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Resumo

Embora a descoberta de farmacos psiquiatricos e o estudo de seus mecanismos
de agdo em mamiferos seja muito eficaz, essa estratégia é dificultada por fatores
como a alta complexidade do organismo, o baixo escalonamento e o alto custo
de manutencdo. Portanto, modelos animais mais simples surgiram como
alternativa devido a possibilidade de serem utilizados em experimentos de
grande escala, ao baixo custo da criagdo e a menor complexidade em relagéao
aos mamiferos. Dessa forma, o presente estudo propds desenvolver novas
estratégias para avaliar os efeitos de antipsicoticos utilizando dois modelos
animais alternativos, o peixe teledsteo zebrafish (Danio rerio) e o verme
nematddeo Caenorhabditis elegans. Em relacdo ao zebrafish como modelo,
foram desenvolvidos testes para avaliar tanto o efeito metabdlico de
antipsicoticos atipicos quanto o efeito comportamental desses farmacos. Para
estudar o efeito metabdlico adverso, foi desenvolvido método para avaliar o
efeito desses farmacos na absorgcao de vitelo pela larva de zebrafish utilizando
sonda lipofilica fluorescente. Por outro lado, foram desenvolvidos trés ensaios
para avaliar os efeitos comportamentais utilizando larvas de zebrafish:
agregacgao/dispersdo de melandforos, comportamento de flotagdo e atividade
locomotora espontanea. Enquanto a avaliagdo da absor¢cdao de vitelo ndo
conseguiu predizer os efeitos metabdlicos dos antipsicoéticos atipicos, os testes
comportamentais mostraram-se sensiveis ao efeito dos antipsicoticos. Os
antipsicoéticos clozapina e haloperidol mostraram-se capazes de dispersar os
melanossomos dos melandforos. Além disso, o comportamento de flotagao foi
induzido de forma intensa pelos antipsicéticos clozapina e risperidona, o que
parece ser mediado parcialmente pelo antagonismo dos receptores de histamina
H1 e dopamina D,. Quanto ao efeito na atividade locomotora esponténea, o
antipsicotico clozapina mostrou-se o mais eficaz na redugdo do deslocamento,
seguido por risperidona e mepiramina. Em relacdo ao C. elegans, tentou-se
desenvolver um modelo de comportamento social para avaliar o efeito do

antipsicoético clozapina. Para tanto, foram escolhidas cepas que apresentam



comportamento social, como indicado pelo fendtipo de agregacgéo. Clozapina
mostrou-se capaz de inibir o comportamento social de C. elegans de maneira
dose-dependente, indicando a possibilidade usar o modelo no estudo de outros
farmacos. Portanto, os métodos desenvolvidos contribuem para o estudos dos
efeitos comportamentais de antipsicoticos, sugerindo o uso de modelos
alternativos como estratégia de estudo farmacologico.

Palavras-chave: zebrafish, Danio rerio, Caenorhabditis elegans, antipsicéticos,

comportamento, metabolismo energético.



Abstract

Although the discovery of psychiatric drugs and the study of their mechanisms of
action in mammals is very effective, this strategy is hampered by factors such as
high complexity of the organism, low-throughput experimentation and the high
maintenance cost. Therefore, simpler animal models have emerged as an
alternative due to the ability to be used in large scale assays, the low cost of
maintenance and the lower complexity compared to mammals. Thus, the present
study aimed to develop new strategies to evaluate the effects of antipsychotics
using two alternative animal models: the teleost fish zebrafish (Danio rerio) and
the nematode worm Caenorhabditis elegans. In regard to zebrafish as a model,
tests were developed to assess both the metabolic effect of atypical
antipsychotics and the behavioral effects of these drugs. To study the adverse
metabolic effect, a method was developed to evaluate the effect of these drugs
on the uptake of yolk by larval zebrafish using lipophilic fluorescent probe (nile
red). Moreover, three tests were developed to assess the behavioral effects
using zebrafish larvae: aggregation/dispersion of melanophores, flotation
behavior and spontaneous locomotor activity. While the evaluation of yolk
absorption failed to predict the metabolic effects of atypical antipsychotics,
behavioral tests were sensitive to the effect of antipsychotics. Clozapine and
haloperidol were able to disperse melanosomes of melanophores. Furthermore,
the flotation behavior was intensely induced by clozapine and risperidone, what
appears to be partially mediated through Hy and D, receptor antagonism.
Regarding the effect on spontaneous locomotor activity, the antipsychotic
clozapine proved to be the most effective in reducing the displacement followed
by risperidone and mepyramine. Regarding C. elegans, we tried to develop a
model of social behavior to assess the effect of the antipsychotic clozapine.
Therefore, it was chosen strains that exhibit social behavior, as indicated by a
phenotype of aggregation. Clozapine was able to inhibit the social behavior of C.
elegans in a concentration-dependent manner, indicating the possibility to use
this model in antipsychotic evaluation. Therefore, the developed methods



contribute to study the behavioral effects of antipsychotics, suggesting the use of
alternative models as a strategy to study pharmacology.

Keywords: zebrafish, Danio rerio, Caenorhabditis elegans, antipsychotic drugs,
behavior energetic metabolism.
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1 Introducgao

Os transtornos mentais representam uma grande parcela das doengas mundiais,
causando sofrimento consideravel e alto impacto econémico. No ano de 2010,
das 20 causas globais de anos vivendo com incapacidade, sete eram
transtornos psiquiatricos (VOS et al., 2012) (Tabela 1). A prevaléncia de
transtornos mentais em um periodo de 12 meses varia de doengas menos
comuns, tais como esquizofrenia (0.5) e transtorno bipolar (0.6) até doengas de
prevaléncia alta como depressdo maior (5.3) e transtornos de personalidade
(9.1) (EATON et al., 2008).

Tabela 1. As 20 causas globais de anos vivendo com incapacidade (VOS et al., 2012). Os

transtornos psiquiatricos estdo destacados.

Posicao Causas
1 Dor na regido lombar (lombalgia)
2 Transtorno de depressao maior
3 Anemia por deficiéncia de ferro
4 Dor na regido do pescoco
5 Doenga pulmonar obstrutiva crénica
6 Doencgas musculoesqueléticas
7 Transtornos de ansiedade
8 Enxaqueca
9 Diabetes
10 Trauma causado por quedas
1 Osteoartrite
12 Transtornos por uso de substancia psicoativa
13 Outras causas de perda auditiva
14 Asma
15 Transtornos por uso de alcool
16 Esquizofrenia
17 Trauma por acidente de transito
18 Transtorno bipolar
19 Distimia
20 Epilepsia

Entretanto, somente a prevaléncia dos transtornos mentais ndo indica o impacto
causado pela doenca. Por exemplo, esquizofrenia e transtorno bipolar

apresentam as maiores taxas de incapacidade (0.53 e 0.40, respectivamente),
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de acordo com estudos do “Global Burden of Diseases” da organizagdo mundial
de saude (LOPEZ; MURRAY, 1998), indicando o quanto essas doengas sao

impactantes para o individuo.

O custo estimado referente ao gasto anual com transtornos psiquiatricos nos
Estados Unidos & de 875 bilhdes de ddlares americanos, excluindo os
transtornos de personalidade (EATON et al., 2008). Esses custos dependem de
variaveis complexas tais como a prevaléncia da doenca, a incapacidade
associada ao transtorno e os custos da terapia, tanto farmacolégica como
psicologica. Apesar da necessidade de novos farmacos psiquiatricos e do
aperfeicoamento dos ja existentes, a aprovagdo de medicamentos com novos
mecanismos de agao tém sido cada vez mais rara. Enquanto a aprovacéo de
farmacos psiquiatricos demora em torno de 12.6 anos, a de farmacos indicado
para doengas cardiovasculares demora em media 7.5 anos (KOLA; LANDIS,
2004). Além disso, farmacos neuropsiquiatricos possuem uma menor chance de
alcangar o mercado (7%) quando comparados com farmacos indicados as
outras areas terapéuticas (15%) (PANGALOS; SCHECHTER; HURKO, 2007)

Varias razbes levam ao baixo sucesso no desenvolvimento de farmacos
psiquiatricos. Estes medicamentos sao distintos por agirem principalmente no
sistema nervoso central (SNC), um tecido altamente complexo que promove a
homeostase do organismo e o controle do comportamento. O efeito
farmacologico ndo depende apenas como o farmaco ira alterar a atividade de
um neurdnio, mas sim como ira afetar o funcionamento do sistema como um
complexo circuito de neurénios interligados. Assim, o resultado final da agao
farmacologica dependera da integracao de varios sinais que, por final, ira gerar o
comportamento (NESTLER; HYMAN; MALENKA, 2008)

Além da complexidade do sistema nervoso central, os farmacos
neuropsiquiatricos possuem maior tendéncia em causar efeitos adversos

relacionados, tais como nausea, convulsdo e tontura. Outra dificuldade é a
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presenca da barreira hematoencefalica pela qual os medicamentos devem
ultrapassar para que o efeito terapéutico ocorra. E, por ultimo, a falta de
biomarcadores validados que indiguem o sucesso terapéutico do farmaco
prejudica a aprovagcdo de medicamentos em fases mais avangadas de teste
clinico (PANGALOS; SCHECHTER; HURKO, 2007). Esses fatores somados
explicam, em parte, a maior dificuldade em produzir medicamentos psiquiatricos

inovadores.

