentes períodos de 

exposição (aguda ou crônica); 

3.2.3 Analisar o efeito de agonistas e antagonistas dos receptores A1 e A2A sobre 

o efeito antidepressivo do MK-801; 

3.2.4 Analisar o efeito de inibidores da ecto-5´-nucleotidase e adenosina 

deaminase sobre o efeito antidepressivo do MK-801; 

3.2.5 Analisar o efeito de inibidores da recaptação de adenosina sobre o efeito 

antidepressivo do MK-801; 

3.2.6 Avaliar o efeito de antagonistas de receptores de dopamina D1 e D2 sobre 

o efeito antidepressivo do MK-801. 
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Abstract 

Depression is a serious disease characterized by low mood, anhedonia, loss 

of interest in daily activities, appetite and sleep disturbances, reduced concentration, 

and psychomotor agitation. There is a growing interest in NMDA antagonists as a 

promising target for the development of new antidepressants. Considering that 

purinergic and dopaminergic systems are involved in depression and anxiety states, 

we characterized the role of these signaling pathways on MK-801-induced 

antidepressant-like effects in zebrafish. Animals treated with MK-801 at the doses of 

5, 10, 15, or 20 μM during 15, 30, or 60 minutes spent longer time in the top area of 

aquariums in comparison to control group, indicating an anxiolytic/antidepressant-like 

effect induced by this drug. Animals treated with MK-801 spent longer time period at 

top area until 2 (5 μM MK-801) and 4 (20 μM MK-801) hours after treatment, 

returning to basal levels from 24 h to 7 days after exposure. Repeated MK-801 

treatment did not induce cumulative effects, since animals treated daily during 7 days 

had the same behavioral response pattern observed since first until 7th day.  In order 

to investigate the effects of A1 or A2Areceptor antagonist and agonist and the 

influence of modulation of adenosine levels on MK-801 effects, we treated zebrafish 

with caffeine, DPCPX, CPA, ZM 241385, CGS 21680, AMPCP, EHNA, dipyridamole, 

and NBTI during 30 minutes before MK-801 exposure. The non-specific adenosine 

receptor antagonist caffeine (50 mg/kg) and the selective A1 receptor antagonist 

DPCPX (15 mg/kg) prevented the behavioral changes induced by MK-801. The non-

specific nucleoside transporter (NT) inhibitor dipyridamole (10 mg/kg) exacerbated 

the behavioral changes induced by MK-801. Dopamine receptor antagonists 

(Sulpiride and SCH23390) did not change the behavioral alterations induced by MK-



 
 

801. Our findings demonstrated that antidepressants-like effects of MK-801in 

zebrafish are mediated through adenosine A1 receptor activation. 

 

 

Key Words: adenosine receptors, adenosine deaminase, depression, dopamine, 

ecto-5’-nucleotidase, MK-801, nucleoside transporters, zebrafish. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

1. Introduction 

Depression is a multifactorial disorder resulting from the interaction of genetic, 

epigenetic, and environmental episodes of negative mood that occur for more than 

two weeks (Hirschfeld, 2014). This is a serious disease, characterized by low mood, 

anhedonia, loss of interest in daily activities, and other symptoms. The main 

symptoms of depression are appetite disturbances to gain or weight loss, insomnia or 

hypersomnia, reduced concentration, and psychomotor agitation (Haenisch & 

Bönisch, 2011). Recently, the treatment of depression has used selective serotonin 

reuptake inhibitors (SSRIs) and serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors (SNRI). 

However, these drugs have the drawbacks that they can take weeks before showing 

the effects of altered mood, and only 10-20% of patients show clinical effects beyond 

those associated with placebo (Zarate et al., 2013). Therefore, the need for rapid 

acting antidepressants is widely recognized. There is a growing interest in glutamate 

mechanisms in major depressive disorder (MDD) as a promising target for the 

development of new antidepressants. Studies have shown a single intravenous 

infusion of ketamine, a N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonist 

anaesthetic agent, can alleviate depressive symptoms in patients within hours of 

administration (Berman et al., 2000).  Zarrindast et al. (2012) also showed that the 

anxiolytic behavior induced by MK-801 affects locomotion, learning and memory. The 

mechanism of action appears to be in part through glutamate release onto non-

NMDA receptors including α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

(AMPA) and metabotropic receptors. However, other signaling pathways such as 

dopaminergic, serotonergic and mammalian target of rapamycin (mTOR) pathways 

seem to be involved in such effects (Dutta et al., 2015). 



 
 

The purinergic system has been linked to the etiology of mood disorders via 

alterations in ATP and adenosine signaling as well as through inherited patterns and 

the neuroinflammatory hypothesis (for review, see Ortiz et al., 2015).It is known that 

adenosine signaling has a neuromodulatory role, which is involved in the regulation 

of important mechanisms in the CNS, such as anxiety states (Csolle et al., 2013), 

sleep (Huang et al., 2011; Carús-Cadavieco and de Andrés, 2012), motor function, 

cognition and memory (Salomone and Correa, 2009; Shen et al., 2012; Wei et al., 

2011), among others. Adenosine receptors have been subdivided into four subtypes: 

A1, A2A, A2B, and A3.After chronic mild stress, the increase in A1 and A2A adenosine 

receptor binding in rat hippocampus and striatum was linked with depressive 

symptoms (Crema et al., 2013). Interestingly, adenosine and its metabolite inosine 

reduced immobility time in the forced swim test and tail suspension test in mice 

(Kaster et al., 2004; 2013). The A1 and receptor agonist, CHA (N6-

cyclohexyladenosine) and A2A receptor agonists DMPA (N6-[2-(3,5-

dimethoxyphenyl)-2-(methylphenyl)ethyl]adenosine) demonstrated antidepressant 

effects in the forced swim test in mice (Kaster et al., 2004). Interestingly, the A2A 

receptor antagonists preladenant and SCH 412348 had similar antidepressant effects 

in the tail suspension test (Hodgson et al., 2009). Extracellular adenosine levels are 

regulated by its production from AMP hydrolysis promoted by ecto-5’-nucleotidase 

(e5NT) or by its degradation into inosine by adenosine deaminase (ADA) (Bonan, 

2012). Studies have shown e5NT knockout mice lack non-REM sleep responses to 

sleep deprivation, but no changes in anxiety-like behaviors were evident in animals 

