
 

 

PONTIFÍCIA UNIVERSIDADE CATÓLICA DO RIO GRANDE DO SUL 

FACULDADE DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

 

 

FABIANO PERES MENEZES 

 

 

 

 

Avaliação da sinalização glutamatérgica ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra 

(Danio rerio) e suas implicações comportamentais e motoras 

 

ORIENTADORA: PROFª Dr
a
 ROSANE SOUZA DA SILVA 

 

 

 

 

 

Porto Alegre – RS 

Janeiro, 2014



 

 

 

 

FABIANO PERES MENEZES 

 

 

 

Avaliação da sinalização glutamatérgica ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra 

(Danio rerio) e suas implicações comportamentais e motoras 

 

 

 

 

Dissertação apresentada como requisito 

para a obtenção do grau de Mestre pelo 

Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Celular e Molecular da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do 

Sul. 

 

 

Orientadora: Profª Drª ROSANE SOUZA DA SILVA 

 

 

Porto Alegre – RS 

Janeiro, 2014 



 

 

 

 

FABIANO PERES MENEZES 

 

Avaliação da sinalização glutamatérgica ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra 

(Danio rerio) e suas implicações comportamentais e motoras 

 

Dissertação apresentada como requisito 

para a obtenção do grau de Mestre pelo 

Programa de Pós-Graduação em Biologia 

Celular e Molecular da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do 

Sul. 

 

Aprovada em: ____de__________________de________. 

 

BANCA EXAMINADORA: 

 

______________________________________________ 

Profa. Carina Rodrigues Boeck 

 

______________________________________________ 

Prof. Dr. Diogo Losch de Oliveira 

  

         ____________________________________________ 

 Prof. Dr. Diogo Rizatto Lara 

 

Porto Alegre – RS 

Janeiro, 2014 



 

 

 

 

Agradecimentos 

 

Gostaria de agradecer a todos que de certa forma contribuíram em toda minha trajetória 

até aqui.  Agradeço aos meus colegas de laboratório por todo apoio durante esse tempo 

de ótima convivência. E principalmente agradeço a minha orientadora Rosane Souza da 

Silva por todo o tempo e empenho dedicados à árdua tarefa de orientar minha formação 

como pesquisador desde a graduação.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não são as espécies mais fortes que 

sobrevivem nem as mais inteligentes, e sim 

as mais suscetíveis a mudanças. 

Charles Darwin 

 

http://pensador.uol.com.br/autor/charles_darwin/


 

 

 

 

Resumo 

Distúrbios na sinalização glutamatérgica são propostos como a causa de inúmeras 

patologias do sistema nervoso. O peixe-zebra tem sido considerado um eficiente modelo 

na investigação das bases neuroquímicas de diversos transtornos, tais como a 

esquizofrenia e a epilepsia. Diversos sistemas de neurotransmissão já foram 

caracterizados em peixe-zebra, incluindo o sistema glutamatérgico. Além disto, um 

vasto repertório de respostas comportamentais a fármacos já foram caracterizados em 

especial em indivíduos adultos. Entretanto, pouca informação é disponível a cerca da 

capacidade de gerar resposta a clássicas drogas de ação glutamatérgica em fases iniciais 

do desenvolvimento em peixe-zebra. Ao longo do desenvolvimento, os receptores 

glutamatérgicos apresentam uma ordenada variabilidade entre as subunidades que os 

compõem, o que lhes confere diferentes propriedades farmacocinéticas e grau de 

afinidade por seus ligantes. Desta forma, neste trabalho foi analisado o perfil de resposta 

locomotora/comportamental do peixe-zebra ao antagonista glutamatérgico MK-801 em 

diferentes doses nas idades de 30, 60, 120 dias pós-fertilização (dpf) e 2 anos pós-

fertilização(apf), bem como o efeito da pré-exposição à cafeína sobre os efeitos do MK-

801. Adicionalmente, foi analisado o perfil de expressão das subunidades que compõem 

o receptor NMDA em cérebro total de peixe-zebra ao longo do desenvolvimento. A 

resposta locomotora ao ácido caínico (KA) também foi avaliada em diferentes doses nas 

idades de 7, 15 e 30 dpf. A pré-exposição ao ácido caínico em animais de 24 horas pós-

fertilização (hpf) e 7 e 15 dpf foi confrontada pela exposição ao ácido caínico aos 2 

meses de vida do peixe-zebra. Os resultados encontrados neste trabalho demonstram 

haver uma resposta idade-dependente na atividade locomotora do peixe-zebra, tanto 

para MK-801 quanto para ácido caínico. O pico de resposta locomotora ao MK-801 foi 

entre 60 e 120 dpf, o qual foi parcialmente prevenido pela pré-exposição à cafeína e foi 

capaz de alterar de forma idade-dependente o tempo no topo do aquário, utilizado como 

uma medida de ansiedade. A análise de expressão das subunidades dos receptores 

NMDA em cérebro de peixe-zebra demonstrou que as subunidades NR2C e NR2D 

possuem expressão tardia em relação às subunidades NR1, NR2A e NR2B. Os animais 

que foram expostos ao KA apresentaram alteração na atividade locomotora sem exibir 

características convulsivas clássicas. Entretanto, a pré-exposição ao KA aos 7dpf foi 

capaz de prevenir parcialmente os eventos convulsivos em resposta à injeção de KA (6 

mg/Kg, i.p) aos 2 meses pós-fertilização.  

Palavras chave: Peixe-zebra, Sistema Glutamatérgico, Desenvolvimento 



 

 

 

 

Abstract 

Disturbances in glutamatergic signaling have been proposed as the cause of many 

diseases of the nervous system. The zebrafish has been considered as an efficient model 

in the investigation of the neurochemical basis of various disorders, such as 

schizophrenia and epilepsy. Several neurotransmitter systems have been characterized 

in zebrafish, including the glutamatergic system. Moreover, a vast repertoire of 

behavioral responses to drugs has been characterized in particular in adults. However, 

little information is available about the ability to generate response to classic drugs of 

glutamatergic action in the early stages of development in zebrafish. Throughout 

development, ionotropic glutamate receptors have an orderly variability between the 

subunits that compose them, giving them different pharmacokinetic properties and 

degree of affinity for their ligands. In this way, we analyzed the locomotor/behavioral 

profile of zebrafish in response to the glutamate receptor antagonist, MK-801, in 

different doses in 30, 60, 120 days post-fertilization (dpf) and 2 years post-fertilization 

animals, as well the effect of caffeine pre-exposure on MK-801 action. Additionally, we 

analyzed the expression profile of subunits that comprise the NMDA receptor in whole 

brain of zebrafish during development. Locomotor/behavioral response to kainic acid 

(KA) was evaluated in different doses at ages 7, 15 and 30 dpf. Also, the pre-exposure 

to kainic acid in 24 hours post-fertilization (hpf) and 7 and 15 dpf animals was 

challenged by a second exposure to kainic acid at 2 months post-fertilization The results 

demonstrated that zebrafish has an age-dependent response to MK-801 and kainic acid, 

at least on the locomotor/behavior aspects. The peak of locomotor response to MK-801 

occurred at 60-120 days post-fertilization, which was partially prevented by caffeine 

and able to alter the time on upper zone of aquarium as a measure of anxiety.  Analysis 

of gene expression of NMDA receptor subunits in zebrafish brain demonstrated that 

NR2C and NR2D subunits have later expression in comparison to subunits NR1, NR2A 

and NR2B. The animals that were exposed to KA showed alterations in locomotor 

activity without displaying classic convulsive characteristics. However, pre- exposure to 

7dpf KA was able to partially prevent the seizure events in response to KA injection (6 

mg / K) at 2 months post- fertilization. 

Key words: Zebrafish, Glutamatergic system, Development 
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Parte I 

1 Introdução 

1.1  Sistema Glutamatérgico  

 

 O glutamato é um aminoácido não essencial que possui importante papel no 

metabolismo celular, contribuindo como substrato do ciclo do ácido cítrico, ou no 

metabolismo de compostos nitrogenados através da desaminação, processo no qual 

libera seu grupo amina na forma de amônia.  No sistema nervoso, o glutamato é o 

aminoácido livre de maior abundância, exercendo tanto funções metabólicas quanto de 

neurotransmissão (BROSNAN; BROSNAN, 2012). A síntese do glutamato pode 

acorrer a partir de uma série de precursores, tais como, o α-cetoglutarato ou 

oxaloacetato provenientes do ciclo do ácido cítrico, da transaminação de outros 

aminoácidos e da ação da glutaminase (TYLICKI; BUNIK; STRUMIŁO, 2011). 