Ha duas estratégias basicas para o desenvolvimento de farmacos. Na estratégia
baseada em alvos, procura-se entender as vias moleculares que participam da
doenca, identificando possiveis alvos que, se modulados por meio de
medicamentos, possam levar a um efeito terapéutico. Por outro lado, na
estratégia baseada em fendtipos, estudam-se os mecanismos de acgédo de
farmacos ja existentes no tratamento de transtornos neuropsiquiatricos. Ao
definir os efeitos desses farmacos no comportamento e na fisiologia de animais
experimentais, pode-se usar esses fenotipos como modelo na selegdo de novos
farmacos com potencial terapéutico (PANGALOS; SCHECHTER; HURKO,
2007).

Entretanto, a estratégia baseada em alvos é limitada, principalmente no caso
das doencas psiquiatricas. Primeiramente, porque os transtornos psiquiatricos
ainda nao tém bases moleculares bem definidas. Segundo, os modelos in vitro
nao refletem a complexidade do SNC. E, terceiro, ndo ha modelos animais que
refletem fidedignamente a totalidade dos sintomas de cada doenga mental
(SAMS-DODD, 2005). Ja o estudo de como os farmacos alteram o fendtipo
(comportamento e fisiologia) de humanos e animais tem sido essencial na
descoberta de medicamentos. A vantagem em comparagdo com a estratégia
baseada em alvos € que ndo precisa de ideias pré-concebidas sobre o
mecanismo de ac¢ao, o que aumenta a probabilidade de encontrar moléculas que
atuam em alvos apropriados ao efeito terapéutico. Muitos dos farmacos
utilizados atualmente foram baseados em protétipos descobertos décadas atras
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através do uso dessa estratégia (Tabela 2) (KOKEL; PETERSON, 2008). Uma
das criticas dessa estratégia é que, ao utilizar como guia o mesmo fendtipo
causado pelo medicamento protétipo, descobrem-se farmacos com mecanismos
de acgdo similares, mas nao tdo inovadores. Além disso, essa estratégia é dificil
de ser estudada em grande escala em modelos de roedores, dificultando a
analise de centenas de compostos (SWINNEY; ANTHONY, 2011).

Tabela 2. Protétipos de farmacos psiquiatricos. Adaptado (KOKEL; PETERSON, 2008).

Classe terapéutica Protoétipo Data da descoberta
Antipsicoticos tipicos Clorpromazina 1952
Haloperidol 1958
Antipsicotico atipico Clozapina 1966
Estimulante Anfetamina 1937
Estabilizador de humor Litio 1949
Lamotrigina 1990
Valproato 1962
Antidepressivo Iproniazida 1957
Imipramina 1956
Fluoxetina 1988
Ansiolitico Clordiazepoxido 1958

Para atender a demanda por novos farmacos psiquiatricos torna-se essencial o
desenvolvimento de abordagens mais eficazes. Entretanto, seria interessante
que as abordagens fossem efetivas mesmo sem um entendimento completo
acerca dos mecanismos envolvidos nos transtornos psiquiatricos (BERTON;
NESTLER, 2006). Portanto, como seria possivel melhorar a eficiéncia no

desenvolvimento de farmacos neuroativos?

Embora a descoberta de farmacos psiquiatricos em mamiferos (roedores e
humanos) seja muito eficaz, essa estratégia é dificultada por fatores como a alta
complexidade do organismo, o baixo escalonamento e o alto custo (Tabela 3). A
partir desse problema, modelos animais mais simples foram desenvolvidos para

facilitar a descoberta de farmacos baseadas no fenétipo. O uso de animais como
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o nematodeo Caenorhabditis elegans e o peixe teledsteo zebrafish (Danio rerio,
chamado de paulistinha no Brasil) permitem combinar a estratégia de
descoberta baseada em fendtipo com melhor produtividade, realizando
experimentos em uma escala maior se comparada aos experimentos que

utilizam mamiferos como modelos (BURNE et al., 2011).

Tabela 3. Estratégia na descoberta de novos farmacos. Adaptado (KOKEL; PETERSON, 2008).

Sistema utilizado Vantagens Desvantagens

Mamifero ¢ Relevancia in vivo * Baixa escala

e Alto custo

In vitro * Grande escala * Na&o pode ser usado para identificar
* Alvo conhecido novos alvos

¢ Relevancia in vivo ndo determinada

Zebrafish e e Grande escala * Modelos imperfeitos da biologia

C. elegans e Relevancia in vivo humana

O presente estudo propds desenvolver novos métodos para serem utilizados na
estratégia baseada em fendtipos utilizando como modelos animais o peixe
teledsteo zebrafish e o verme nematdédeo C. elegans. A classe de medicamentos
antipsicoticos foi escolhida como modelo farmacolégico. Assim, as subsecdes
que seguem sao um aprofundamento sobre os temas para um melhor

entendimento acerca deste estudo.

1.1 Esquizofrenia

Antes de iniciar uma revisdo farmacoldgica sobre a classe de medicamentos
denominada antipsicoticos, faz-se necessario uma discussao sobre o uso
desses medicamentos na clinica. Os antipsicoticos sao primariamente utilizados

para tratar sintomas psicoticos (sintomas positivos), sendo esses sintomas
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caracteristicos da esquizofrenia, mas nao exclusivos desse transtorno. Os
sintomas positivos sao caracterizados por delirios e alucinagdes auditivas
proeminentes, na qual o individuo afetado nao percebe a natureza patologica da
alucinagdo. Outros sintomas positivos ocorrem, tal como processos
desorganizados do discurso e comportamento catatbnico ou desorganizado
(FREEDMAN, 2003). Alem dos sintomas psicoéticos, pacientes esquizofrénicos
apresentam sintomas agrupados em mais trés categorias: (I) sintomas negativos
(embotamento afetivo, falta de motivacao, redugao da fala esponténea e apatia);
(I1) sintomas cognitivos (dificuldades na memoaria, atencédo e fungdo executiva);
(1) desregulagao afetiva que pode levar a sintomas depressivos ou maniacos
(VAN OS; KAPUR, 2009).

Os pacientes esquizofrénicos apresentam dificuldade em processar tanto
estimulos externos quanto internos, n&o conseguindo filtrar informagdes
relevantes, o que os tornam hipervigilantes (KAPUR, 2003). A esquizofrenia
geralmente inicia-se no final da adolescéncia perdurando por toda vida (DSM-
V). Entretanto, os pacientes possuem uma histéria anterior de disfuncao
comportamental, apresentando principalmente dificuldades no aprendizado e na
relagéo social (ERLENMEYER-KIMLING et al., 2000).

Nao ha lesbes no cérebro de portadores de esquizofrenia que parecem ser
responsaveis pela doencga. Entretanto, ja foi demonstrado, através de exames de
imagem, que pacientes esquizofrénicos apresentam ventriculos aumentados e
volume cerebral reduzido, com destaque para o hipocampo e cértex temporal
superior (KUBICKI, 2002). A reducdo de volume cerebral ndo se explica
inteiramente por um menor numero de neurdnios, mas principalmente por uma
reducdo da neuropila cortical (reducdo dos prolongamentos dos axbnios e
dendritos no cortex), o que a leva uma menor conexdo entre os neurdnios
piramidais e interneurénios inibitorios, principalmente no cértex pré-frontal
(SELEMON; RAJKOWSKA; GOLDMAN-RAKIC, 1998). Além da menor

conectividade, o numero e a atividade dos interneurdnios inibitérios parece estar
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reduzido na esquizofrenia (WOO et al., 1998). Isso é particularmente importante
porque os interneurdnios reduzem a atividade dos neurdnios piramidais através
do uso do neurotransmissor GABA (BENES; BERRETTA, 2001) e é exatamente
a alta atividade dos neurbnios piramidais que esta relacionada com os sintomas
psicéticos (FREEDMAN, 2003) (Figura 1).