(Zlomuzica et al., 2013). Adenosine can also be transported via nucleoside 

transporters (NTs) in bidirectional equilibrative processes controlled by chemical 

gradients and unidirectional concentrative processes mediated by sodium 



 
 

electrochemical gradients (Ipata et al., 2011; Bonan, 2012). The adenosine 

deaminase inhibitor EHNA (erythro-9-(2-hydroxy-3nonyl) adenine) had 

antidepressant-like effects in the forced swim test (Kaster et al., 2013), which were 

inhibited by adenosine receptor antagonists. 

The reciprocal antagonistic interaction of adenosine and dopamine receptors 

has been widely studied in motor function and anxiety (Coelho et al., 2014; Jenner, 

2014).Dysfunction of the dopaminergic signaling is associated with several 

pathologies, such as Parkinson's disease, schizophrenia, depression, and attention 

deficit hyperactivity disorder (ADHD) (Bowton et al., 2010; Iversen & Iversen, 2007; 

Missale et al., 1998). The physiological actions mediated by dopamine depend on 

five distinct G-protein coupled receptors: D1, D2, D3, D4, and D5. Dopamine 

receptors can be divided into D1-like receptors (D1, D5) and D2-like (D2, D3, 

D4)(Beaulieu & Gainetdinov, 2011)The activation of dopamine D1-like receptors 

activates adenylate cyclase and increases cAMP, while the D2-like receptors exert a 

negative influence on the adenylate cyclase activity and decreases cAMP(Missale et 

al., 1998).Evidence have suggested that dysregulation of dopaminergic system is 

implicated in the pathogenesis of depression (Willner et al., 2005; Papakostas et al, 

2006). An important role for dopamine D1/D5 receptor in mediating antidepressant 

drugs in the forced swim test (FST) (Shimazu et al., 2005) has been described 

whereas other studies demonstrated that dopamine D2/D3 receptor but not 

dopamine D1/D5 receptor antagonist blocked the effect of antidepressant in this 

model (Borsini et al., 1988). 

Zebrafish (Danio rerio) has emerged as a powerful model for behavioral 

studies, including aggression, anxiety, learning, memory, and shoaling and been 

used as a model for studying several human diseases (Stewart et al., 2014; Bonan 



 
 

and Norton, 2015). Furthermore, this species has a high degree of similarity with 

genes from humans and rodents (Howe et al., 2013). The identification and 

characterization of purinergic and dopaminergic neurotransmission systems have 

been performed in zebrafish (Rico et al., 2011; Boehmler et al., 2004, 2007, 2009; 

Cappioti et al., 2011). In zebrafish, the antagonism of NMDA receptor by MK-801 

increases the swimming activity and affects the preference for environment (Swain et 

al., 2004). In addition, MK-801 impaired memory in Y-Maze and avoidance tasks as 

well as induced a social interaction deficit (Cognato et al, 2012; Seibt et al., 2011). 

Interestingly, it is important to mention that MK-801 increases the time that the fish 

remained on top of the tank, indicating a possible antidepressant-like effect of MK-

801 (Seibt et al., 2010). 

Considering that the clinically-used antidepressant drugs are not able to 

provide satisfying control of depression symptoms in a large number of patients and 

that purinergic and dopaminergic systems are involved in depression and anxiety 

states, this study aims to characterize the role of signaling pathways on the MK-801-

induced antidepressant-like effects. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1Animals 

Adult (6-8 months old) wild-type zebrafish (Daniorerio) used in this study were 

obtained from our breeding stock held at Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul. The animals were housed in a 50 L-thermostated aquarium filled with 

unchlorinated water constantly aerated at a targeted temperature of 26±2 °C. Fish 

were kept under a 14–10 h light/dark cycle photoperiod and fed twice a day with 



 
 

commercial flake fish food supplemented with live brine shrimp. The protocol was 

approved by the Ethics Committee of the Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul (PUCRS) under the number 13/00371-CEUA. 

 

2.2 Materials 

 The drugs hydrogen maleate (MK-801), caffeine, dipyridamole, erythro-9-(2-

hydroxy-3-nonyl-adenine (EHNA), 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX), 

cyclopentyladenosine (CPA), dipyridamole, S-(4-Nitrobenzyl)-6-thioinosine (NBTI), 

CGS 21680 hydrochloride hydrate, α, β-methylene adenosine 5'-diphosphate  

(AMPCP), sulpiride, SCH-23390 hydrochloride and tricaine were purchased from 

Sigma (St. Louis, MO, USA). ZM 241385 was purchased from Tocris Bioscience 

(Ellisville, MO, USA). 

 

2.3 Patterning of MK-801 concentration and time treatment 

In order to establish the MK-801 treatment, concentration and time treatment 

were determined. Zebrafish were individually exposed to MK-801 at different 

concentrations (5, 10, 15, or 20 µM) by their immersion in 300 mL beakers for 

different exposure periods:  15, 30, and 60 min. Immediately after the MK-801 

exposure, animals was individually placed in an open-field tank in order to analyze 

the locomotor behavior. The animals’ behavior was registered by a video camera for 

10 minutes and further analyzed using ANY-Maze recording software (Stoelting Co., 

Wood Dale, IL, USA). Control animals were placed in tank water, treated and 

analyzed in an identical manner.  