Embora não se possa determinar uma dessas vias como responsável especifica para o 

montante do glutamato que atua como neurotransmissor, sabe-se que há uma diferença 

de concentração de glutamato de acordo com as porções do botão sináptico 

(NICHOLLS; ATTWELL, 1990). A porção intra-vesicular possui uma concentração de 

100mM de glutamato, o que é dez vezes maior do que a encontrada no citosol de 

terminais pré-sinápticos (NICHOLLS; ATTWELL, 1990). O glutamato atuante na 

neurotransmissão é estocado em vesículas e tem sua liberação para a fenda sináptica 

dependente de Ca
+ 

(NICHOLLS; SIHRA; SANCHEZ-PRIETO, 1987; WILKINSON; 

NICHOLLS, 1989). O glutamato é conhecido por ser o principal neurotransmissor 

excitatório do sistema nervoso, participando em processos neurais de plasticidade 

sináptica, promoção de alterações de longa duração na excitabilidade neuronal, como o 

potencial de longa duração (LTP, do inglês Long-Term Potentiation) e a depressão de 

longa duração (LTD, do inglês Long-Term Depression), estando assim envolvido em 

funções como aprendizado e memória (MUKHERJEE; MANAHAN-VAUGHAN, 

2012), além de estar envolvido em eventos relacionados à fase inicial do 

desenvolvimento da rede neural. 
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 As concentrações de glutamato na fenda sináptica podem ser controladas por sua 

liberação via vesículas, processo que sofre grande influência de neuromoduladores 

como a adenosina, pela atividade de enzimas como a glutamato desidrogenase, 

glutamina sintetase e glutamato descarboxilase (GAD, do inglês glutamic acid 

decarboxylase) ou ainda pela recaptação do glutamato por transportadores específicos. 

Os transportadores de glutamato se dividem em duas classes, os VGLUTS são 

transportadores dependentes do gradiente eletroquímico de prótons, estão localizados 

nas membranas de vesículas e são responsáveis pelo armazenamento do glutamato em 

vesículas (NEALE; COPELAND; SALT, 2013; SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO, 

2004). Os transportadores de aminoácidos excitatórios dependentes de sódio (EAATs, 

do inglês Excitatory amino-acid transporters) são responsáveis por auxiliar no termino 

do sinal e na manutenção das concentrações de glutamato (BELLOCCHIO et al., 2000). 

Os EAATs são localizados na membrana plasmática de neurônios e células da glia e, 

conforme suas afinidades por substratos específicos e sensibilidade para inibidores, são 

classificados nos sub-tipos EAAT1-5 (O’SHEA et al., 2002; ZERANGUE; 

KAVANAUGH, 1996) (Figura 1). 

 

Figura 1-Transportadores Glutamatérgicos 

 

 

Fonte: (SHIGERI; SEAL; SHIMAMOTO, 2004) 

Nota: Transporte de glutamato na fenda sináptica. EAATs (excitatory amino acid transporters:), VGLUTs 

(vesicular glutamate transporters). 



 

 

12 

 

 

 

  A ação de neurotransmissão do glutamato dá-se pela sua ligação a receptores 

presentes na membrana dos terminais sinápticos, estes estão categorizados em duas 

classes distintas; metabotrópicos e ionotrópicos. Os receptores metabotrópicos 

(mGluRs), são compostos por polipeptídios que possuem sete domínios trans-

membranas e são classificados em oito subtipos de acordo com seu segundo 

mensageiro. Os mGluRs são acoplados à proteína G e transmitem seu sinal de forma 

indireta através de segundo mensageiro, tais como a fosfolipase C e o AMPc 

(BERTRAND et al., 2002). Sua ativação resulta na modulação de uma variedade de 

funções celulares, incluindo o fluxo de corrente através dos canais iônicos (CHU; 

HABLITZ, 2000). Os receptores glutamatérgicos do tipo ionotropicos (iGluR) são 

ligados a canais catiônicos não seletivos que permitem o fluxo de K
+
, Na

+
 e Ca

2+
, em 

resposta ao glutamato, mediando assim a vasta maioria da transmissão excitatória no 

cérebro (LOPACHIN et al., 2001). Os iGluR estão divididos em três classes de acordo 

com sua farmacologia e sua estrutura molecular: cainato, AMPA e NMDA. Suas 

nomenclaturas são baseadas em seus agonistas farmacológicos de ligação especifica: 

Ácido caínico (KA, do inglês Kainic acid), Ácido-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazole propiônico (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA) (MELDRUM, 2000). Os 

iGluR estão presentes em terminais pós-sinapticos e quando ativados pelo ligante 

estimulam a abertura de um canal iônico e a passagem dos íons provoca uma corrente 

pós-sináptica excitatória que varia em velocidade e duração de acordo com o iGluR 

ativado (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998).   

 Os receptores caínicos são ligados a canais permeáveis a cátions que são 

ativados por baixas concentrações de ácido caínico e que exibem ativação rápida e 

característica dessensibilização. Estes receptores são tetrâmeros compostos por arranjos 

de cinco subunidades (KA1, KA2, GluR5, GluR6 e GluR7). A composição dos 

receptores pode variar conforme a estrutura cerebral em que está localizado (WERNER 

et al., 1991; WILDING; HUETTNER, 2001; WISDEN; SEEBURG, 1993). Receptores 

do tipo cainato não possuem uma distribuição cerebral tão ampla quanto os receptores 

AMPA e NMDA e, geralmente, estão co-localizados com estes (PINHEIRO; MULLE, 

2006). Entretanto, há casos em que a neurotransmissão é de exclusividade dos 

receptores caínicos (HUETTNER, 2003; LEE; LEE; JEON, 2012). Nas porções pós-
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sinápticas, os receptores caínicos contribuem para as correntes excitatórias mesmo que 

em menor escala (CASTILLO; MALENKA; NICOLL, 1997; MULLE et al., 1998), já 

nos terminais pré-sinápticos podem agir como moduladores da liberação de 

neurotransmissores como GABA e glutamato (HUETTNER, 2003), sendo este papel 

modulador dependente da concentração dos seus ligantes na fenda sináptica (DUNCAN 

et al., 2011; GISABELLA; BOLSHAKOV; BENES, 2012; SCHMITZ; MELLOR; 

NICOLL, 2001). Mesmo sendo um tipo de receptor ionotrópico, o receptor caínico 

dispara ações metabotrópicas através da ativação de Proteína G e subseqüente ativação 

de Proteínas Quinase A e C (RODRÍGUEZ-MORENO; SIHRA, 2007).  

Os receptores NMDA são caracterizados pelo bloqueio voltagem-dependente 

exercido pelo Mg
2+

 extracelular (JOHNSON; ASCHER, 1990), pelos sítios de alta e 

baixa afinidade por Ca
+2 

(LIU; VON EULER, 1999) e pela menor atividade cinética em 

ralação aos receptores AMPA (LESTER et al., 1990). Além disso, para exercer suas 

funções é necessária a co-ativação por dois ligantes: glutamato e glicina. Os receptores 

NMDA formam heterômeros compostos por duas subunidades do tipo NR1 e duas 

subunidades do tipo NR2 ou NR3 ou ambas. A subunidade NR1 possui oito variações 

produzidas por splicing alternativo (NR1A, NR1B, NR2A, NR2B, NR3A, NR3B, 

NR4A e NR4B), a subunidade NR2 possui quatro isoformas (NR2A-NR2D) e a 

subunidade NR3 duas (NR3A e NR3B) (SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004; 

STEPHENSON, 2006). O receptor NMDA pode apresentar diferentes propriedades 

conforme a combinação das subunidades NR2 que irão compor o receptor NMDA em 

conjunto com as subunidades NR1(KUTSUWADA et al., 1992). Os receptores NMDA 

estão amplamente distribuídos em todo o sistema nervoso, com uma maior concentração 

na região do hipocampo, sendo um dos receptores de neurotransmissores mais 

fortemente regulado (OZAWA; KAMIYA; TSUZUKI, 1998) (Figura 2).  
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Figura 2- Subunidades que compões o receptor NMDA 

 

Fonte: (GIELEN et al., 2009) 

Nota: Exemplos de possíveis arranjos entre as subunidades para formação do receptor NMDA. 