Tanto as atividades dos neurdnios piramidais quanto dos interneurdnios sao
moduladas por neurbnios dopaminérgicos, através de conexdes diretas e
indiretas com o cortex, principalmente o pré-frontal (LAVIOLETTE, 2007). Isso
implica que a dopamina possui um papel importante no controle da atividade
cortical e varios estudos tém demonstrado que a modulagdo do sistema
dopaminérgico € capaz de induzir ou inibir sintomas psicoticos. Sabe-se que
todos os farmacos antipsicéticos utilizam do bloqueio da dopamina como
mecanismo terapéutico (KAPUR; REMINGTON, 2001). Além disso, foi
demonstrado, através de estudos de imagem, que ha uma maior liberagcdo de
dopamina no estriado de pacientes esquizofrénicos apos tratamento agudo com
anfetamina (BREIER et al., 1997). E, por ultimo, & possivel induzir sintomas
psicoticos tanto em animais como em humanos através do uso de farmacos que
potencializam a sinalizagdo dopaminérgica (CURRAN; BYRAPPA; MCBRIDE,
2004; ROBINSON; BECKER, 1986).
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Figura 1. Circuitos neurais envolvidos na esquizofrenia. Nucleos taldmicos direcionam
informagéo sensorial a redes de neurdnios piramidais no coértex limbico e neocdrtex através de
aferentes excitatorios glutamatérgicos. Varios nucleos subcorticais facilitam a resposta dos
neurdnios piramidais. Dopamina (DA), liberada a partir da area tegumentar ventral, ativa
receptores D1 e D, que aumentam respostas neurais ao glutamato (GLU). Serotonina (5-HT) do
nucleo dorsal da rafe ativa receptores 5-HT,, que facilitam a liberagdo de glutamato de terminais
pré-sinapticos. Os interneurbnios do coértex cerebral reduzem a atividade dos neurdnios
piramidais através de conexao pré-sinaptica inibitéria por meio da liberagdo do neurotransmissor
GABA. Os interneurdnios séo ativados por glutamato através do receptor NMDA. Farmacos que
antagonizam esses receptores reduzem a liberacdo de GABA pelos interneurdnios levando a
uma hiperativagdo dos neurOnios piramidais. Além disso, acetilcolina (ACH) ativa os

interneurdnios através de receptores nicotinicos. Adaptado (FREEDMAN, 2003).
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Entretanto, farmacos que atuam em outros sistemas, tais como glutamatérgico
e serotoninérgico, também podem induzir sintomas positivos. Por exemplo, o
acido lisérgico dietilamida (LSD), através da ativagdo de receptores de
serotonina 5-HT,, no cortex, causa alucinagcbes e outros sintomas psicoticos
(GEYER; VOLLENWEIDER, 2008). Ja antagonistas do receptor glutamatérgico
do tipo NMDA, tal como a fenciclidina e cetamina, s&do capazes de induzir
sintomas psicoticos intensos (FARBER, 2003). Assim, além da dopamina, outros
neurotransmissores também sdo capazes de induzir sintomas positivos, o que
indica que a esquizofrenia ndo é apenas uma consequéncia de um desequilibrio
dopaminérgico. Dessa forma, o papel importante de varias vias
neurotransmissoras na patogénese da esquizofrenia permite utilizar diversos
receptores como possiveis alvos farmacologicos (ROTH; SHEFFLER; KROEZE,
2004).

1.2 Antipsicéticos

1.2.1 Perspectiva historica

Os primeiros antipsicéticos foram desenvolvidos enquanto pesquisadores
estavam a procura de melhores antihistaminicos. Em 1950, o anestesiologista
Francés Henri Laborit descobriu que o antihistaminico prometazina (Fenergan),
uma fenotiazina, aumentava a atividade de certos agentes anestésicos. Assim,
outros pesquisadores iniciaram uma busca de derivados de fenotiazina que
apresentassem efeitos similares (SHEN, 1999). Entdo, em 1951, Paul
Charpentier desenvolveu a clorpromazina, e liberou o farmaco para estudos
clinicos no inicio do ano de 1952 sob o nome de ‘Largactil’ (BAN, 2007). No ano
de 1952, Laborit utilizou a clorpromazina como adjunto de anestésicos cirurgicos
(coquetel litico), principalmente devido a sua capacidade de reduzir a
temperatura corporal. Além dos efeitos esperados do tratamento, os
pesquisadores relataram que o tratamento com clorpromazina induzia um estado

de desinteresse, mas sem causar perda de consciéncia (SHEN, 1999).
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Como o emprego de agua gelada ja tinha sido usada na Franga como forma de
controlar a agitacdo de pacientes psiquiatricos, Laborit conseguiu convencer
psiquiatras de Paris a testar a clorpromazina em seus pacientes, ja que este
farmaco era capaz de reduzir a temperatura corporal. Apds tratamento do
primeiro paciente psiquiatrico com clorpromazina, o efeito calmante foi imediato.
Logo, outros estudos relataram efeitos similares e ndo demoraram a perceber
que o efeito calmante ndo era causado pela redugao da temperatura, mas sim
por efeito farmacoldgico desconhecido. Assim, em um periodo curto entre 1953
e 1955, a clorpromazina foi difundida no tratamento psiquiatrico. A introdugao
desse medicamento levou a uma mudanca radical na clinica e muitos pacientes
hospitalizados puderam finalmente ser liberados das instituicdes psiquiatricas
(BAN, 2007).

Na busca de outros medicamentos com efeitos terapéuticos similares, foram
utilizados, como guia, os efeitos comportamentais causados pela clorpromazina
em modelos animais. Os efeitos comportamentais induzidos eram variados,
mostrando-se capaz de inibir a émese induzida por apomorfina (agonista
dopaminérgico), induzir a imobilidade cataléptica, reduzir a atividade locomotora,
como também reduzir a resposta de esquiva inibitéria condicionada em
camundongos (BAN, 2007). O pesquisador Janssen, ao procurar outros
compostos capazes de induzir catalepsia, acabou por descobrir o haloperidol
(JANSSEN et al., 1959). Este farmaco mostrou-se 50-100 vezes mais potente e
com menos efeitos colaterais que a clorpromazina, sendo amplamente utilizado
na clinica até os dias de hoje como um dos principais antipsicéticos no

tratamento de esquizofrenia.

Logo apos a introdugdo da clorpromazina na clinica ficou evidente os efeitos
extrapiramidais (EPS) agudos (dias a meses) induzidos por esses neurolépticos,
tais como acatisia, parkinsonismo e distonia (AYD, 1961). Além disso,

relacionou-se o0 uso crbénico (de meses a anos) desses antipsicoticos a
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discinesia tardia, um transtorno caracterizado por movimentos repetitivos
involuntarios (CRANE, 1968). Os EPS causados pelos neurolépticos eram t&o
caracteristicos que os pesquisadores estavam convencidos de uma correlagao

entre a magnitude do EPS e a eficacia clinica.

Essa convicgao levou a comunidade cientifica a menosprezar outros compostos
que apresentavam atividade antipsicética mas nao causavam EPS, tal como a
clozapina, descoberta ainda na década de 60 (HIPPIUS, 1989). Embora o efeito
atipico da clozapina fizesse com que varios pesquisadores ndo a considerasse
um neuroléptico, outros pesquisadores insistiram que os efeitos terapéuticos,
nao apenas os efeitos adversos, fossem o objetivo no desenvolvimento de novos
antipsicoéticos. Dessa forma, varios estudos demonstraram que a clozapina era

eficaz no tratamento de esquizofrenia, sem causar os EPS (ANGST et al., 2009).

Embora a eficacia clinica da clozapina tivesse sido relatada, pesquisadores
finlandeses relataram casos fatais de agranulocitose em 8 pacientes tratados
com esse farmaco, com uma incidéncia de pelo menos 0.5% (IDANPAAN-
HEIKKILA et al., 1977). Apos o estudo, a farmacéutica Sandoz, proprietaria da
patente da clozapina, retirou o antipsicético do mercado. Entretanto, anos mais
tarde, um estudo duplo-cego demonstrou a eficacia da clozapina no tratamento
de pacientes esquizofrénicos resistentes a outros antipsicéticos (KANE et al.,
1988). Apds essa publicagdo, a clozapina passou a ser indicada como farmaco
de escolha para pacientes resistentes a tratamento, mas com monitoramento

intensivo dos perfil hematologico.