 

 



 
 

2.4 Duration of MK-801 treatment effects  

In order to determine the duration of MK-801effects, the behavior of treated 

animals was analyzed along different time-segments. Zebrafish were individually 

exposed to 20 µM MK-801 for 30 minutes and had their behavior analyzed at 

different periods: immediately after MK-801 exposure, 1, 2, 4, 24, 48, 72, 96 hours 

and 7 days later.  The animals’ behavior in each time segment was registered by a 

video camera for 10 minutes and further analyzed using ANY-Maze recording 

software (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA). Control animals were placed in tank 

water and were treated and analyzed in an identical manner.  

 

2.5 MK-801cumulative effects  

In order to investigate the effects of repeated dosing, zebrafish were treated 

with 20 µM MK-801 during 7 days. Zebrafish were daily exposed to 20 µM MK-801 or 

tank water (control group) during 30 minutes. The animals’ behavior were recorded 

during 10 minutes before (to verify possible changes due to adaptation to the 

environment) and 10 minutes after MK-801 exposure at each day. Control animals 

were placed in tank water and were treated and analyzed in an identical manner.  

 

2.6 Pharmacological pretreatments and MK-801 treatment 

To assess the effects of dopaminergic and adenosinergic signaling on MK-801 

antidepressant-like effects, animals were pretreated with different adenosinergic and 

dopaminergic modulators. All drugs were injected intraperitoneally (i.p.) 30 minutes 

before the MK-801 20 µM exposure. The AMPCP, Caffeine, CPA, EHNA, Sulpiride, 

SCH 23390 (diluted in saline), Dipyridamole, CGS 21680 hydrochloride hydrate, ZM 

241385, DPCPX, NBTI (diluted in DMSO 0.08%) doses were selected based on 



 
 

preliminary studies conducted in our laboratory (Table 1). Intraperitoneal injections 

were conducted using a 3/10-ml U-100 BD Ultra-FineTM Short Insulin Syringe 8mm 

(5/16 inch)×31G Short Needle (Becton Dickinson and Company, New Jersey, USA). 

Anesthesia of the animals prior to the injection was obtained by its immersion in a 

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

reduced respiration rate.  After the injection, the animals were placed in a separate 

tank with highly aerated unchlorinated tap water (26±2 ◦C) to facilitate their recovery 

from anesthesia. Thirty minutes after pretreatment injection, animals were exposed to 

20 µM MK-801 during 30 minutes. Immediately after MK-801 exposure, animals were 

individually placed in an open-field apparatus (30 x 10 x 15 cm, length xwidth x 

height) in order to investigate their behavioral responses.  The animals’ behavior was 

registered by a video camera for 10 minutes and further analyzed using ANY-Maze 

recording software (Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA).  

 

2.7 Statistical analysis 

The data are expressed as the mean ± S.E.M., and were analyzed by two-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni´s post-hoc test. For all 

comparisons, the significance level was set at p < 0.05. 

 

3. Results 

 

3.1 Patterning of MK-801 treatment concentration and period  

Our results have shown that MK-801 treatment induces alterations in 

exploratory behavior at different concentrations and exposure periods. All treatments 

induced an increase in time spent in the top area of the tanks (Fig 1). Animals treated 



 
 

with MK-801 at the doses of 5, 10, 15, or 20 μM during 15, 30, and 60 minutes spent 

longer time in the top of aquariums in comparison with control animals, indicating an 

anxiolytic-like or antidepressant-like effect induced by this drug. 

 

 

3.2 Duration and cumulative effects of MK-801 treatment  

Animals were treated with MK-801 during 30 minutes and analyzed during 10 

minutes at different time segments: 1, 2, 4, 24, 48, 72, 96 hours and 7 days after the 

treatment. Animals treated with MK-801 spent longer time period at top area until 2 (5 

μM MK-801) and 4 (20 μM MK-801) hours after treatment in comparison with control 

animals (Fig 2A). In order to evaluate possible cumulative effects induced by MK-801 

treatment, animals were treated with 20 μM MK-801 during 30 minutes once daily 

and had their behavior analyzed before and after each daily treatment. Our data have 

shown that animals treated daily with 20 μM MK-801 showed increased preference 

for top area in all tests. However, MK-801 repeated treatment did not induce 

cumulative effects, since animals treated and analyzed once per day during 7 days 

showed the same behavioral response pattern observed since first until 7th day (Fig 

2B).   

 

3.3 Effects of adenosine A1 and A2Areceptors antagonist and agonist on 

behavioral response to MK-801 

In order to investigate the effects of A1 and A2Areceptors antagonist and 

agonist on behavioral response to 20 μM MK-801, we treated zebrafish with caffeine, 

DPCPX, CPA, ZM241385, and CGS21680 during 30 minutes before MK-801 

exposure. Our results have shown that the non-specific adenosine receptor 



 
 

antagonist caffeine (50 mg/kg) and the selective A1receptor antagonist DPCPX (15 

mg/kg) were able to prevent the anxiolitic-like behavior induced by MK-801 

treatment. Animals treated with caffeine at 50 mg/kg before MK-801 treatment spent 

250.6 (± 255.7) s at top area, while animals that were exposed to MK-801 after saline 

treatment spent 443.9 (± 250.2) s. Control animals (treated with saline and exposed 

to tank water) and animals treated with caffeine and exposed to tank water remained 

at top area during 215.2 (± 154.8) and 96.96 (± 71.5) s, respectively (Fig 3A; F 

(3,64)=8.44).   

Animals treated with DPCPX at 15 mg/kg before MK-801 treatment spent 

222.42 (± 203.06) s at top area, while animals that were exposed to MK-801 after 

DMSO treatment spent 415.56 (± 218.5) s. Control animals (treated with DMSO and 

exposed to tank water) and animals treated with DPCPX and exposed to tank water 

remained at top area during 127.17 (± 127.1) and 131.94 (± 122.2) s, respectively 

(Fig 3B; F (3,106) =16.14).   