 

1.2 Ontogenia dos receptores  Glutamatérgicos: NMDA e Caínico 

  

 Durante a fase inicial de desenvolvimento do cérebro pode-se destacar processos 

como proliferação, migração, organização morfo-funcional e sinaptogênese. O 

glutamato, assim como o GABA, desempenha um papel fundamental, agindo como um 

fator parácrino, sendo liberado no meio extracelular de forma não convencional, ou seja, 

não envolvendo uma comunicação sináptica, e se difundindo de forma a atuar na 

maturação e migração neuronal (MANENT et al., 2005). A modulação da migração 

exercida por esse neurotransmissor parece estar relacionada ao estabelecimento de 

gradientes morfogênicos que guiam a migração dos neuroblastos para a região alvo, ou 

criando um substrato permissivo para migração, dando ao neuroblasto condições 

necessárias para mobilidade (MANENT et al., 2005, 2006). A presença de receptores 

específicos em determinadas regiões auxilia no tipo de migração que ocorrerá. Os 

receptores NMDA atuam em especial em migrações radiais de células piramidais do 

hipocampo e células granulosas do cerebelo (MANENT et al., 2006). Uma exacerbação 

na concentração do neurotransmissor glutamato na fase embrionária pode acarretar em 

sérios danos na arquitetura da rede neural, não só causando danos imediatos, como 

também tornando o cérebro mais suscetível a transtornos tardios que tenham como 

gatilho fatores ambientais (KOH et al., 1999). 

 O papel do glutamato nos processos que desencadeiam na formação e 

manutenção da rede neural ao longo do desenvolvimento é crucial. No entanto as ações 

do glutamato durante o desenvolvimento não dependem somente da sua concentração 

na fenda sináptica, mas também das propriedades de seus receptores, que mesmo sendo 
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da mesma classe, podem apresentar diferentes atividades cinéticas ou afinidade pelos 

seus ligantes, isso devido à possibilidade de serem formados de forma homomérica ou 

heteromérica por um conjunto variado de subunidades (COX; KUCENAS; VOIGT, 

2005; GIELEN et al., 2009; HABERNY et al., 2002; KUMAR; SCHUCK; MAYER, 

2011; MOTT et al., 2010; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). Os receptores 

ionotropicos são compostos por tetrâmeros a partir de suas subunidades. As 

subunidades que irão compor esses tetrâmeros podem variar de acordo com a região do 

cérebro ou a fase de desenvolvimento (GIELEN et al., 2009).  Em experimento 

realizado por Ritter e colaboradores (RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF, 

2002), utilizando fatias do hipocampo de ratos, foi examinado os transcritos para as 

subunidades dos receptores NMDA, AMPA e caínico por hibridização in situ, em várias 

fases do desenvolvimento entre 1 e 35 dias pós-nascimento (DPN). Verificou-se que 

quase todas as subunidades apresentaram um período de transição em que houve um 

maior pico de expressão entre 3 e 14DPN, períodos de maior plasticidade neural. Os 

níveis de expressão de cada subunidade ao longo do desenvolvimento têm sido 

vinculados a um amadurecimento dos receptores glutamatérgicos, já que esses níveis 

têm impacto sobre a composição dos receptores e consequentemente em suas 

propriedades farmacocinéticas (MONAGHAN; LARSEN, 1997; NANSEN et al., 2000; 

PESIĆ et al., 2010).   

 Os receptores caínicos apresentam diferentes propriedades farmacocinéticas 

conforme as subunidades que os compõem, por isso a variação no nível de expressão 

dessas subunidades ao longo do desenvolvimento pode afetar suas respostas a fármacos 

(SWANSON et al., 2002). Os receptores caínicos podem ser composto por 

homodimeros ou heterodimeros. Nos receptores caínicos, as subunidades mais 

expressas na fase neonatal, de forma geral, são KA2 e GluR7, exceto na região do 

hipocampo onde há alta expressão da subunidade KA1 nos primeiros dias pós-

nascimento (HOLOPAINEN, 2008; RITTER; UNIS; MEADOR-WOODRUFF, 2001; 

ZAMANILLO et al., 1999). A subunidade GluR5 não é detectada na fase embrionária 

no mesencéfalo e estriado, tendo seu maior pico de expressão nessas regiões durantes a 

segunda semana pós nascimento, ao contrario da subunidade GluR6 que nessas regiões 

está presente desde a fase embrionária, e sofrendo um leve decréscimo nas fases 

subseqüentes. No hipocampo, Glur5 e GluR6 aparecem com similar distribuição, ao 

longo do desenvolvimento (LILLIU et al., 2002; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-
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WOODRUFF, 2002; WILDING; HUETTNER, 2001; WULLNER et al., 1997). A 

expressão da subunidade GluR7 é detectada desde a fase embrionária, alcançando seu 

maior pico na primeira semana pós-nascimento, seguida de decréscimo até a fase adulta, 

quando é amplamente distribuída em todo o cérebro, porém com baixos níveis de 

expressão (LILLIU et al., 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade 

KA1 aparece com baixos níveis de expressão desde a fase embrionária, com um 

pequeno aumento na segunda semana pós-nascimento, e mantendo- se com baixos 

níveis até a fase adulta, com presença principalmente na região do hipocampo. Ao 

contrário da subunidade KA1, a subunidade KA2, tem seus níveis de expressão 

aumentados desde a fase embrionária e se mantém com poucas variações até a fase 

adulta, apresentando ampla distribuição em todo o cérebro (LILLIU et al., 2002; 

RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF, 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 

2004; WILDING; HUETTNER, 2001; WULLNER et al., 1997) 

  Com relação aos receptores NMDA, sabe-se que as subunidades NR1 

apresentam alto nível de expressão desde fases iniciais do desenvolvimento, por ser a 

única subunidade capaz de formar homodimeros, enquanto NR2 e NR3, só podem 

formar dímeros na presença de NR1, sendo assim a ausência da subunidade NR1 é letal 

(FORREST et al., 1994; SCHÜLER et al., 2008). As subunidades NR2 e NR3 

apresentam-se com maior variabilidade, com NR2B e NR2D exibindo alta expressão no 

inicio do desenvolvimento, tanto em ratos quanto em humanos, sofrendo um decréscimo 

nas fases subsequentes, seguido de um aumento da expressão das outras subunidades 

(RITTER; UNIS; MEADOR-WOODRUFF, 2001; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-

WOODRUFF, 2002; SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). Esta variação na expressão 

das subunidades ao longo da idade, também pode ser observada de acordo com a região 

do cérebro (Figura 3), com algumas subunidades tendo predominância em algumas 

áreas, como no caso da subunidade NR2A que em fases iniciais tem um nível de 

expressão quase nulo, e aparece expressa em níveis elevados, predominantemente no 

prosencefalo, hipocampo e cerebelo em ratos adultos (AKAZAWA et al., 1994). A 

subunidade NR2B que na fase inicial do desenvolvimento possui altos níveis de 

expressão e é amplamente distribuído no sistema nervoso, em fases subsequentes, tem 

seus níveis reduzidos e sua distribuição mais restrita ao córtex, hipocampo e bulbo 

olfatório (MONYER et al., 1994). A subunidade NR2C, que aparece apenas em fases 

mais tardias do desenvolvimento têm sua distribuição predominantemente na região do 
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cerebelo (SIMEONE; SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade NR2D, que em neonatos 

é amplamente distribuído, em adultos, apresenta uma queda em seus níveis de expressão 

e sua distribuição se restringe ao núcleo talâmico e hipotálamo, córtex, hipocampo e 

núcleo cerebelar (AKAZAWA et al., 1994; MONYER et al., 1994; SIMEONE; 

SANCHEZ; RHO, 2004). A subunidade NR3A está restrita a fases iniciais de 

desenvolvimento e a subunidade NR3B tem seus níveis aumentados ao longo do 

desenvolvimento em neurônios motores (GIELEN et al., 2009).  

 

 

Figura 3 - Distribuição das subunidades NMDA em cérebro de camundongo 

 

Fonte: (GIELEN et al., 2009) 

Nota: Padrão de desenvolvimento da expressão das subunidades do receptor NMDA no cérebro de 

camundongo nos estágios pós-nascimento (0 dias pós-nascimento (P0), 2 semanas pós-nascimento (P14) 

e Adulto).   