O sucesso da clozapina levou ao desenvolvimento de antipsicoticos com perfis
clinicos semelhantes (e.g., risperidona, olanzapina e quetiapina), todos com
menor propensdo em provocar EPS. Os antipsicoticos com perfil semelhante ao
da clozapina foram classificados de atipicos ou de segunda geragéo,
principalmente por terem menor capacidade em causar EPS. Por outro lado, os
antipsicéticos chamados de neurolépticos, por serem os prototipos dos
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antipsicoticos e por causa dos EPS, foram denominados de tipicos ou de
primeira geragédo (GRUNDER; HIPPIUS; CARLSSON, 2009).

1.2.2 Mecanismos de agao dos antipsicoticos

As principais teorias acerca do mecanismo de agédo de antipsicoticos surgiram
ainda na década de 60. Carlsson e Lindqvist (CARLSSON; LINDQVIST, 1963),
ao estudarem os efeitos do haloperidol e clorpromazina em cérebros de
camundongo, relataram um aumento de metabdlitos de dopamina em resposta
ao tratamento com esses antipsicéticos. Os pesquisadores sugeriram que esse
aumento pudesse ser devido ao bloqueio de receptores monoaminérgicos
localizados no sistema nervoso central. Apesar disso, somente 12 anos mais
tarde os receptores dopaminérgicos foram identificados como os alvos
moleculares dos neurolépticos (CREESE; BURT; SNYDER, 1976; SEEMAN;
LEE, 1975), iniciando a hipotese de disfungdo dopaminérgica na esquizofrenia.

O sistema nervoso de mamiferos apresenta cinco tipos de receptores de
dopamina que sao divididos em duas classes: receptores do tipo D4 (D4, Ds) e
receptores do tipo D, (D2, D3, D4) (BEAULIEU; GAINETDINQOV, 2011). Enquanto
a classe D4 se acopla a proteina G que ativa a enzima adenilato ciclase, a
classe D, se acopla a outra proteina G que inibe a mesma enzima. Uma vez que
as classes D1 e D, agem de forma antagbnica na modulagdo da adenilato
ciclase, os niveis intracelulares de AMP ciclico (AMPc) sdo regulados de forma
precisa. Um aumento dos niveis de AMPc ativa a proteina quinase A (PKA) que
€ responsavel por regular varias outras moléculas, principalmente a
fosfoproteina-32 regulada por dopamina e AMPc (DARPP-32). A DARPP-32
parece integrar sinais convergentes de multiplos receptores atuando na
regulagdo de varios componentes de neurotransmissdo (BEAULIEU;
GAINETDINQV, 2011). Essa via parece ser responsavel em mediar varios dos
efeitos comportamentais induzidos por agonistas dopaminérgicos, como
indicado pelo déficit comportamental demonstrado por camundongos nocautes
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para DARPP-32 (FIENBERG, 1998; ZHANG et al.,, 2006). Entretanto,
camundongos nocaute para DARPP-32 ainda conseguem responder de forma
parcial a agonistas de dopamina, sugerindo a existéncia de outros mecanismos
de sinalizagdo (NALLY et al., 2004; WADDINGTON et al., 2005). Além dessa
via, parte dos efeitos comportamentais parecem ser mediados pela modulagao
da via de AKT/GSK3 (BEAULIEU; GAINETDINOV; CARON, 2009). Nessa via, o
agonismo de D, parece reduzir a atividade de AKT através da desfosforilacdo da
treonina 308, o que parece depender da formacdo de um complexo entre AKT,
proteina fosfatase 2A, beta-arrestina e receptor D, (BEAULIEU et al., 2005).

Diversos estudos demonstraram que tanto os antipsicéticos tipicos quanto
atipicos utilizam necessariamente do antagonismo do receptor de dopamina D-
como mecanismo de acdo terapéutico (KAPUR; REMINGTON, 2001;
WADENBERG et al., 2001). Se os antipsicéticos dividem o bloqueio do receptor
de dopamina D,, como os tipicos e os atipicos diferem na inducdo de EPS?
Varias teorias farmacoldgicas foram formuladas para explicar o comportamento

singular dos antipsicoticos atipicos.

Uma das primeiras hipoteses surgiu apos analise da afinidade de antipsicéticos
tipicos e atipicos por diversos receptores. A partir desse estudo, foi proposto que
os antipsicoticos atipicos sao definidos por apresentarem uma maior afinidade
relativa ao receptor de serotonina 5-HT,, em relagdo ao receptor de dopamina
D, (hipétese S,/D, sobre comportamento atipico) (MELTZER; MATSUBARA,;
LEE, 1989). A partir dessa hipotese, varios antipsicéticos foram desenvolvidos
utilizando a relacdo S,/D,, incluindo olanzapina, quetiapina e ziprasidona
(ROTH; SHEFFLER; KROEZE, 2004). Antagonistas de 5-HT.,, além de
aumentarem a sinalizagdo dopaminérgica no estriado, induzem a liberagao de
dopamina no cortex pré-frontal e hipocampo (MELTZER, 1999). Além disso, o
antagonismo de 5-HT24 modula tanto a neurotransmisséo de neurdnios aferentes
do estriado como dos neurdnios da area tegumentar ventral, regulando assim o

sistema dopaminérgico. Esses mecanismos logicamente contribuem para a
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menor propensao dos antipsicéticos atipicos em induzir EPS. No entanto, foi
demonstrado que mesmo risperidona ocupando mais de 80% de receptores 5-
HT,, corticais (KAPUR; ZIPURSKY; REMINGTON, 1999), este antipsicotico
ainda pode causar EPS em altas doses (YAMADA et al., 2002), sugerindo a

existéncia de outros mecanismos para o comportamento atipico.

Uma outra hipotese sobre a ‘atipicalidade’ € a de que antipsicoticos dissociam
do receptor de dopamina D, em taxas variadas. Nesse caso, os antipsicoticos
atipicos apresentam uma dissociagdo mais rapida que os tipicos, com uns se
dissociando mais rapidamente que outros (e.g., quetiapina > clozapina >
olanzapina > ziprasidona > risperidona) (KAPUR; SEEMAN, 2001). A hipotese
sugere que uma dissociagdo mais rapida permite que a transmissao

dopaminérgica ndo seja bloqueada drasticamente, evitando os EPS.

Além dessas duas hipdteses, a atipicalidade foi vinculada a afinidade multipla
dos atipicos por outros alvos, tais como receptor de histamina (H1), receptores
de serotonina (além de 5-HT,,, 0s receptores 5-HT1a, 5-HToc, 5-HTs, 5-HT7),
receptores muscarinicos, colinérgicos e adrenérgicos (Figura 2). A acéo
pleiotrépica dos atipicos ao interagir com varios receptores aparentemente, os
torna clinicamente mais eficazes que antipsicéticos que possuem uma certa
seletividade para receptores especificos (ROTH; SHEFFLER; KROEZE, 2004).
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Figura 2. Valores de afinidade (K;) para antipsicéticos atipicos e tipicos em relagdo a diversas

classes de receptores. Quanto menor o valor de K; maior a afinidade pelo receptor. Adaptado

(ROTH; SHEFFLER; KROEZE, 2004).
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Por exemplo, a clozapina é mais efetiva em tratar esquizofrenia resistente a
tratamento do que outros antipsicoticos (KANE et al.,, 1988), sendo referida
como o ‘padrao ouro’ entre os antipsicoticos atipicos (VOLAVKA, 2012). A razéo
dessa vantagem esta ligada a multipla afinidade da clozapina com varios
receptores relacionados a patologia da esquizofrenia. A superioridade da
clozapina no tratamento resistente a outros antipsicéticos tem sido confirmada
em quase todos as avaliagbes (MONCRIEFF, 2003). Além de apresentar
vantagens no tratamento de sintomas positivos, a clozapina apresenta uma
maior eficacia na redug¢ao do risco de suicidio (MELTZER, 2013), sendo o unico
medicamento aprovado para prevencao da tentativa recorrente de suicidio nos

Estados Unidos.

Apesar do sucesso terapéutico da clozapina, os outros antipsicoticos atipicos
aparentemente ndo apresentam eficacia muito superior em relagdo aos
antipsicoéticos tipicos. Os unicos antipsicéticos atipicos que se mostraram
relativamente superiores (melhora geral dos sintomas, tanto positivos como
negativos) em relagdo aos antipsicoticos tipicos de alta poténcia (e.g.,
haloperidol) foram amissulprida, clozapina, olanzapina e risperidona (LEUCHT et
al., 2013). Outro aspecto importante é que alguns antipsicéticos atipicos, como a
olanzapina, apresentam menor taxa de descontinuagdo do tratamento quando
comparado a antipsicoticos tipicos de alta poténcia, o que é importante para
evitar a recidiva de surtos psicéticos (LIEBERMAN et al., 2005). Assim, a
vantagem geral dos antipsicoticos atipicos sobre os tipicos deve-se
principalmente a menor probabilidade de causar EPS (MELTZER, 2013).
Entretanto, quanto a eficacia, apenas certos antipsicéticos atipicos possuem
superioridade em relagao aos tipicos.