The selective adenosine A1 agonist CPA and both the adenosine A2A receptor 

antagonist ZM 241385 and agonist CGS 21680 were not able to change behavioral 

responses induced by MK-801 treatment (Fig. 3C; F (3,64) = 7.74. Fig 3D; F (3,48) = 

11.82. Fig 3E; F (3,48) = 13.34). 

Finally, we analyzed the preference for top or bottom of tanks in time 

segments of 30 seconds and observed that behavioral pattern of each group was the 

same in all time segments (Fig 4). Our findings have shown that behavioral changes 

induced by MK-801 exposure and the different drug pretreatments were evident from 

the beginning until the end of analyses period.  

 



 
 

3.4 Effects of modulation of extracellular adenosine levels on behavioral 

response to MK-801 

In order to investigate the effects of modulation of adenosine levels on 

behavioral response to 20 μM MK-801, we treated zebrafish with AMPCP, EHNA, 

dipyridamole, and NBTI during 30 minutes before MK-801 exposure. Our results 

have shown that the adenosine reuptake inhibition by the non-specific nucleoside 

transporter (NT) inhibitor dipyridamole (10 mg/kg) was able to exacerbate the 

behavioral changes induced by MK-801 treatment.  

Animals treated with dipyridamole at 10 mg/kg before MK-801 treatment spent 

557.4 (± 129.9) s at top area, while animals that were exposed to MK-801 after 

DMSO treatment spend 397.0 (± 221.2) s. Control animals (treated with DMSO and 

exposed to tank water) and animals treated with dipyridamole and exposed to tank 

water remained at top area during 105.7 (±51.3) and 148.9 (±66.5) s, respectively 

(Fig 5C; F (3,44) = 29.35).   

The inhibition of nucleotide hydrolysis by the ecto-5´-nucleotidase inhibitor 

AMPCP, the inhibition of adenosine deaminase by the ADA inhibitor EHNA and the 

adenosine reuptake inhibition by the inhibitor of equilibrative nucleoside transporters 

(ENTs) NBTI were not able to change MK-801behavioral responses (Fig 5A; F (3, 60) 

= 14.35, Fig 5B; F (3,64) = 9.18, Fig 5D; F (3,60) = 17.56).  

In addition, our results have shown that behavioral changes induced by MK-

801 exposure and the different drug pretreatments were evident from the beginning 

until the end of analyses period. We analyzed the preference for top or bottom of 

tanks in time segments of 30 seconds and observed that behavioral pattern of each 

group was the same in all time segments (Fig 6).  

 



 
 

3.5 Effects of modulation of dopamine receptor antagonists on behavioral 

response to MK-801 

 In order to investigate the effects of dopamine receptors on behavioral 

response to 20 μM MK-801, we treated zebrafish with dopamine D2/D3 receptor 

antagonist sulpiride (50 mg/kg) and dopamine D1-like receptor antagonist SCH23390 

(15 µg/kg). Our results have shown that these dopamine receptor antagonists were 

not able to change the behavioral responses induced by MK-801 exposure (Fig 7A; F 

(3,64) = 6.47, Fig 7B; F (3,64) = 6.97). Our studies have shown that the different 

treatments induced a similar behavioral pattern in all time segments analyzed (Fig 

7C, D).  

 

4. Discussion 

In this study, our findings showed that MK-801 induced a preference for the 

top area of the tank, suggesting an antidepressant-like effect. The pretreatment with 

the non-selective adenosine receptor antagonist caffeine and with the selective 

adenosine A1receptor antagonist DPCPX prevented the preference for the top of the 

tank. However, our results demonstrated that non-specific nucleoside transporter 

(NT) inhibitor dipyridamole exacerbated the behavioral response induced by MK-801. 

Depression is a psychiatric disorder that affects millions of people worldwide 

and is estimated that will be the second largest cause of death by the year 2020. 

Depressed patients present increased risk of cardiovascular events and suicide 

(Fabbri et al., 2013; Zarate et al, 2013). In addition, currently available traditional 

medicines (SSRI and SNRI) are not absolutely effective, in view of the fact that 

depressed patients treated with these drugs often have relapses and persistent 

symptoms (Ates-Alagoz & Adejare, 2013).  



 
 

Different studies have shown that neurological and psychiatric disorders, such 

as Alzheimer's disease, epilepsy, chronic pain, schizophrenia, Parkinson's disease, 

anxiety and major depressive disorders are developed from disturbances in NMDA 

signaling (Ates-Alagoz & Adejare, 2013; Kaster et al., 2012). NMDA receptor 

antagonists induced antidepressant-like effects in different animal models (Ates-

Alagoz & Adejare, 2013). MK-801 is a noncompetitive NMDA receptor antagonist and 

its antidepressant properties have been evaluated through different behavioral 

studies (Ates-Alagoz & Adejare, 2013).Evidence has shown that MK-801 provoked 

anxiolytic effects, which induced changes on mobility, learning, and memory 

(Zarrindast et al., 2012). Seibt et al. (2010) observed that 20 µM MK-801 exposure 

during 30 and 60 minutes promoted anxiolytic effects in zebrafish. Therefore, it 

appears that NMDA receptor antagonists may be useful for the development of a 

new generation of improved treatments for depression. In agreement, our findings 

have shown that MK-801 treatment induces antidepressant-like effects, in view of the 

fact that animals treated with MK-801 spent longer period on the top area of the tank.  

To determine the range of concentrations of MK-801 and the time treatment 

able to promote the antidepressant-like effect expected, concentration and time 

courses were carried out. The results demonstrated that all tested concentrations (5, 

10, 15, and 20 µM) in the different exposure times (15, 30 and 60 minutes) showed 

significant behavioral differences in relation to control group. These data are 

consistent with the data presented in previous studies which demonstrate that acute 

exposure to MK-801 induces anxiolytic behavior, increased movement, and 

preference for the top area of the aquarium (Zarrindast et al, 2012; Seibt et al., 

2010). 