 

1.3 Patologias associadas a distúrbios na sinalização glutamatérgica 

  

     O papel excitatório do glutamato no sistema nervoso, quando em excesso, pode 

ser danoso, causando processos patológicos pelos quais as células nervosas sofrem 

injurias, o que pode levar a apoptose. Esta estimulação excessiva causa um elevado 

influxo de cálcio na célula através de canais ionotrópicos ativando uma série de enzimas 

entre as quais, Fosfolipases, Endonucleases e Proteases de forma exacerbada, ativando 

ou inibindo a fosforilação da Proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc 

(CREB) (MALI; ZHANG; CHINTALA, 2011; MANEV et al., 1990). Essa 
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neurotoxicidade causada por excesso de glutamato pode estar envolvida em uma série 

de doenças neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, entre outras (BLANDINI; 

PORTER; GREENAMYRE, 1996; GORDON, 2010; HYND; SCOTT; DODD, 2004; 

KONRADI; HECKERS, 2003). Algumas dessas doenças estão associadas à perda 

neuronal ao longo do envelhecimento, o que não é compatível com a velocidade em que 

acontece excitotoxidade provocada pelo influxo de cálcio via receptores 

glutamatergicos (IKONOMIDOU; TURSKI, 1995). No entanto, evidencias sugerem 

que a ativação dos receptores glutamatérgicos pode estar associada a um prejuízo no 

metabolismo energético, além de estresse oxidativo, que culminariam em morte celular 

(COYLE; PUTTFARCKEN, 1993; IKONOMIDOU; TURSKI, 1995, 1996; TURSKI; 

TURSKI, 1993). Além disto, Estudos sobre distúrbios do humor e ansiedade têm 

demonstrado, que há alterações nos níveis de glutamato e no seu metabolismo, além de 

mudanças volumétricas nas áreas cerebrais onde há predominância de neurônios 

glutamatérgicos (MUSAZZI et al., 2013). Disfunções no sistema glutamatérgico 

também estão envolvidas na epilepsia, a qual é caracterizada pela ocorrência de crises 

convulsivas espontâneas, provocadas por descargas neuronais sincronizadas (NITECKA 

et al., 1984). 

 Diferente de algumas doenças neuropsiquiatricas, a esquizofrenia ainda tem suas 

bases pouco conhecidas. Entretanto, recentes avanços na identificação de genes 

suscetíveis indicam que esta doenca possui impactos diretos na biologia molecular das 

sinapses.  A influência genética na biologia das sinapses inclui efeitos em receptores 

(genes GRM3, CHRNA7 e G72), transdução de sinal (gene RGS4) e regulação da 

plasticidade e sinaptogênese (genes NRG1, disbindina, DISC1 e calcineurina), em 

especial nas sinapses glutamatérgicas (HARRISON; WEINBERGER, 2005).    

 A sinalizaçao mediada pelos receptores NMDA parece ser influenciada direta ou 

indiretamente pela maioria dos genes identificados por conferirem suscetibilidade à 

patologia da esquizofrenia (HARRISON; WEINBERGER, 2005). 

 As disfunções neuroquímicas com base na sinalização glutamatérgica compõe 

uma vasta gama de patologias com consequências fisiológicas que impactam a saúde 

física dos indivíduos afetados e seus aspectos mentais incluindo a qualidade da 

interação social, o pensamento, os sentimentos e o humor.  A definição do ponto inicial 

ou dos múltiplos fatores para o surgimento de tais patologias é extremamente difícil de 
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ser realizado. Para uma composição mais acurada destas disfunções faz-se necessário a 

conciliação de diversas estratégias de pesquisa incluindo genética molecular, estudos 

farmacológicos in vitro e in vivo, bem como dos fatores ambientais que possam 

contribuir. A contribuição dos modelos animais para o estudo das bases neuroquímicas 

de patologias é de fundamental importância. Desta forma, nos próximos itens serão 

apresentados modelos animais que contribuem para o estudo do sistema glutamatérgico. 

 

 

1.4  Modelos animais baseados na ação do antagonista de receptor 

NMDA: MK-801   

 

O uso MK-801 como modelo farmacológico promove efeitos como, ataxia, 

isolamento social, hiperatividade entre outros, o que o torna atrativo para a mimetização 

dos sintomas positivos e negativos ao modelar a patologia da esquizofrenia (BAST et 

al., 2000; HARGREAVES; CAIN, 1992; HYND; SCOTT; DODD, 2004; MANAHAN-

VAUGHAN et al., 2008; RUNG et al., 2005). O antagonismo exercido pelo MK-801 ao 

receptor NMDA ainda pode desencadear outras consequências como déficits de 

aprendizado e memória (FLINT; NOBLE; ULMEN, 2013; VAN DER STAAY et al., 

2011). Os efeitos comportamentais provocados pela administração do MK-801 são 

mensurados por uma série de testes. Entre os testes mais utilizados estão o labirinto em 

cruz elevado (elevated Plus-maze) (HLINÁK; KREJCÍ, 2002; PELLOW et al., 1985), o 

labirinto de Morris (Morris Water-maze) (AHLANDER et al., 1999; MORRIS, 1984) e 

o Campo aberto (open-field) (CAREY; DAI; GUI, 1998; HALL; L, 1932). A 

caracterização das manifestações comportamentais exibidas por modelos animais 

expostos ao MK-801 demonstra a existência de variações na intensidade da resposta, 

dependente de idade, sexo e linhagem do modelo proposto (ANDINÉ et al., 1999; 

FARLEY et al., 2012).  

O efeito hiperlocomotor induzido pela administração de MK-801 parece estar 

fortemente associado à modulação exercida pela adenosina. Agonistas de receptores A1 

e A2 neutralizam as alterações neurofisiológicas e comportamentais induzidas por 

antagonistas NMDA (FRASER et al., 1997). Foi demonstrado que o tratamento crônico 

com cafeína é capaz de atenuar o efeito hiperlocomotor provocado pelo tratamento 
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agudo com MK-801, evento denominado de tolerância cruzada (DALL’IGNA et al., 

2003). Quando a administração da cafeína é efetuada na fase gestacional e neonatal, a 

tolerância cruzada exibida entre cafeína e MK-801 parece perdurar por algum tempo 

mesmo após o tratamento com cafeína ser interrompido (DA SILVA et al., 2005). Por 

outro lado, Zamzow e colaboradores demonstraram em seu trabalho a importância do 

Ca
2+

 no controle que o sistema glutamatérgico exerce sobre a liberação de adenosina na 

fenda sináptica (ZAMZOW; BOSE; PARKINSON, 2009). Além disto, alguns 

antagonistas de NMDA, como o MK-801, podem bloquear a liberação de adenosina 

dependendo da seletividade para as subunidades formadoras do receptor NMDA 

(ZAMZOW; BOSE; PARKINSON, 2009). Tudo isso sugere um grande envolvimento 

da adenosina nas alterações comportamentais e locomotoras promovidas pela 

administração de antagonistas glutamatérgicos. 

 Modelos que mimetizam sintomas relativos às disfunções no sistema 

glutamatérgico já foram desenvolvidos em ratos, primatas não humanos e nos últimos 

anos o uso de peixe-zebra tem crescido devido a uma série de fatores que o tornam um 

modelo animal muito atrativo. O uso do peixe-zebra para experimentos em neurociência 

tem se consolidado em virtude do seu repertório comportamental e sua conservada 

resposta a fármacos, o que permite traçar, de certa forma, um paralelo com outros 

vertebrados (BUSKE; GERLAI, 2011; CHAMPAGNE et al., 2010). Recentemente, o 

genoma do peixe-zebra foi sequenciado e foi identificado que 71% dos genes humanos 

têm ao menos um ortólogo em peixe-zebra (HOWE et al., 2013).   