1.2.3 Ganho de peso e efeitos metabdlicos adversos causados por
antipsicéticos atipicos
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Apesar da relativa superioridade clinica de alguns antipsicéticos atipicos e da
menor probabilidade de induzir EPS por esses medicamentos, os antipsicoticos
de segunda geracdo n&o estao livres de graves efeitos colaterais. Sabe-se que
alguns antipsicoticos atipicos induzem ganho de peso consideravel, o que
contribui para uma maior incidéncia de dislipidemia e diabetes tipo 2. A primeira
meta-analise a avaliar o ganho de peso induzido por antipsicoticos (ALLISON et
al., 1999) demonstrou que clozapina e olanzapina s&o os antipsicoticos que mais
induzem o ganho de peso, com efeitos intermediarios de quetiapina, risperidona
e clorpromazina e minimos para haloperidol e ziprasidona (Figura 3).
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Figura 3. Mudanga de peso apds 10 semanas de tratamento com varios antipsicoticos. Dados
representam 95% de intervalo de confianga a partir de modelo de efeito aleatério. Adaptado
(ALLISON et al., 1999).

Além dessa meta-analise, um importante estudo independente da industria
farmacéutica, chamado de CATIE (do inglés, Clinical Antipsychotic Trials of
Intervention Effectiveness), demonstrou que o tratamento com olanzapina
causou o maior ganho de peso (0.9 kg/més), seguido por quetiapina (0.2
kg/més) e risperidona (0.2 kg/més), enquanto ferfenazina (antipsicotico tipico) e
ziprasidona induziram uma leve perda de peso (LIEBERMAN et al., 2005). O
ganho de peso parece ser ainda maior em pacientes que tiveram a primeira
exposicao a antipsicoticos. No estudo chamado de CAFE (do inglés,

Comparison of atypicals for first episode), adultos que foram tratados apos o
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primeiro episédio de esquizofrenia apresentaram quase trés vezes mais ganho
de peso do que no estudo CATIE (MCEVOY et al., 2006). O ganho de peso
ocorre de maneira independente do sexo, puberdade e grupo étnico,
apresentando grande variagao entre individuos, até mesmo sob o uso do mesmo
antipsicotico (CORRELL et al., 2009).

Outros efeitos metabdlicos como dislipidemia, hiperglicemia, diabetes tipo 2,
parecem ser causa indireta do ganho de peso. Entretanto, alguns antipsicoticos
parecem atuar de maneira independente, induzindo efeitos metabdlicos mais
severos. Por exemplo, clozapina e olanzapina induzem dislipidemia de forma
independente da massa corporal, causando hipertrigliceridemia e baixos niveis
de HDL (BIRKENAES et al., 2008). Aléem disso, diversos estudos demonstraram
que o tratamento agudo com olanzapina e clozapina podem induzir resisténcia a
insulina e disfungdo das células [B-pancreaticas tanto em modelos animais
(ADER et al., 2005; CHINTOH et al., 2008, 2009; HOUSEKNECHT et al., 2007)
como em humanos (SACHER et al.,, 2008). No entanto, outros antipsicoticos
atipicos como aripiprazol e ziprasidona parecem n&o induzir ganho de peso
algum (SACHER et al.,, 2008). Assim, os efeitos metabdlicos causados por
antipsicoticos atipicos ndo sao caracteristicos de toda classe, com uns
apresentando efeitos adversos mais intensos que outros. Além disso,
antipsicoticos tipicos de baixa poténcia, como a clorpromazina, também causam
efeitos metabdlicos severos, o que desmistifica o ganho de peso ser inerente
aos antipsicoticos atipicos (LEUCHT et al., 2013) (Tabela 4).

Tabela 4. Riscos de efeitos adversos metabdlicos para antipsicéticos tipicos e atipicos.
Adaptado (CORRELL; LENCZ; MALHOTRA, 2011).

Antipsicoticos Afinidade por receptores Ganho Dislipidemia Hiperglicemia
de peso e resisténcia
a insulina
Tipicos

Clorpromazina H;>>D, Alto Alto Alto
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Ferfenazina D, > outros receptores Baixo Baixo Baixo
Haloperidol D, > outros receptores Baixo Baixo Baixo
Atipicos

Amilsulprida D,/D3; com seletividade para certas Baixo Baixo Baixo

regides cerebrais

Clozapina M1 > 5-HTox> Hy > 5-HT,¢ > Alto Alto Alto
alfatl > alfa2 >>> D2
Olanzapina Hqy > 5-HT5a > M1 > 5-HT,c> D, Alto Alto Alto
Risperidona 5-HT,4 >> alfal > D, Médio Médio Médio
Quetiapina Alfal > Hy > 5HT,5 > alpha 2 > M1 Médio Alto Médio
>> D,; inibe recaptacgao de
serotonina
Ziprasidona 5HT,a >> Dy; Baixo Baixo Baixo

agonismo parcial 5-HTq4;
inibe recaptacédo de noradrenalina

Aripiprazol Agonismo parcial em D, > Baixo Baixo Baixo
agonismo parcial 5-HT44 >

agonismo 5-HTa

Esses efeitos adversos sao importantes na reducdo da qualidade de vida e na
morte prematura de pacientes, principalmente devido aos transtornos
cardiovasculares associados as doengas psiquiatricas mais severas (TIIHONEN
et al.,, 2009). Além disso, ndo ha tratamentos eficazes contra os efeitos
metabdlicos adversos, e o peso do paciente parece nao voltar para valores
anteriores ao do inicio do tratamento (MAAYAN; VAKHRUSHEVA; CORRELL,
2010).

Apos ser determinada a associagdo entre o uso de antipsicoticos e o
desenvolvimento de efeitos metabdlicos adversos, quais seriam as vias que
levam a esses efeitos? Sabe-se que o peso de um individuo € determinado pelo
equilibrio entre o consumo de energia e o gasto energético (GISKES et al.,
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2011). Os antipsicoticos parecem interferir em varias etapas desse equilibrio
energético, mas os estudos nem sempre sao conclusivos (CORRELL; LENCZ;
MALHOTRA, 2011).

Entre as mudangas comportamentais, foi sugerido que pacientes sob tratamento
com antipsicoticos atipicos manifestam maior desinibigdo sobre o apetite e maior
suscetibilidade a serem induzidos a fome por estimulos externos (BLOUIN et al.,
2008). Alem disso, pacientes jovens tratados com olanzapina apresentaram
ganho de peso associado a aumento do consumo calorico sem mudanga da
composic¢ao da dieta (GOTHELF et al., 2002).

Modelos utilizando roedores corroboram a hipétese que o tratamento com
antipsicoticos atipicos, principalmente olanzapina, clozapina e risperidona, sdo
capazes de aumentar o consumo de alimentos hipercaldricos com redugao da
saciedade e aumento do apetite (COCCURELLO et al., 2006; COPE et al., 2009;
DAVOODI et al., 2009; FELL et al., 2007; HARTFIELD; MOORE; CLIFTON,
2003; VICTORIANO et al., 2009; WALLINGFORD et al.,, 2008). Além do
aumento do consumo caldrico, o tratamento com antipsicéticos atipicos parece
reduzir a atividade fisica de roedores, colaborando para o equilibrio energético
ser deslocado para o ganho de peso e acumulo de gordura (ALBAUGH et al.,
2011; COPE et al., 2009; HILLEBRAND et al., 2005).

Além das mudancgas comportamentais, os antipsicéticos atipicos parecem atuar
de maneira mais direta no metabolismo energético. Por exemplo, foi
demonstrado que o tratamento crénico com olanzapina reduz a termogénese em
ratos, o que parece envolver reducdo da atividade da gordura marrom
(STEFANIDIS et al., 2009). Uma vez que o tratamento com olanzapina reduz o
gasto energético da termogénese, a energia dos nutrientes pode ser deslocada
para o acumulo de gordura. Dessa forma, o tratamento com olanzapina pode

induzir o ganho de peso ao reduzir o metabolismo basal.