 
 

In order to analyze the duration of the antidepressant-like effect of MK-801, 

animals were exposed for 30 minutes to the lowest (5 µM) and highest(20 µM) 

concentrations tested in the previous experiment. It has been observed that animals 

exposed to 5 µM MK-801 for 30 min spent longer period in the top of the tank up to 2 

hours after exposure. However, the animals exposed to 20 µM MK-801presented 

behavioral alterations until 4 hours after exposure and returned to control levels from 

24 hours to 7 days later the exposure.  Our results have also shown that this effect is 

not changed by repeated exposure. Animals exposed to 20 µM MK-801 during 30 

minutes once time daily during 7 consecutive days showed behavioral response 

pattern that was similar from the first until 7th day. The treated and control groups 

were analyzed before each daily exposure in order to exclude possible behavioral 

changes induced by an adaptive behavior to the environment. The results showed 

that animals remained on top of the aquarium only immediately after exposure, 

showing behavioral pattern similar to control group on the subsequent day. 

Therefore, these results suggest that MK-801 presents a rapid and not cumulative 

antidepressant-like effect. The acute effect observed is in agreement with previous 

studies that investigated other noncompetitive NMDA receptor antagonists. Duman 

(2014) reports that NMDA antagonists block the tonic firing of GABAergic 

interneurons, reinforcing the idea that glutamate burst promote results from 

disinhibition of glutamate terminals (Homayoun and Moghaddam, 2007). Therefore, 

studies indicate that agents that increase glutamate release or act directly on 

postsynaptic AMPA receptors may also have rapid-acting antidepressant effects 

(Maeng et al., 2008). 

Adenosine gained attention by modulation of dopaminergic and glutamatergic 

transmission in mood disorders (Hirota & Kishi, 2013). Studies show that adenosine 



 
 

A1 receptors decreased glutamate release attenuating the motor impulsivity (Marek, 

2012). Considering that adenosine signaling modulates normal and pathological 

behaviors and is involved in mood and motivation, we investigated the influence of 

adenosine receptors and the modulation of adenosine levels on antidepressant 

effects induced by MK-801. We analyzed the influence of the adenosine receptors 

antagonist caffeine, A1 receptor antagonist DPCPX, A1 receptor agonist CPA, A2A 

receptor antagonist ZM 241385, and A2A receptor agonist CGS 21680. In addition, 

the modulation of adenosine levels was investigated through pretreatment with the 

ecto-5´nucleotidase inhibitor AMPCP, ADA inhibitor EHNA, non-specific NT inhibitor 

dipyridamole and equilibrative NT inhibitor NBTI. Our data showed that pretreatment 

with the nonspecific adenosine antagonist caffeine inhibited MK-801-induced 

antidepressant-like effects. Caffeine stimulates motor activity, modulates the sleep 

onset and quality, and improves attention and memory (Cunha and Agostinho, 2010; 

Rivera-Oliver and Díaz-Ríos, 2014). The pharmacological action of caffeine is 

primarily through a non-selective adenosine receptor antagonism with A1 and A2A 

receptors as preferential targets. Evidence indicates that caffeine enhances the 

release of GABA by inactivating the A1 receptor (Ferreira et al., 2014). Da Silva et 

al.(2005) demonstrated that blockade of A1 receptor by caffeine reduced the 

locomotor effect induced by MK-801 by decreasing the release of GABA. Our results 

showed that DPCPX, a selective A1 receptor antagonist, promoted a similar effect to 

that observed to caffeine, preventing MK-801 antidepressant-like effects. In addition, 

our data demonstrate that there is no involvement of A2A receptors in the 

antidepressant-like effect of MK-801.Therefore, our results indicate that MK-801 

effects are dependent on activation of A1adenosine receptors, which could reduce 

GABAergic neurotransmission and contribute to MK-801 antidepressant-like effects. 



 
 

The modulation of extracellular adenosine levels is promoted by the action of 

ecto-5’-nucleotidase and adenosine deaminase, enzymes responsible for production 

and degradation of adenosine, respectively. Other important mechanism to control 

extracellular adenosine levels involves the action of NTs. Dipyridamole inhibits 

adenosine uptake, increasing the bioavailability of adenosine in the synaptic cleft and 

potentiating its effect (Kulkarni and Mehta, 1985). Lobato et al. (2008) demonstrated 

dipyridamole potentiates the antidepressant effect induced by zinc. In agreement, we 

observed that the non-specific NT inhibitor dipyridamole exacerbates MK-801-

induced antidepressant-like effects, possibly due to an increase in extracelular 

adenosine levels promoted by NT inhibition, potentiating its activity. 

The interaction of glutamatergic and dopaminergic pathways is involved in the 

modulation of anxiety-related behaviors. Zarrindast et al (2012) showed MK-801 

administration induced anxiolytic-like behaviors, which were potentiated by dopamine 

D1 receptor antagonist (SCH23390) and blocked by dopamine D2 receptor 

antagonist (sulpiride). These authors did not observe changes in locomotor activity 

and defecation, indicating the applied doses do not seem to affect anxiety-related 

behaviors. Some studies have shown that the increase in locomotor activity as 

induced by NMDA receptor antagonists may be linked to the increased synthesis, 

release, and metabolism of dopamine in various brain regions. Our results showed 

pretreatment D1 and D2/D3 receptor antagonists did not alter the behavioral 

responses induced by MK-801. These data demonstrated that the antidepressant-like 

effect induced by MK-801 in zebrafish is not directly related to the dopaminergic 

system. 