 Assim como em mamíferos, o peixe-zebra apresenta variabilidade no estágio de 

desenvolvimento e na distribuição das subunidades que compõem o receptor NMDA 

(COX; KUCENAS; VOIGT, 2005). Testes envolvendo a administração do MK-801, 

demonstraram alterações no padrão de nado e comportamento do peixe-zebra, tanto em 

peixe adultos quanto em larvas (CHEN et al., 2010; SISON; GERLAI, 2010). A 

exposição do peixe-zebra adulto a antagonistas ou agonistas glutamatérgicos gera 

influência sobre sua atividade locomotora, levando tanto a um aumento da distância 

percorrida quanto a um padrão circular no trajeto percorrido (RIEHL et al., 2011; 

SEIBT et al., 2010; SWAIN; SIGSTAD; SCALZO, 2004). O comportamento de grupo, 

natural no peixe-zebra, também é alterado pela administração do MK-801, levando a 

uma diminuição na interação social (SEIBT et al., 2011; SISON; GERLAI, 2010), bem 

como, já foi registrado um decréscimo na preferência por ambientes enriquecidos após a 
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exposição ao MK-801 (SWAIN; SIGSTAD; SCALZO, 2004). Tais informações ainda 

são incipientes, mas contribuem para a consolidação do uso do peixe-zebra em estudos 

sobre os mecanismos da sinalização glutamatérgica envolvidos em doenças 

neurológicas. 

1.5  Modelos animais baseados na ação do agonista de receptor Caínico: 

Ácido Caínico 

 

 A administração de ácido caínico representa um dos modelos de epilepsia mais 

amplamente utilizado nas fases iniciais do desenvolvimento, especialmente para 

mimetizar a epilepsia de lobo temporal (HOLOPAINEN, 2008; NITECKA et al., 1984). 

Foi demonstrado que roedores submetidos à indução de crises convulsivas por ácido 

caínico nas fases iniciais de desenvolvimento, quando na fase adulta, passaram a 

apresentar episódios convulsivos espontâneos (ZHANG et al., 2004).  Evidências têm 

suportado a idéia de que o ácido caínico leva a neurotoxicidade através da ativação de 

receptores caínicos pré-sinápticos e a liberação de glutamato (ANDRADE-TALAVERA 

et al., 2013; RODRÍGUEZ-MORENO; SIHRA, 2004). Crises convulsivas ocorrem em 

decorrência de uma atividade neural sincrônica excessiva, podendo ser desencadeada 

por uma série de fatores, os quais podem ser mimetizados pela administração do 

agonista do receptor caínico/AMPA. A magnitude das crises convulsivas em animais 

modelos geralmente são medidas pela perda neuronal ou por escores comportamentais, 

que se sucedem progressivamente conforme a intensidade da crise (imobilidade, rigidez, 

movimentos circulares, clonus dos membros anteriores, quedas e Tônico-clonus (saltos) 

(MCKHANN et al., 2003). No entanto foi observado que a sensibilidade crises 

convulsivas e toxicidade provocadas pelo ácido caínico pode diferir entre as linhagens 

utilizadas. Por um longo tempo, roedores vem sendo usados como modelos de epilepsia, 

no entanto, em estudos recentes, o peixe-zebra têm tido sucesso tanto em larvas quanto 

em adultos como modelos para crises convulsivas, o que permite uma correlação da 

atividade cerebral usando modelos animais de epilepsia (ALFARO; RIPOLL-GÓMEZ; 

BURGOS, 2011). O cérebro de animais que sofreram crises convulsivas pode passar 

por subseqüentes processos, tais como, morte neuronal resposta neuroprotetora mediada 

e finalmente por um processo de mudanças na conectividade celular, reorganização 

sináptica e neurogênese (BENGZON et al., 1997; HOLOPAINEN, 2008; KOKAIA, 

2011; SADGROVE; CHAD; GRAY, 2005). No entanto, diferente do padrão observado 

em animais adultos, animais mais jovens não apresentam redução na proliferação 
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neural, isso tanto para roedores quanto para peixe-zebra, dando indicativos que animais 

com a rede neural ainda imatura apresentam maior resistência aos danos provocados por 

ácido caínico (HAAS et al., 2001; NITECKA et al., 1984; SADGROVE; CHAD; 

GRAY, 2005; TANDON et al., 1999).   

 

 

 

 

1.5 Justificativa 
O sistema glutamatérgico está envolvido em um conjunto de processos que são 

cruciais na fase inicial do desenvolvimento do sistema nervoso (MANENT et al., 2006). 

Distúrbios ocorridos nessa fase perturbam uma série de passos altamente regulados, 

podendo acarretar em uma reorganização da rede neural, culminando em uma série de 

consequências futuras (HOLOPAINEN, 2008; KOH et al., 1999; PARENT et al., 1997). 

Embora modelos animais não possam simular todos os sintomas de transtornos do 

sistema nervoso central, o uso de modelos que possam responder de forma contundente 

aos estímulos propostos, representa um grande ganho na investigação dos mecanismos 

envolvidos na ocorrência de diversas patologias.  
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2  Objetivos 

2.1  Objetivo Geral 

 Avaliar a resposta locomotora e comportamental a agonistas e antagonistas de 

receptores glutamatergicos ao longo do desenvolvimento do peixe-zebra (Danio rerio), 

correlacionado com a expressão cerebral de subunidades de receptores NMDA e com 

estágios de convulsão. 

 2.2 Objetivos Específicos       

 Avaliar a relação idade/dose-resposta ao MK-801 sobre o perfil locomotor do 

peixe-zebra em diferentes fases do desenvolvimento.  

 Avaliar o efeito do tratamento prévio com cafeína sobre o perfil locomotor 

induzido por MK-801 em peixes-zebra. 

 Avaliar a relação idade/dose-resposta ao MK-801 sobre o tempo no topo do 

aquário, como medida de comportamento ansioso em peixe-zebra em diferentes 

fases do desenvolvimento.  

 Avaliar a relação dose-resposta ao ácido caínico sobre o perfil locomotor do 

peixe-zebra em diferentes fases do desenvolvimento.  

 Avaliar o efeito do tratamento prévio com ácido caínico em fases iniciais do 

desenvolvimento do peixe-zebra sobre a indução de convulsão em animais 

adultos 
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Parte II 

3  Resultados 

3.1   Artigo Científico: Evaluation of age-dependent response to NMDA 

receptor antagonism in zebrafish. Menezes FP, Kist LW, Bogo MR, 

Bonan CD e Da Silva R. Artigo  a ser submetido ao periódico Zebrafish - 

Mary Ann Liebert, Inc. 
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ABSTRACT 

Imbalances in glutamatergic signaling have been proposed as the cause of a number of 

neurological disturbances. The use of MK-801, an NMDA receptor antagonist, to mimic features 

of these neurological disturbances is shown effective both in mammals and in fish. However, 

the variability of the subunit comprising the NMDA receptor during development alters the 

pharmacokinetic properties of the receptor and leads to different answers to this drug. Here, we 

checked the developmental locomotors response of zebrafish to MK-801 (1, 5 and 20 µM) and 

the challenge by caffeine exposure. Also the NMDA receptor subunits gene expression was 

analyzed through the development (7 to 120-day-post-fertilization (dpf)). Zebrafish displayed an 

age-dependent response to MK-801 with a peak response at 60 and 120 dpf. The magnitude of 

hyperlocomotion promoted by MK-801 and the cross-tolerance with caffeine was much less 

powerful for zebrafish than for rodents. The verification of expression levels in zebrafish NMDA 

receptors subunits shows that NR1 is expressed more steadily throughout development, while 

the NR2 subunits vary in accordance to the stage of development. The developmental 

locomotors response to MK-801 could be a consequence of differential expression of NMDA 

receptor, especially NR2C subunits, while NR2A and NR2B appear to be also important. This 

result of developmental response to MK-801 is a crucial component in the consolidation of 

zebrafish as a suitable model to study glutamatergic neurotransmission in early phases. 
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1. Introduction 

As the main excitatory neurotransmitter, glutamate is strongly related to process such as 

development of normal synaptic connections, learning and memory (Aronica et al., 2011; 

Herlenius and Lagercrantz, 2004; Peng et al., 2011; Szapiro et al., 2003). Changes in 

glutamatergic transmission are proposed as possible causes of a series of psychiatric disorders, 

such as schizophrenia (Seillier and Giuffrida, 2009). Some symptoms of psychiatric disorders 

can be mimicked by use of glutamatergic agonists or antagonists in animal models. The 

classical use of MK-801, a non-competitive NMDA receptor antagonist (Dizolcipine maleate), 

can exacerbated hyperlocomotion as the main feature in rodents (Andiné et al., 1999). 