37

Além disso, os antipsicoéticos parecem ter efeito sobre o organismo de maneira
independente do sistema nervoso central. Primeiro, ja foi demonstrado que
olanzapina causa disfungdo do metabolismo de glicogénio e da sinalizagdo da
insulina em linhagem de célula muscular quando comparado a amissulprida
(ENGL et al., 2005). Segundo, foi demonstrado que clozapina e olanzapina
reduzem a liberagéo de insulina induzida por via colinérgica através do bloqueio
muscarinico (Ms), 0 que nao ocorre com risperidona e ziprasidona (JOHNSON et
al., 2005). E, por ultimo, alguns antipsicoticos atipicos induzem resisténcia a
insulina em cultura celular de adipdcitos, alterando a lipogénese e a lipolise em
favor do acumulo de lipideos (MINET-RINGUET et al., 2007; VESTRI et al.,
2007). Portanto, esses estudos parecem indicar os mecanismos pelos quais o
uso de antipsicéticos atipicos desequilibram o metabolismo energético,
promovendo ganho de peso, dislipidemia e diabetes.

Aproveitando as diferengcas de ganho de peso entre os antipsicoticos, varios
estudos tém tentado correlacionar o perfil farmacologico desses farmacos e os
efeitos metabolicos (Tabela 4). Uma meta-analise demonstrou que o
antagonismo do receptor de histamina H4 foi o alvo mais correlacionado com o
ganho de peso seguido pelos receptores alfaa, 5-HT,c € 5-HTs (KROEZE et al.,
2003). Corroborando essa hipdtese, foi demonstrado que antipsicoticos atipicos
(clozapina, olanzapina, quetiapina e risperidona), mas nao ziprasidona, ativam
seletivamente a enzima hipotaldmica AMPK (proteina ativada por AMP) através
do bloqueio do receptor H1 (KIM et al., 2007). Esses dados estdo de acordo com
o papel central da histamina (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001) e da AMPK
(MINOKOSHI et al., 2004) no controle do consumo de alimento.

Em todos os casos, o hipotalamo possui um papel central na regulagdo do
metabolismo energético, controlando varias fungbées como apetite, temperatura
corporal, saciedade e metabolismo basal. Embora os antipsicéticos nao
possuem afinidade com nenhum dos receptores peptidérgicos envolvidos
diretamente com a regulagdo hipotalamica (THEISEN et al., 2007), sabe-se que



38

a serotonina, histamina e dopamina controlam a atividade dos nucleos
hipotalamicos e, por consequéncia, o metabolismo energético (REYNOLDS;
KIRK, 2010). Por exemplo, sabe-se que agonistas do receptor serotoninérgico 5-
HT2c, como a fenfluramina, reduzem o consumo de alimento através da ativagao
desse receptor em nucleos hipotaldamicos (XU et al., 2008). Portanto, seria
esperado que farmacos que bloqueiem o receptor 5-HT,c no hipotalamo levem

ao efeito oposto, causando um aumento do consumo de alimento.

Nao por acaso, os dois antipsicéticos atipicos mais associados a efeitos
metabdlicos, clozapina e olanzapina, sdo potentes antagonistas de 5-HTxc.
Corroborando essa hipotese, ratos que foram tratados com antagonistas desse
receptor (SB243213) apresentaram aumento de peso maior que o controle, mas
menor que animais tratados com olanzapina (KIRK et al., 2009). Entretanto,
quando o antagonismo serotoninérgico foi combinado com haloperidol, um
antagonista potente do receptor D,, os ratos ganharam ainda mais peso, de
maneira similar aos ratos tratados com olanzapina. No mesmo estudo, quando
mepiramina, um antagonista do receptor H4, foi utilizado no lugar de haloperidol,
o aumento adicional de peso nao ocorreu, sugerindo que os receptores D, e 5-
HT,c participam em conjunto no ganho de peso. Dessa forma, esses estudos
demonstram a participacdo de varios receptores no controle da homeostase
energeética, e que a resposta fisiologica dessa interacéo é de dificil predicéo.

A dificuldade de estudar os efeitos metabdlicos causados por antipsicéticos
exige que sejam desenvolvidos modelos pré-clinicos capazes de avaliar de
antem&o o potencial desses efeitos. Esses modelos deverdo ser capazes de
avaliar o efeito metabdlico dos farmacos em um sistema in vivo, porém de
maneira mais simples que os meétodos utilizados em roedores. Portanto um
modelo alternativo, como o peixe zebrafish, tem sido utilizado para tentar avaliar
o efeito de farmacos no metabolismo energético (SCHLEGEL; STAINIER, 2007).

1.2.4 Modelos comportamentais no estudo de antipsicéticos
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A validade de um modelo comportamental € essencial no desenvolvimento de
medicamentos e nos estudo dos mecanismos de acio. Esse processo € dividido
em validade preditiva, validade fenomenoldgica e validade construida (MICZEK;
DE WIT, 2008). Na validade preditiva, o modelo devera prever o efeito
terapéutico em humanos; na validade fenomenolégica, o modelo devera
apresentar sintomas clinicos similares aos apresentados em humanos; e, por
ultimo, na validade construida, o modelo devera reproduzir os fatores etioldgicos
da doenca. No caso da descoberta farmacos, o modelo mais utilizado é o

modelo preditivo, por ser mais simples e direto.

Para isso, os psicofarmacologistas tém avancado consideravelmente no
desenvolvimento de modelos animais que predizem os efeitos terapéuticos de
medicamentos. Nos modelos tradicionais de estudo dos efeitos comportamentais
de antipsicéticos, o foco tem sido direcionado para os sintomas classicos da
esquizofrenia (sintomas positivos, negativos e cognitivos) e os efeitos colaterais
induzidos por antipsicéticos (Tabela 5) (PORSOLT; MOSER; CASTAGNE,
2010).

Tabela 5. Modelos comportamentais em roedores para antipsicéticos tipicos e atipicos. Dados
compilados (GEYER; ELLENBROEK, 2003; PORSOLT; MOSER; CASTAGNE, 2010).

Modelo Resposta de antipsicéticos
Sintomas positivos
- Hiperatividade locomotora - Tratamento agudo com agonistas - Antipsicoticos atipicos
- Movimentos repetitivos dopaminérgicos e antagonistas de revertem principalmente
(estereotipicos) NMDA leva a aumento da atividade hiperatividade locomotora,
locomotora e de movimentos enquanto os antipsicoticos
estereotipicos. tipicos inibem ambos
comportamentos.
- Comportamento de - Tratamento agudo com apomorfina ou - Antipsicéticos atipicos e
escalada anfetamina induz comportamento de tipicos reduzem

escalada. comportamento de escalada



Sintomas negativos

- Nado forgado

- Interacgéo social

Sintomas Cognitivos
- Resposta de esquiva
condicionada

- Reconhecimento de
objeto

- Labirinto aquatico de

Morris

- Inibigao por pré-pulso

Sintomas extrapiramidais

- Tratamento com PCP aumenta tempo
de imobilizagao; pode representar o

embotamento afetivo.

- Tratamento agudo e cronico com
antagonistas de NMDA reduz interag&o

social; pode representar déficit social.

- Animais sao treinados para prevenir
um estimulo aversivo ao realizar um

comportamento especifico.

- Tratamento com PCP reduz
reconhecimento de objeto, indicando
déficit de memoaria similar ao encontrado

em pacientes esquizofrénicos.

- PCP reduz memoria espacial.

- Tratamento com agonistas
dopaminérgicos e antagonistas de
NMDA leva a redugao da reacgéo de
reflexo a estimulo forte apos pré-

exposic¢ao por estimulo fraco.

- Comportamento cataléptico,
movimento mastigatorio, retragéo de

pata

40

Antipsicoticos atipicos revertem
o efeito, mas néo os

antipsicéticos tipicos

Alguns antipsicéticos atipicos
revertem o efeito, mas nao os

antipsicéticos tipicos

- Antipsicoticos atipicos e
tipicos reduzem
comportamento da resposta
condicionada.

- Antipsicoticos atipicos
clozapina e risperidona
revertem o efeito, mas ndo

haloperidol.

- Clozapina e outros
antipsicéticos atipicos revertem

efeito, mas néo haloperidol.

- Reverséao por antipsicoéticos

tipicos e alguns atipicos.

- Comportamento induzido
apenas por antipsicoéticos

tipicos.

Os sintomas positivos sdo caracterizados por alucinagdes, delirios e agitagéo.

Logicamente, desenvolver modelos que reflitam os sintomas de alucinacédo e

delirio é praticamente impossivel. Portanto, os modelos comportamentais focam
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principalmente no aspecto motor da agitagdo, que é facilmente avaliado em
roedores. Para reproduzir os movimentos estereotipicos encontrados nos surtos
psicoticos, utilizam-se agentes farmacologicos que mimetizem o estado cerebral
do paciente no surto psicético (GEYER; ELLENBROEK, 2003). Esses indutores
de movimentos estereotipicos (movimentos repetitivos) e de hiperatividade
(atividade locomotora aumentada) podem ser de trés classes: agonistas diretos
ou indiretos da via dopaminérgica; agonistas de receptores de serotonina (5-HT);

e antagonistas competitivos do receptor de glutamato NMDA.