In summary, our results demonstrated that antidepressants-like effects of MK-

801in zebrafish are promoted mainly through adenosine A1 receptor activation. In 



 
 

addition, our findings indicate that the A2A receptors, nucleoside-metabolizing 

enzymes and dopaminergic signaling are not directly involved in the antidepressant-

like effect induced by MK-801 in zebrafish. 
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Figure Legends  

 

Figure 1: Time and dose course of MK-801-induced behavioral response in 

zebrafish. Animals were exposed to MK-801 at 5, 10, 15, and 20 µM during 15, 30, 

and 60 minutes.  MK-801-induced behavioral response was measured as time spent 

in top area of the tank. The data are expressed as the mean ± S.E.M. (n=16 per 

group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni´s post-hoc 

test. The symbols represent statistical difference when compared to the respective 

vehicle control group. * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.0005.   

 

Figure 2: MK-801-induced behavioral response in zebrafish. MK-801-induced 

behavioral response was measured as time spent in top area of the tank. (A) 

Duration of MK-801 action in zebrafish. Animals were exposed to MK-801 at 5 and 

20 µM during 30 minutes. Behavioral parameters were analysed in different time 

segments: immediately after and, 1, 2, 4, 24, 48, 72, 96 hours and 7 days after 

treatment. (B) Effects of repeated doses of MK-801 in zebrafish. Animals were daily 

exposed to MK-801 at 20 µM during 30 minutes.  Behavioral parameters were 

analysed before and after MK-801 exposure. The data are expressed as the mean ± 

S.E.M. (n=16 per group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by 

Bonferroni´s post-hoc test. The symbols represent statistical difference when 

compared to the respective vehicle control group. * P<0.05, ** P<0.005, *** 

P<0.0005.   

 

 



 
 

Figure 3: Effects of caffeine (A), DPCPX (B), CPA (C), ZM 241385 (D), and CGS 

21680 (E) pretreatments on MK-801-induced behavioral alterations in zebrafish. 

Animals were exposed to 20 µM MK-801 (during 30 minutes) immediately after 

pretreatments administration. Behavioral response was measured as time spent in 

top area o the tank during 10 minutes. The data are expressed as the mean ± S.E.M. 

(n=16-26 per group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by 

Bonferroni´s post-hoc test. The symbol * represents statistical difference when 

compared to the respective vehicle control group. The symbol # represents statistical 

difference when compared to the respective vehicle control group. * P<0.05, ** 

P<0.005, *** P<0.0005, # P<0.05, ### P<0.0005.   

 

Figure 4: Effects of caffeine (A), DPCPX (B), CPA (C), ZM241385 (D), and 

CGS21680 (E) pretreatments on MK-801-induced behavioral alterations in zebrafish. 

Animals were exposed to 20 µM MK-801 (during 30 minutes) immediately after 

pretreatments administration. The behavioral response was measured as time spent 

in top area o the tank for each 60 seconds. The data are expressed as the mean ± 

S.E.M. (n=16-26 per group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by 

Bonferroni´s post-hoc test.  

 

Figure 5: Effects of AMPCP (A), EHNA (B), Dipyridamole (C), and NBTI (D) 

pretreatments on MK-801-induced behavioral alterations in zebrafish. Animals were 

exposed to 20 µM MK-801 (during 30 minutes) immediately after pretreatments 

administration. The behavioral response was measured as time spent in top area o 

the tank during 10 minutes. The data are expressed as the mean ± S.E.M. (n=11 per 

group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni´s post-hoc 



 
 

test. The symbol * represents statistical difference when compared to the respective 

vehicle control group. The symbol # represents statistical difference when compared 

to the respective vehicle control group. ** P<0.005, *** P<0.0005. # P<0.05. 

 

Figure 6: Effects of AMPCP (A), EHNA (B), Dipyridamole (C), and NBTI (D) 

pretreatments on MK-801-induced behavioral alterations in zebrafish. Animals were 

exposed to 20 µM MK-801 (during 30 minutes) immediately after pretreatments 

administration. The behavioral response was measured as time spent in top area o 

the tank for each 60 seconds. The data are expressed as the mean ± S.E.M(n=11 

per group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni´s post-hoc 

test.  

 

Figure 7: Effects of Sulpiride (A,C), and SCH23390 (B,D) pretreatments on MK-801-

induced behavioral alterations in zebrafish. Animals were exposed to 20 µM MK-801 

(during 30 minutes) immediately after pretreatments administration. The behavioral 

response was measured as time spent in top area o the tank during 10 minutes (A,B) 

and for each 60 seconds (C,D). The data are expressed as the mean ± S.E.M. (n=16 

per group), and were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni´s post-hoc 

test.  

 

 

 

 

 

 



 
 

Table 1: Pretreatments with adenosinergic and dopaminergic drugs on MK-801 

antidepressant effects 

Drug Doses Vehicle Reference 

DPCPX 15 mg/kg DMSO 0.08% Southam et al., 2002 

CPA 1 mg/kg Saline Mares, 2010 

ZM 241385 10 µg/kg DMSO 0.08% Mares, 2010 

CGS 21680 1 mg/kg DMSO 0.08% Mares, 20102 

EHNA 100 µg/kg Saline Southam et al., 2002 

AMPCP 100 mg/kg Saline Siebel et al., 2015 

Caffeine 50 mg/kg Saline Bortolotto et al., 2015 

Dipydiramole 10mg/kg DMSO 0.08% Siebel et al., 2015 

NBTI  15 mg/kg DMSO 0.08% Siebel et al., 2015 

Sulpiride 50 mg/kg Saline Zarrindast et al., 2012 

SCH23390 15 µg/kg Saline Zarrindast et al., 2012 
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CAPÍTULO 3:  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 



 
 