Glutamatergic neurotransmission is implicated in a number of important neural processes 

during initial phase of development, participating in the formation of the neural network, 

assisting in neuronal migration, proliferation and control of neuronal survival and in subsequent 

processes of life-span (Ikonomidou et al., 1999). The direct or indirect interventions on normal 

glutamatergic neurotransmission in early stages of development can reflect on the behavior in 

adulthood (Zhang et al., 2004). Also, the treatment of rodents with adenosine blockers, like 

caffeine, during early embryonic and neonatal/juvenile life alters the classical locomotors 

response to MK-801, evidencing the liability of this system and the consequences of indirect 

interventions (Da Silva et al., 2005; Dall’Igna et al., 2003).  

In mammals, responses to drugs that act on the NMDA receptors can vary depending on the 

stage of development (Bandarchi et al., 1994; Kaindl and Ikonomidou, 2007; Zhu and Barr, 

2001). These differences can be explained by the variation in the expression of the subunits of 

the NMDA receptors, which seems to follow a sequential pattern of increase and decrease 

according to the stage of development in mammalian models (Colwell et al., 1998; Watanabe et 

al., 1992). The study of the temporal pattern of expression of NMDA receptors in early 

development in mammals, exhibits some limitations due to the intrauterine embryonic 

development.  

Zebrafish (Danio rerio) displays external fertilization and development, which facilitates the 

observation of early stages through a transparent egg. Several features of glutamatergic system 

were already characterized in zebrafish, such as the presence of excitatory aminoacids 

transporters and receptors, underlining the use of this animal as a suitable model to study 
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glutamatergic neurotransmission, especially in early stages of development (Cox et al., 2005; 

Rico et al., 2010). Like mammals, zebrafish presents variability in the expression of the NMDA 

receptor subunit during the development (Cox et al., 2005; Erreger et al., 2007; Luján et al., 

2005; Manent et al., 2005). In previous studies, a series of behavioral changes in adult 

zebrafish were observed when exposed to MK-801, such as circular swimming 

hyperlocomotion, erratic movement and cognitive deficits (Blank et al., 2009; Seibt et al., 2010; 

Sison and Gerlai, 2010; Swain et al., 2004). However, poor information is available about the 

response to MK-801 in early development of zebrafish. Moreover, the relation between the 

expression pattern of the NMDA receptor subunits in early stages of development and their 

influence on developmental response to MK-801 is a crucial component in the consolidation of 

zebrafish as a suitable model to study glutamatergic neurotransmission in early phases.  

2. Material and Methods 

2.1 Animals and housing 

The animals used are from the sixth generation of our breeding stock held at the Pontificia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul, Brazil. The animals were kept on a shelf for 

automated tanks ZEBTEC, (Tecniplast Group Buguggiate (VA) Italy) in a ratio of 5 animals/L, . 

All protocols followed Brazilian legislation and were approved by the Institutional Animal Care 

Committee (12/00319–CEUA PUCRS). 

2.2 Exposure to MK-801 

The animals (30-60-120-day-post-fertilization (dpf) and 2-year-post-fertilization (ypf)) were 

individually exposed by 30 minutes before tests to 300 ml of MK-801 solution (1, 5 or 20 M; 

Sigma Aldrich, USA) diluted in reconstituted water (water from osmose reverse plus marine salt 

0.4ppt) in aquariums of 12x 12 x 7cm (W x H x D) (Seibt et al., 2010). Control animals undergo 

the same protocol in free-drug reconstituted water.  

After exposure to MK-801 or reconstituted water, the animals were taken immediately to the test 

apparatus.  

. 

2.3 Exposure to cafeíne 

In order to check if MK-801 response in zebrafish is also affected by adenosine blockers, 

animals were housed during 14 days, before  reaching 120 dpf, in solution caffeine at 100µM 

diluted in water system and renewed each three days or reconstituted water (Capiotti et al., 
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2011). At 120dpf the animals was exposed by immersion in aquariums of 12x 12 x 7cm (W x H 

x D) containing 300ml of the solution MK-801 5µM diluted in reconstituted water or free-drug 

water. After exposure to MK-801 or reconstituted water, the animals was lead immediately for 

the test apparatus.  

 2.4 Locomotor and behavior analyses   

The locomotion and behavior tests were conducted in a vertical tank 20 x 20 x 7 cm (W x H x 

D), containing water system (free of drugs) at 27ºC. The animals were tested individually, and 

their behaviors were recorded by a front camera during 330 seconds. The first 30 seconds were 

considered acclimation. After the test, the video was analyzed using ANY-Maze software 

(Stoelting Co., Wode Dale, IL, USA). The tank was virtually divided horizontally into three equal 

zones, and the following behavior patterns were measured: distance traveled and time spent in 

the upper zone (considered a parameter of anxiety).    

2.5 Analysis of gene expression by semi-quantitative RT-PCR 

The analysis of gene expression was carried out by a semi-quantitative reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (RT-PCR) assay using 4 sets of polled brains (60, 20, 10, 5 and 5 

brains from 7-15-30-60 and 120-dpf, respectively). Total RNA of whole brains (7, 15, 30, 60 and 

120 dpf) were isolated with Trizol
®
 reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance to the 

manufacturer’s instructions. The total RNA was quantified by spectrophotometry (A260/280 nm) 

and after treated with Deoxyribonuclease I (Invitrogen) to eliminate genomic DNA contamination 

in accordance to the manufacturer’s instructions. The cDNA was synthesized with ImProm-II™ 

Reverse Transcription System (Promega) from 1 µg total RNA, following the manufacturer´s 

instruction (n-4). After, cDNAs of each time point were pooled to minimize variations.  PCR 

reactions were performed using 25 ng of the pooled cDNAs, 0.1 μM of each reverse and 

forward primers (Table 1, (Tang et al., 2007)), 0.2 μM dNTP, 1x PCR Buffer, 2 mM MgCl2 and 

0.25 U Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen) in a total volume of 20 μL. The PCR cycling 

conditions were: an initial polymerase activation step for 1 min at 94 °C, 40 cycles of 30s at 94 

°C for denaturation, 30s at 60 °C for annealing and 45s at 72 °C for elongation. Post-extension 

at 72 °C was performed for 10 min. For each set of PCR reactions, a negative control was 

included. PCR products were analyzed on 1% agarose gel, containing GelRed® (Biotium) and 

visualized under ultraviolet light. β-actin was used as a constitutive gene. 
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2.5 Statistical Analysis 

 Data were expressed as mean ± standard error of mean. The data were analyzed by 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Tukey’s considering p < 0.05 as 

statistically different for locomotor and behavioural experiments. 

 

3. Results 

 The registration of travelled distance after MK-801 exposure in animals of 30dpf up to 2ypf, 

revealed that 30-day-old zebrafish is insensitive to MK-801 in all doses tested (Fig1.A). In 

animals aged 60, 120dpf and 2ypf, MK-801 promote an increase in locomotor activity, as 

measured by distance traveled, especially in animals exposed to a dose of 5 µM. In general, 

animals of 60,120 dpf and 2ypf showed an inverted U-shaped response as the drug 

concentration. (Fig1.BCD) [F(3;41)=6.321, p=0.0013; F(3;27)=7,358; p=0.0009; F(3;20)=3.328, 

p=0.0404, respectively].  

The magnitude of response to MK-801 appears to be lower than the classical hyperactivity in 

rodents. The dose 5 µM promoted an increase of 27%, 41% and 34% in the travelled distance 

of 60 and 120 days-old animals and 2-year-old animals, respectively, in relation to control 

animal (Fig.1.BCD).  

Time on upper zone was not altered by MK-801 when 30-day-old and 2-year-old 

animals were evaluated (Fig.2AD). The analyses of variance from the time on upper zone from 

60-day-old animals after 5 and 20 µM of MK-801 revealed that  the animals spent  91,3% and 

72,9%, respectively of the total test time respectively, while control spend just 13,62% of the 

test total time in the aquarium´s upper portion. [F (3; 35) =18.33, p=0.0001] (Fig.2B). For 120-day-

old animals, the spent time on upper zone after exposure to 20µM of MK-801 was 35% of the 

total test time while control group stayed 4.82% of the total test time in the aquarium´s upper 

portion [F (3;27)=4.510, p=0.01] (Fig.2C).  

The pre-treatment with caffeine (100µM) during 14-days did not altered the basal 

travelled distance, while reduced the hyperlocomotion induced by MK-801 at 5µM in 120-days 

old animals (Fig.3). 