Quando administrados a roedores, agonistas dopaminérgicos como apomorfina,
cocaina e anfetamina podem induzir hiperatividade em doses moderadas e
movimento estereotipico em doses altas. Aparentemente, esse comportamento
apresenta validade preditiva porque pacientes esquizofrénicos desenvolvem
sintomas similares sob efeito de agonistas dopaminérgicos (CURRAN;
BYRAPPA; MCBRIDE, 2004). Embora todos os antipsicoticos classicos
consigam inibir a hiperatividade e as estereotipias induzidas por anfetamina, a
clozapina parece ser menos eficaz contra movimentos repetitivos (O’NEILL;
SHAW, 1999). Como os movimentos estereotipicos sao induzidos pela ativagao
de receptores no estriado (area motora), sugere-se que a clozapina bloqueie
preferencialmente a area limbica (nucleus accumbens) em relacdo a area
motora (LEITE; GUIMARAES; MOREIRA, 2008). Isso indica que farmacos que
tenham propensao em inibir predominantemente a hiperatividade em detrimento
dos movimentos estereotipicos tenham menor chance de induzir EPS em

pacientes.

O uso de antagonistas do receptor NMDA levam a sintomas positivos muito
semelhantes aos induzidos por agonistas dopaminérgicos. Os antagonistas
como cetamina, fenciclidina e dizocilpina (MK-801) agem de maneira nao
competitiva no receptor NMDA, sendo usados como drogas de recreagao por
humanos. Os efeitos comportamentais podem ser revertidos por antipsicoticos,

embora os antipsicéticos atipicos como clozapina, aripiprazol e olanzapina
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sejam mais eficazes que os antipsicoticos tipicos na reversdo dos efeitos de
hiperatividade e movimentos estereotipicos (LEITE; GUIMARAES; MOREIRA,
2008).

Além dos sintomas positivos, os antipsicoticos atipicos seletivamente revertem
varios outros efeitos induzidos por antagonistas de NMDA (TSAI; COYLE, 2002).
Por exemplo, clozapina e olanzapina, mas nao haloperidol e racloprida, inibem
os efeitos da fenciclidina na ativacdo neuronal em fatias de cérebro (WANG;
LIANG, 1998) e atenuam os déficits no comportamento de inibigdo por pré-pulso
em ratos (BAKSHI;, SWERDLOW; GEYER, 1994). Embora os antipsicoticos
atipicos sejam mais eficazes em antagonizar os efeitos induzidos por
antagonistas de receptor de NMDA, nenhum possui afinidade com o receptor
NMDA. O efeito superior dos antipsicoticos atipicos em reverter os efeitos de
antagonistas de NDMA n&o esta bem estabelecido, mas parece estar ligado ao
bloqueio multiplo de subtipos de receptores de serotonina (MELTZER;
HORIGUCHI; MASSEY, 2011).

Os agonistas de receptor de serotonina sado conhecidos alucindgenos (acido
lisérgico dietilamida, psilocibina e mescalina). As alucinagbes sdo geralmente
visuais, mas também apresentam outros sintomas positivos que podem ser
avaliados em animais. Por exemplo, a mescalina induz um intenso
comportamento de arranhar em algumas linhagens de camundongo, e esse
efeito pode ser inibido por antipsicéticos, especialmente os que antagonizam o
receptor 5-HT, (PORSOLT; MOSER; CASTAGNE, 2010). Entretanto, o
agonismo de serotonina nao reproduz grande parte dos sintomas caracteristicos
da esquizofrenia, e os farmacos que antagonizam os efeitos comportamentais

parecem indicar mais uma atividade anti-serotoninérgica do que antipsicética.

Um dos modelos mais antigos para avaliar a agao de farmacos antipsicoticos € o
da resposta de esquiva condicionada (NIEMEGEERS; JANSSEN, 1965),
considerado um indicador seletivo e sensivel de atividade antipsicética
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(WADENBERG; HICKS, 1999). Nesse modelo, os roedores s&o treinados a
realizar um comportamento especifico (esquiva) em resposta a um estimulo
aversivo. O comportamento de esquiva pode ser tanto ativo (subir em uma area)
quanto passivo (ndo entrar em compartimento mais atrativo). Sabe-se que
grande parte dos antipsicéticos, tanto os tipicos como atipicos, antagoniza o
comportamento normal de esquiva (WADENBERG; HICKS, 1999). Entretanto, a
clozapina apresenta uma resposta bifasica, aumentando a resposta de esquiva
em doses baixas e inibindo a resposta em doses altas (BARRETT, 1982). Outro
modelo classico é o de indugédo de escalada por agonistas dopaminérgicos, tal
como apomorfina (PROTAIS; COSTENTIN; SCHWARTZ, 1976). Tanto
antipsicoéticos tipicos como atipicos sdo eficazes em inibir esse comportamento
(CORBETT et al., 1993; VASSE et al., 1985).

O uso de modelos comportamentais tradicionais no estudo de acao de farmacos
€ uma estratégia bastante eficaz. Entretanto, os modelos tradicionais sao
dispendiosos, demandam muito tempo e sdo mais dificeis de serem replicados
devido as variagdes dos componentes ambientais e a complexidade dos
roedores. Além disso, os modelos tradicionais n&o sao facilmente avaliados em
grande escala e, portanto, ndo é possivel avaliar centenas de compostos. Por
causa desses entraves, grande parte da descoberta de novos farmacos tinha
sido direcionada para estudos in vitro (BUTCHER; BERG; KUNKEL, 2004). No
entanto, varios estudos recentes tém tentado desenvolver métodos para estudos
em grande escala baseados em fendtipo utilizando modelos alternativos como
zebrafish e C. elegans (KOKEL et al., 2012).

1.3 Danio rerio

O peixe zebrafish (Figura 4), Danio rerio (Hamilton, 1822), € um importante
modelo animal utilizado nas areas de biologia de desenvolvimento, genética e
biomedicina (GRUNWALD; EISEN, 2002). O uso do zebrafish como modelo
experimental ganhou proeminéncia na década 80 quando George Streisinger



44

estava a procura de um animal vertebrado diploide para aplicar as recém-
desenvolvidas técnicas de genética molecular (STREISINGER et al., 1981).
Entretanto, a forga do zebrafish como modelo experimental deu um salto com o
primeiro projeto em grande escala para a identificagdo de mutantes em
vertebrados (GRANATO; NUSSLEIN-VOLHARD, 1996). O projeto avaliou mais
de 4000 mutagdes, sendo que mais de 400 estavam ligadas ao desenvolvimento
embrioldgico de vertebrados.
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Figura 4. Peixe zebrafish adulto. Acima — Foto de peixe zebrafish adulto mostrando o padréo de
listras caracteristicos da espécie. Abaixo — Desenho esquematico demonstrando a anatomia
interna dos 6rgéos presentes em um peixe adulto. Adaptado (SANTORIELLO; ZON, 2012)

Apos varios avangos tecnologicos, teve inicio em 2001 o projeto genoma
zebrafish pelo Welcome Trust Sanger Center do Reino Unido que foi finalizado
somente neste ano (HOWE et al.,, 2013). O genoma do zebrafish possui a
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particularidade de apresentar duplicagdo de varios genes. Comparado a outros
vertebrados, o ancestral do grupo de peixes teleGsteos apresentou uma
duplicagdo gendmica adicional (MEYER; SCHARTL, 1999). Isso explica os mais
de 26000 genes que codificam proteinas encontradas no genoma do zebrafish,
mais que qualquer genoma de vertebrados sequenciados até hoje. Cerca de
71% dos genes humanos possuem um ortdlogo em zebrafish, sendo que 47%
possuem uma relagdo de um para um, ou seja, ndo existem versdes duplicadas
no zebrafish (HOWE et al., 2013). O conhecimento completo do genoma do
zebrafish facilita a manipulagdo genética e o desenvolvimento de modelos de

doencgas, competindo com outros modelos tradicionais.

O zebrafish apresenta as vantagens de modelos de invertebrado (e.g.,
Drosophila), tal como reprodugdo em grande quantidade e tamanho pequeno.
Ao mesmo tempo, por serem vertebrados, possuem maior afinidade com
mamiferos que animais invertebrados, apresentando grande similaridade
morfolégica e genética. Essas qualidades tornam o zebrafish um excelente

modelo quando a complexidade de modelos mamiferos ndo é necessaria.