A depressão é uma doença multifatorial grave e pacientes deprimidos 

apresentam risco aumentado de eventos cardiovasculares e suicídio. Este transtorno 

psiquiátrico afeta milhões de pessoas no mundo e estima-se que será a segunda 

maior causa de morte no ano 2020 (Fabbri et al, 2012;. Zarate et al, 2013). Os 

fármacos atualmente disponíveis não são absolutamente eficazes, tendo em vista o 

fato de que os pacientes apresentam recidivas e sintomas persistentes (Ates-Alagoz 

& Adejare, 2013). Os fármacos antidepressivos ISRS atuam na inibição da 

recaptação de serotonina através de proteínas transportadoras. Desta forma, a 

serotonina permanece ligada aos receptores agindo por mais tempo na fenda 

sináptica. Além disso, a ligação dos fármacos aos receptores ocorre com duração e 

potência diferentes, conferindo resultados clínicos distintos para cada paciente 

(Sghendo et al., 2011). Devido ao grande número de pacientes com depressão, 

comorbidades e o impacto econômico da doença, surge a necessidade de novos 

alvos terapêuticos mais eficazes e de início de ação rápido. 

O mecanismo neurobiológico da depressão está relacionado com o sistema 

serotonérgico, porém estudos mostram que outros sistemas de neurotransmissão, 

como os sistemas purinérgico (Sperlagh et al., 2012) e dopaminérgico (Willner et al., 

2005; Papakostas et al., 2006) também estão envolvidos. 

 O envolvimento do sistema purinérgico na fisiopatologia dos transtornos de 

humor, como a depressão, deve-se ao fato da adenosina regular o humor, sono, 

atividade, apetite, cognição, memória, limiar convulsivo, interação social e a 

impulsividade. Estudos genéticos mais recentes sugerem que o sistema purinérgico, 

especialmente a modulação dos subtipos de receptores P1 e P2, desempenha um 

papel importante em transtornos de humor (Backlund et al., 2012; Ortiz et al., 2014).  

Willner (2005) e Papakostas (2006) mostraram em seus estudos que a 

desregulação do sistema dopaminérgico está implicada na patogênese da 

depressão. A disfunção da neurotransmissão dopaminérgica no sistema 

mesolímbico pode contribuir para anedonia, perda de motivação e retardo 

psicomotor nos transtornos depressivos graves. Além disso, a dopamina ao ligar-se 

no receptor D3 regula a motivação e o comportamento relacionado com a 

recompensa. Desta forma, sugere-se que a modulação do sistema dopaminérgico 

pode representar um complemento promissor para antidepressivos tradicionais, 

especialmente no tratamento da anedonia e apatia (Leggio et al., 2013; Bonci e 

Hopf, 2005).  



 
 

 Diferentes estudos demonstram que doenças como Alzheimer, epilepsia, dor 

crônica, esquizofrenia, doença de Parkinson, ansiedade e transtorno depressivo 

maior são desenvolvidos a partir de distúrbios na sinalização NMDA (Kaster et al., 

2012; Ates-Alagoz e Adejare, 2013). O uso de antagonistas dos receptores NMDA 

em diferentes modelos animais para depressão induziu efeitos do tipo antidepressivo 

(Ates-Alagoz e Adejare, 2013). O MK-801 é um antagonista do receptor NMDA não 

competitivo e suas propriedades antidepressivas foram avaliadas através de 

diferentes estudos comportamentais (Ates-Alagoz e Adejare, 2013). Evidências 

mostram que o MK-801 provoca efeitos ansiolíticos, aumento na mobilidade e 

diminuição da aprendizagem e memória (Zarrindast et al., 2012). Por conseguinte, 

considera-se que os antagonistas dos receptores NMDA podem ser úteis para o 

desenvolvimento de uma nova geração de melhores tratamentos para a depressão. 

Estudos anteriores demonstram que a exposição aguda de MK-801 induz um 

comportamento ansiolítico, aumento do movimento e de preferência pela área 

superior do aquário (Seibt et al., 2010; Zarrindast et al., 2012). Seibt et al., (2010) 

mostraram que a exposição à 20µM MK-801 apresentaram alterações 

comportamentais como prejuízo na memória e déficit de interação social. 

 Duman (2014) relata que os antagonistas NMDA, como a cetamina, 

promovem a desinibição da transmissão de glutamato, gerando uma resposta rápida 

e transitória. Outros estudos indicam que os agentes capazes de aumentar a 

liberação de glutamato ou que atuam diretamente sobre os receptores de AMPA 

pós-sinápticos também podem apresentar rápidos efeitos antidepressivos (Maeng et 

al., 2008). Estudos mostram que os receptores de adenosina A1 diminuem a 

liberação de glutamato, atenuando a impulsividade motora (Marek, 2012). A 

modulação dos níveis de adenosina extracelular é promovida pela ação de ecto-5'-

nucleotidase e adenosina deaminase, enzimas responsáveis pela produção e 

degradação de adenosina, respectivamente. Outro importante mecanismo para 

controlar os níveis de adenosina extracelular envolve a ação de NTs. Dipiridamol 

diminui a recaptação da adenosina, aumentando a biodisponibilidade deste 

nucleosídeo na fenda sináptica, o que potencializa o seu efeito (Kulkarni e Mehta, 

1985). Kalueff et al., (2009) demostraram que a administração crônica de fluoxetina 

produziu efeitos fortes sobre o comportamento do peixe-zebra , incluindo 

significativamente menor latência para entrar na parte superior do tanque, mais 

tempo gasto no topo , e mais transições para o topo . O número de movimentos 



 
 

erráticos também foi reduzido drasticamente em peixes tratados com ISRS. Estes 

estudos foram utilizados como base para não utilização de controle positivo no 

experimento. 

 Em nosso estudo, analisamos o papel do sistema purinérgico e 

dopaminérgico no efeito tipo-antidepressivo induzido por MK-801 em peixe-zebra. 