The pattern of expression of NMDA receptor subunit revealed the presence of 

transcripts for the NR1 subunit and its paralogue in all stages of development (Figure 4). NR2 

subunits and its paralogues had a variation in the expression according to the phase of the 
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development (Figure 4). In 7dpf, no NR2 subunit transcripts were detected. At 15dpf, transcripts 

were observed for NR2B1 subunit. Transcripts from brain of 30 and 60-day-old zebrafish 

presented the same profile, expressing NR2A.2 and NR2B.1 and 2. In 120dpf zebrafish, all 

tested NR2 genes were expressed. The presence of transcripts for constitutive gene -actin 

was observed in all ages (Figure 4). 

 

Discussion 

In this study we show that there is an age-dependent response to the NMDA antagonist MK-801 

in zebrafish. One of the behavioral response to the administration of MK-801 is characterized by 

hyperlocomotion, that can be counteracted by adenosine blockers (Da Silva et al., 2005; 

Dall’Igna et al., 2003).The locomotor responses induced by this NMDA receptor antagonist is 

recognized by compensation in neurotransmission, as it causes an increased release of 

glutamate, which will act on non-NMDA receptors (Liu and Moghaddam, 1995; Moghaddam et 

al., 1997). Previous works in rodents corroborate our results showing that there is an age-

dependent response to MK-801, with a lower response in very young animals, a peak response 

at intermediate ages and a slight decline at older ages (Eckle et al., 2007; Jacobs et al., 2000; 

Uehara et al., 2009). We also presented an age-dependent anxiolitic response, characterized 

by the increase in time spent at the top of the aquarium, which is one of the striking features of 

the anxiolytic effect induced by acute administration of MK-801 (Jessa et al., 1996; Plaznik et 

al., 1994; Seibt et al., 2011).   

Although chronic treatment with glutamatergic receptor antagonists reveal a sharp increase in 

the number and distribution of the NMDA receptor via the membrane translocation of protein, 

(Rao and Craig, 1997) in the short term it is not possible to discern any changes in the 

availability of the NMDA receptor in the synaptic cleft of hippocampal neurons (Carroll et al., 

1999; Fong et al., 2002). The locomotor profile of response to MK-801 in zebrafish can be a 

consequence to differential NMDA receptors subunits through the ages. Here, we detected NR1 

subunits in all ages tested, which is in agreement with the fact that its absence in neonatal 

phases is lethal (Cox et al., 2005; Forrest et al., 1994; Zhu and Barr, 2001). The NR2 subunits 

that comprise NMDA receptors could vary in accordance with neural structure or due to 

ontogenetic processes such as synaptic maturation and refinement of circuits.  The channel 

blocking properties displayed by MK-801 depend on the NR2 subunit composition of the 
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NMDAR complex (Cull-Candy and Leszkiewicz, 2004; Dumas, 2005; Monaghan and Larsen, 

1997; Ritter et al., 2001).  In rodents, the NR2C subunits are present in later stages of 

development and has higher affinity than NR2A and NR2B. However displayed slower rates of 

block and unblock by MK-801 than NR2A  and NR2B, these later with the largest presence in 

early stages of development (Gielen et al., 2009; Monaghan and Larsen, 1997). As in rodents, 

the presence of a transient expression of NR2 subunits was also observed in zebrafish (Table 

2). The NR2C and NR2D subunits appeared to be strongly expressed just in 120-day-old 

animals, which is in agreement to the response to MK-801 at this age. This response to MK-801 

could receive contribution from the other NR2 subunits via formation of di-or tri-heteromeric 

structures.  However, in 60-day-old and 2-year-old animals, we also detected high locomotor 

activity that could be a response to NR2A and NR2B subunits expression. While we know that 

detection of transcripts does not necessarily mean synthesis of protein, the profile of gene 

expression shown here brings interesting information to the scenario of MK-801 response 

during the development. The peak response to MK-801 occurred at 60 and 120-day-old 

animals, but this increase in locomotor activity was less powerful than in rodents, which 

evidences the need to standarize the use of MK-801 in models using zebrafish (Da Silva et al., 

2005; Dall’Igna et al., 2003). 

The response to MK-801 can be affected by the interaction between glutamatergic system and 

the adenosine, which appears as one of the ways in which the glutamatergic system may 

indirectly influence the dynamics of other neurotransmitters, including dopamine. In this context, 

we highlight the impact of adenosine concentration on glutamatergic signaling, which could 

cause indirect impact on dopaminergic regions, due to the interactions of A2A-D2 and A1-D1 

receptors (Ferré et al., 2007; Karcz-Kubicha et al., 2003; Klyuch et al., 2012; Mandryk et al., 

2005). The fact that chronic exposure to caffeine affects the hiperlocomotor response to MK-

801, reinforces the idea of an indirect impact of the glutamatergic system via 

dopamine/adenosine interaction (Dall’Igna et al., 2003; Mandryk et al., 2005). Previous studies 

evidenced the diminished responsiveness of adenosine receptors when administration of 

caffeine is held in a chronic way due to a change in their levels of expression (Svenningsson et 

al., 1999), which may be one of the pathways by which is observed cross-tolerance between 

these neurotransmitter/neuromodulator systems. 
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Summarizing, zebrafish displays an age- dependent response to MK-801 with a peak response 

in 60 and 120 dpf. This response could be a consequence of full expression of NMDA receptor, 

especially NR2C subunits, while NR2A and NR2B appear to be also important. As in rodents, 

adenosine signaling appears to be important to MK-801 response. These results contributed to 

the picture of zebrafish locomotor/behavior responses to MK-801 and its use to the study of 

glutamatergic system during normal development and dysfunction, especially considering the 

difficulty to establish a parallel of age/brain development between fish and rodents.   
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Figure 1 

 

 

Figure 1.  The effect of MK-801 on locomotor activity of zebrafish. A. 30 dpf, B. 60 dpf, C. 120 

dpf e D. 2 ypf. Each bar represent the mean ± S.E.M. of groups of at least 8 animals. *p <0,05, 

**p<0.01 vs water system. ( One Way Anova). 
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Figure 2 

 

 

 

 

Figure 2. The effect of MK-801 on time on upper zone: A. 30dpf, B. 60dpf, C. 120dpf e D. 2ypf. 

Each bar represent the mean ± S.E.M for groups of at least 8 animals. ***p<0.001 vs water 

system. ( One Way Anova). 
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Figure 3 

 

 

Figure 3. Influence of pre-treatment with Caffeine on the effects of MK-801 on locomotor 

activity: Animals with 120 dpf, Caffeine (100M) attenuated the hyperlocomotion caused by 

exposure to MK-801 (5M). Each bar represents the mean ± S.E.M. for groups of at least 8 

animals. *p<0.05 vs water system. ( One Way Anova). 

 

Table 1. Primer sequences for RT-PCR experiments  

Sequence Forward Reverse 

ZN1.1.RH* 5’-CCAGAAGCGGTACGAGCAGGTGTT-3’ 5’-GCGGTGTAGGAGACCGGAGTGGGC-3’ 

ZN1.2.RH* 5’-TGCGCCTGGTTCTGTTCGCCTTTC-3’ 5’-TTCAGTATGCTCCTGACCTGAACA-3’ 

ZN2A.1.RH* 5’-TGGCGTCCATATCGATATGAAGAA-3’ 5’-GGTCATTGCTTTCATGCGGACTGA-3’ 

ZN2A.2.RH* 5’-GTGTGGAACGGCATGGTGGGAGAG-3’ 5’-CCAGAGGAAAGCGAGTGTGAGAGA-3’ 

ZN2B.1.RH* 5’-TCATCGAGACCGCGATCAGTGTGA-3’ 5’-AAATCATTGGGATTCTGAAACTTC-3’ 

ZN2B.2.RH* 5’-AATCGCTGCTTGGCAGACGGACGA-3’ 5’-GCTTTGCATCATGGATCATGGAAA-3’ 

ZN2C.1.RH* 5’-GGCTTCTACAAACGTGCAGATATG-3’ 5’-CCTTCTTGTCACTAAGCCCAGACA-3’ 

ZN2C.2.RH* 5’-ACAGTCTCACCTTCTGCCTTCCTG-3’ 5’-AACAACTTTAACCGTTAAAAGCTA-3’ 