Inicialmente, foi realizada uma curva de dose x tempo para determinar a 

concentração de MK-801 e o tempo de tratamento capaz de promover o efeito tipo-

antidepressivo esperado. Observou-se que os animais expostos a 5 μM MK-801 

durante 30 minutos permaneceram na parte superior do aquário por até 2 horas 

após a exposição. No entanto, os animais expostos a 20 µM MK-801 apresentaram 

preferência pela parte superior do aquário após 4 horas de exposição. Passadas 24h 

da exposição, os animais apresentaram preferência pelo fundo do tanque, como 

observado no grupo controle. A exposição repetida ao MK-801 também foi avaliada. 

Os animais foram expostos a 20 µM MK-801 por 30 minutos, uma vez ao dia durante 

7 dias consecutivos. Os resultados mostraram um padrão de resposta 

comportamental que foi semelhante a partir do primeiro até o 7º dia. Os grupos 

tratados e controle foram analisados antes de cada exposição diária, a fim de excluir 

possíveis alterações comportamentais induzidas por um comportamento adaptável 

ao ambiente. Entretanto, os resultados mostraram que os animais permaneceram no 

topo do aquário somente por 4 horas após a exposição. Portanto, estes resultados 

sugerem que o MK-801 apresenta efeito tipo-antidepressivo rápido, não cumulativo e 

que não é alterado pela exposição repetida. O efeito agudo observado está de 

acordo com estudos anteriores, como a cetamina, que investigaram outros 

antagonistas dos receptores NMDA não competitivos (Naughton et al., 2014).  

 Considerando-se que a sinalização de adenosina modula comportamentos 

normais e patológicos e está envolvida no humor e motivação, foi investigada a 

influência de receptores de adenosina e a modulação dos níveis de adenosina sobre 

os efeitos tipo-antidepressivos induzidos por MK-801. Analisou-se a influência de 

antagonistas e agonistas dos receptores de adenosina. Foram utilizados: cafeína, 

antagonista não seletivo dos receptores de adenosina; DPCPX, antagonista do 

receptor de adenosina A1; ZM 241385, antagonista do receptor de adenosina A2A; 

CPA, agonista do receptor de adenosina A1; e CGS 21680, agonista do receptor de 

adenosina A2A. Observamos que o pré-tratamento com cafeína, antagonista não 

seletivo da adenosina, inibiu o efeito tipo-antidepressivo induzido por MK-801. A 



 
 

cafeína estimula a atividade locomotora, modula o início e a qualidade do sono e 

melhora a atenção e memória (Cunha e Agostinho, 2010; Rivera-Oliver e Díaz-Ríos, 

2014). A ação farmacológica da cafeína se dá através do antagonismo não seletivo 

dos receptores de adenosina, A1 e A2A, como alvos preferenciais. Em função de tais 

ações, as evidências indicam que a cafeína aumenta a liberação de GABA por 

bloqueio do receptor A1 (Ferreira et al., 2014). Da Silva et al. (2005) demonstraram 

que o bloqueio do receptor A1 pela cafeína reduz o efeito locomotor induzido por MK-

801, diminuindo a liberação de GABA. Os nossos resultados mostraram que 

DPCPX, um antagonista seletivo do receptor A1, promoveu um efeito semelhante ao 

observado para a cafeína, impedindo os efeitos tipo-antidepressivos do MK-801. 

Além disso, os nossos dados demonstram que não há envolvimento dos receptores 

A2A no efeito tipo-antidepressivo de MK-801. Portanto, os nossos resultados indicam 

que o efeito tipo-antidepressivo induzido por MK-801 depende da ativação de 

receptores A1, o que poderia influenciar a neurotransmissão GABAérgica (Da Silva 

et al., 2005). Além disso, a modulação dos níveis de adenosina foi investigada 

através de pré-tratamento com AMPCP, um inibidor da ecto-5'-nucleotidase, e 

EHNA, inibidor da ADA, Dipiridamol, inibidor da captação de adenosina e NBTI, 

inibidor dos transportadores equilibrativos de adenosina. Os dados mostraram que o 

dipiridamol exacerba os efeitos tipo-antidepressivos induzidos por MK-801, 

possivelmente devido a um aumento nos níveis de adenosina extracelular 

promovidos pela inibição dos transportadores de nucleosídeos. 

 A interação das vias glutamatérgicas e dopaminérgicas está envolvida na 

modulação de comportamentos relacionados à ansiedade. Zarrindast et al. (2012) 

mostraram que a administração de MK-801 induziu comportamentos ansiolíticos, os 

quais foram potencializados pelo antagonista do receptor de dopamina D1 

(SCH23390) e bloqueados pelo antagonista do receptor de dopamina D2 (sulpirida). 

Estes autores não observaram mudanças na atividade locomotora, indicando que as 

doses aplicadas não parecem afetar os comportamentos relacionados à ansiedade. 

Alguns estudos têm mostrado que o aumento na atividade locomotora induzida por 

antagonistas do receptor de NMDA pode ser associado ao aumento da síntese, 

liberação, e o metabolismo de dopamina em várias regiões do cérebro. Os nossos 

resultados mostraram que o pré-tratamento com antagonistas dos receptores 

D1/D2/D3 não alterou as respostas comportamentais induzidas pelo MK-801. Estes 



 
 

achados demonstram que o efeito tipo-antidepressivo induzido por MK-801 no peixe-

zebra parece não estar diretamente relacionado ao sistema dopaminérgico. 

 Em resumo, nossos resultados sugerem que o efeito tipo-antidepressivo 

induzido por MK-801 em peixe-zebra é envolve a  ativação do receptor de adenosina 

A1. Além disso, as nossas constatações indicam que os receptores A2A, enzimas 

metabolizadoras de nucleosídeos e a sinalização dopaminérgica não estão 

diretamente envolvidos no efeito tipo-antidepressivo induzido por MK-801 em peixe-

zebra. 
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