ZN2D.1.RH* 5’-GAGCCGTACAGTCCAGCTGTGTGG-3’ 5’-ACTCACCCGACTAAAAGCCAGTAA-3’ 

ZN2D.2.RH* 5’-CGAAGCCTACAGAGCGGCAAGAGT-3’ 5’-TGAGTCCTGACACAGTGTCGATGT-3’ 

β-actin** 5’-CGAGCTGTCTTCCCATCCA-3’ 5’-TCACCAACGTAGCTGTCTTTCTG-3’ 

* Cox et al.(2005) 

** Tang et al. (2007) 
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Table 2. Comparative NMDA receptor subunits gene expression in different stages of 

development in rat and zebrafish  

   Zebrafish* Rat** 

Larvae
1
/Neonate NR1-2B NR1 - 2B - 2D 

Young
2/
P14 NR1-2A-2B NR1-2A-2B-2C-2D 

Adult
3
/Adult NR1-2A-2B-2C-2D NR1-2A-2B-2C-2D 

1: 7-15dpf; 2: 30-60dpf; 3: After 120dpf  

* Figura 4 

**Gielen et al. (2009) 
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3.2 Artigo Científico: Tolerance to seizure induced by kainic acid is 

produced in a specific period of zebrafish development. Menezes FP, 

Rico EP e Da Silva RS. Artigo aceito para publicação no periódico Progress in 

Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry, Special Issue on 

Zebrafish Models, 2014 Apr 15. pii: S0278-5846(14)00080-3. doi: 

10.1016/j.pnpbp.2014.04.00. 
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Parte III 

4 Discussão 
 

Os receptores glutamatérgicos têm sido alvo de terapias para uma série de 

doenças neurológicas, ocorridas tanto em fase inicial do desenvolvimento quanto na 

fase adulta. Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos apresentam variações quanto as 

subunidades que os compõe e seguem não apenas uma cronologia, como também um 

controle de distribuição ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso, o qual pode 

ser visto em mamíferos e em peixe-zebra (COX; KUCENAS; VOIGT, 2005; GIELEN 

et al., 2009; RITTER; VAZQUEZ; MEADOR-WOODRUFF, 2002). 

  O primeiro resultado apresentado nesta dissertação indica que a resposta 

comportamental ao MK-801, a qual é caracterizada principalmente pela 

hiperlocomoção, foi alcançada em animais com 60, 120 dias pós-fertilização e 2 anos 

pós-fertilização. A hiperlocomoção foi acompanhada por um aumento no tempo no topo 

do aquário, o qual tem sido um indicativo de ação ansiolítica. Animais mais jovens 

(30dpf) não apresentaram diferença na distancia percorrida ou padrão de exploração em 

relação aos animais controle. Estas diferentes respostas comportamentais ao longo do 

desenvolvimento podem estar ligadas à variação das subunidades que compões os 

receptores NMDA, visto que diferentes arranjos entre as subunidades que compões 

esses receptores alteram significativamente suas propriedades farmacocinéticas e 

sensibilidade (BOWIE, 2012; SWANSON et al., 2002). Os resultados da expressão das 

subunidades do receptor NMDA, em peixe-zebra, revelam a presença da subunidade 

NR1 em todas as idades testadas, corroborando com trabalhos anteriores realizados com 

roedores, que indicam a subunidade NR1 como uma unidade fundamental para 

formação de dímeros funcionais na formação do receptor NMDA (GIELEN et al., 

2009). As subunidades NR2 apresentaram maior variabilidade nos níveis de expressão 

ao longo do desenvolvimento, o que pode explicar a variabilidade nas respostas à 

administração de MK-801, visto que as subunidades NR2 são determinantes no grau de 

afinidade dos receptores NMDA a este fármaco (MONAGHAN; LARSEN, 1997). 

 Ainda sobre a resposta ao MK-801, foi possível verificar que o bloqueio de 

receptores adenosinérgicos através da pré-exposição à cafeína foi capaz de prevenir 
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parcialmente a hiperlocomoção induzida por MK-801. Tal resposta se assemelha aquela 

vista em roedores onde ocorre uma tolerância cruzada entre a cafeína e o MK-

801(DALL’IGNA et al., 2003), reforçando a interação dos sistemas glutamatergico e 

purinérgico e o paralelo entre as respostas a fármacos entre roedores e o peixe-zebra.  

 O segundo conjunto de resultados é relativo à resposta ao ácido caínico e seu uso 

para modelar a epilepsia. Embora a administração de ácido caínico nas fases iniciais do 

desenvolvimento já tenha sido demonstrada ser capaz de gerar descargas neuronais 

epileptiformes suficientes para interferir nos processos de proliferação neural (KIM et 

al., 2010), a locomoção destes animais não foi alterada de forma característica. Além 

disso, nas idades e doses testadas não foram registrados comportamentos epileptiformes 

como aqueles caracterizadas para outras drogas em fases iniciais do desenvolvimento do 

peixe-zebra (BARABAN et al., 2005). Nossos resultados revelaram que peixe-zebra 

exposto ao KA (100, 300 e 500 M) aos 7dpf (dias após a fecundação) apresentou 

atividade locomotora menor em relação aos controles, enquanto que os animais 

expostos aos 15 (KA 100 e 300 M) e 30 dpf (KA 100, 300 e 500 M) não exibiram 

nenhuma diferença significante em relação ao controle. Uma possibilidade para essa 

diferença temporal na resposta ao ácido caínico é o fato de que em fases iniciais do 

desenvolvimento neural, células tipicamente excitatórias exibem predominantemente 

neurotransmissão via GABA (AMBROGINI et al., 2004; LAURI et al., 2006).  Sendo 

assim, a influência do ácido caínico na liberação pré-sináptica do neurotransmissor 

GABA um dos fatores contribuintes para essa resposta hipolocomotora aos 7 dpf 

(COSSART et al., 2001; FISZMAN et al., 2007). Aos 15 dpf o KA na dose mais alta 

testada (500 M) foi capaz de aumentar significativamente a distância percorrida, 

apesar de não apresentar outros indícios visuais de convulsão.  

 Os animais que foram expostos ao KA aos 7dpf, mostraram-se resistentes a uma 

segunda exposição ao KA (6 mg/Kg, i.p.) aos 2mpf, em comparação com animais não 

expostos nas fases iniciais. Por outro lado animais expostos a 24hpf e 15dpf, não 

exibiram diferença significativa em relação ao grupo controle. Neste caso, o estado de 

maturação dos neurônios e o período de refinamento da rede neural devem ser 

considerados como possíveis desencadeadores desse quadro (BARABAN et al., 2005; 

DI MARCO et al., 2009; WEI et al., 2012). 
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5 Considerações Finais 
 

 Ao longo do desenvolvimento dos experimentos que compõem este trabalho 

foram encontrados resultados que culminaram nas seguintes conclusões: 

(1) Assim como em mamíferos o peixe-zebra apresenta seus níveis de expressão das 

subunidades que compões o receptor NMDA sob um coordenado padrão de distribuição 

e cronologia ao longo do desenvolvimento que podem refletir na resposta diferenciada 

ao MK-801 ao longo do desenvolvimento; 

(2) Assim como em roedores, o peixe-zebra demonstrou ter a resposta hiperlocomotora, 

provocada pela exposição ao MK-801, atenuada pela pré-exposição crônica a cafeína; 

(3) Apesar de registros anteriores de ondas epileptiformes em larvas de peixe-zebra 

expostas ao ácido caínico, não há alterações comportamentais relacionáveis a convulsão 

e não há um padrão de locomoção também atribuível a esta condição quando o KA é 

diluído na água dos animais; e 

(4) O peixe-zebra demonstrou ter uma fase crítica em que uma perturbação na 

sinalização glutamatérgica, pela administração de ácido caínico diluído na água, pode 

causar efeitos permanentes na rede neural, acarretando em diferenciada sensibilidade a 

uma segunda exposição ao ácido caínico conhecidamente indutora de convulsão.     

 Este conjunto de resultados reforça a ideia da necessidade de estudos sobre a 

suscetibilidade do sistema nervoso em desenvolvimento às intervenções ao sistema 

glutamatérgico e seus reflexos em parâmetros comportamentais e locomotores que 

possam ser utilizados na modelagem de patologias utilizando o peixe zebra.  
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ANEXO A – Parecer da banca examinadora 
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