1.3.1 Biologia do zebrafish

O zebrafish € um peixe teledsteo de agua doce da classe Actinopterygii (peixes
com raios nas barbatanas), que pertence a familia Cyprinidae. A espécie é
encontrada no sul e sudeste asiatico, regides que apresentam clima tropical. O
zebrafish vive naturalmente em aguas rasas com pouca correnteza, tipicamente
em regides alagaveis associadas as plantagbes de arroz. O nome do género
Danio vem da lingua Bengali que significa “do campo de arroz”, indicando o
habitat preferencial do zebrafish. A alimentagao € tipicamente onivora, e sua
dieta natural consiste principalmente de zooplancton, fitoplancton e insetos. O
zebrafish apresenta comportamento social; os peixes se agrupam em cardume e
mantém relagdo de dominancia e submissao entre os individuos (SPENCE et al.,
2008). As caracteristicas que distinguem o zebrafish como uma espécie sao
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uma linha lateral incompleta que se estende até a base da barbatana anal, dois
pares de bigodes e de cinco a sete listras de cor azul escura que se estendem a
partir do opérculo até a regido da barbatana anal. O padrdo de cor é
determinado por trés tipos de células de pigmento: melandforos de cor azul
escuro, xantoforos de cor dourada e iridéforos de aspecto iridescente
(PARICHY, 2006).

O zebrafish possui varias vantagens que o torna um excelente modelo
experimental. Os adultos s&o animais pequenos (3 cm em meédia) e de poucos
cuidados permitindo a criagdo de grande numero de peixes em pouco espago.
Em condi¢des apropriadas de laboratorio, os peixes podem reproduzir 0 ano
inteiro, com as fémeas ovipondo centenas de ovos toda semana. Como a
fertilizagdo € externa, e os ovos sao transparentes e grandes (0.7 mm), pode-se
acompanhar inteiramente o desenvolvimento do embrido utilizando um
estereomicroscoépio simples. O zebrafish tem a capacidade de desenvolver de
forma rapida. Os precursores de todos os 6rgaos ja estdo presentes 36 horas
apos a fertilizagao (KIMMEL et al., 1995). No quinto dia apds fertilizag&o (dpf), a
maioria dos tecidos esta desenvolvida (Figura 5) e a larva ja apresenta
comportamento independente. Didaticamente as fases do zebrafish sdo: 0 a 2
dpf (embrido), 3 a 30 dpf (larva), 30 a 90 dpf (juvenil). A fase adulta ocorre apods
trés meses de idade quando o zebrafish se torna sexualmente maduro (Figura
6).
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Cérebro Protonefros Musculo

QOuvido
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Figura 5. Larva de zebrafish. Acima — Foto de larva de zebrafish de 4-5 dias apés fertilizacao.
Abaixo — Desenho esquematico demonstrando a anatomia interna dos 6rgéos presentes na
larva. Notar que maior parte dos 6rgéos ja esta presente nesta fase. Adaptado (SANTORIELLO;
ZON, 2012).
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Figura 6. Ciclo de vida do peixe zebrafish. O desenvolvimento do zebrafish ocorre de forma
rapida; a clivagem, gastrulacdo e organogénese ocorrem em 24 horas. Em 2-3 dias apos a
fertilizagdo, as larvas eclodem ja apresentando células de pigmento. Apds passar por fase

juvenil, o zebrafish torna-se adulto 90 dias apds a fertilizagdo.

1.3.2 Sistema nervoso do zebrafish
O cérebro do zebrafish adulto (Figura 7) possui 4.5 mm de comprimento (RUPP;

WULLIMANN; REICHERT, 1996), enquanto o cérebro da larva (5 dpf) apresenta
1.5 mm de comprimento e 0.5 mm de espessura. O cérebro de um teledsteo é
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formado pela mesma organizagédo basica de um vertebrado sendo dividido em
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo (Tabela 6), sendo que esses
dominios sdo posteriormente segmentados em estruturas especializadas. Os
peixes teledsteos apresentam regides cerebrais semelhantes a outros
vertebrados tais como retina, bulbo olfatério, cerebelo e medula espinhal.
Entretanto, outras regides tal como o teto otico e o telencéfalo apresentam
diferengas mais pronunciadas que surgem ao longo do desenvolvimento do
prosencéfalo (WILSON; HOUART, 2004).

Habenula

Bulbo olfatorio Lobo facial

Lobo vagal

Telencéfalo Diencéfalo Mesencéfalo Cerebelo Rombencéfalo

Nervos
Tubérculo Hipofise cranianos
posterior

Figura 7. Cérebro de um zebrafish adulto mostrando as principais subdivisdes cerebrais.
Adaptado (WULLIMANN; RUPP; REICHERT, 1996).
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Tabela 6. Organizagéo regional de cérebro de vertebrados.

Prosencéfalo Telencéfalo Bulbo Olfatério

Palio Olfatério
Sensorial
Limbico

Subpalio Estriado
Septo

Diencéfalo Epitalamo Habenula

Glandula pineal

Talamo

Hipotalamo

Vesicula o6tica

Mesencéfalo Mesencéfalo Teto Teto 6tico

Torus semicircularis

Segmento Nucleo vermelho

Substantia nigra

Istmo Locus coeruleus

Nucleo da rafe

Rombencéfalo Metencéfalo  Ponte
Cerebelo

Mielencéfalo Medula

O telencéfalo de teledsteos apresenta uma parte dorsal chamada de palio e uma
parte ventral chamada de subpalio. O palio € homdlogo as estruturas corticais,
mas n&o desenvolve camadas definidas como o neocortex em mamiferos (ITO;
YAMAMOTO, 2009). A morfologia do telencéfalo de teledsteos difere
substancialmente de amniotas porque o telencéfalo passa por um processo
morfogenético (eversao) que realoca zonas dorsais do neurotubo para posi¢des
laterais (WULLIMANN; MUELLER, 2004). A analise da expresséo genética e das
projecbes entre as regides cerebrais sugere homologias entre o
desenvolvimento do telencéfalo em mamiferos e teledsteos (WULLIMANN;
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MUELLER, 2004). Para as regides do palio, ha homologias entre o paleocoértex
de mamiferos (cortex olfatério) e a zona posterior do palio em peixes, entre o
arquicortex (hipocampo) e a zona ventrolateral e dorsal do telencéfalo (palio
medial), e também entre a amigdala cortical e o palio ventral. Para as regides do
subpalio de teledsteos, tem sido proposta uma homologia com as eminéncias
gangliénicas, correspondendo ao estriado/palido em mamiferos (MUELLER;
WULLIMANN, 2009).

O sistema visual de teledsteos também apresenta diferengcas em comparagao
com o de mamiferos. Nos peixes, ao invés das células ganglionares da retina
projetarem para o coliculo superior, como em mamiferos, as projecbes s&o
destinados ao teto otico (BURRILL; EASTER, 1994). Comparado com coliculo
superior, a arquitetura do teto 6tico parece ser mais complexa, contendo sete
camadas de células distintas. Uma das razdes para essa complexidade € que o
teto dtico realiza o processamento visual em teledsteos, enquanto em mamiferos

ao processamento ocorre no neocortex (cortex visual).

Outra regido que apresenta diferengas marcantes nos peixes teledsteos € o
diencéfalo. Nesta regido, se encontram varios agrupamentos de neurdnios
dopaminérgicos, os quais nos mamiferos sao localizados predominantemente no
mesencéfalo (HOLZSCHUH et al., 2001; SMEETS; GONZALEZ, 2000). De
forma similar aos vertebrados amniotas, os grupos de neurdnios dopaminérgicos
tém sido descritos no zebrafish adulto nas seguintes regides cerebrais: bulbo
olfatério, subpalio e diencéfalo ventral, incluindo o hipotalamo (MCLEAN;
FETCHO, 2004; RINK; WULLIMANN, 2001). Nos estagios larvais, grande parte
dos neurdnios dopaminérgicos se localiza na parte ventral do diencéfalo e
podem ser classificados em grupos de acordo com a localizagdo e a morfologia:
talamo ventral (grupo 1); tubérculo posterior (grupos 2 e 4); hipotalamo medial
(grupo 3) e hipotalamo lateral (grupos 5 e 6) (RINK; WULLIMANN, 2002) (Figura
8).
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Os grupos dopaminérgicos em mamiferos sdo numerados em ordem da regido
caudal (A1) até a rostral (A17) e podem ser comparados em relagdo ao zebrafish
com base na anatomia e marcadores moleculares. De forma homodloga aos
neurénios A11 em mamiferos, os neurénios dopaminérgicos diencefalicos no
zebrafish DC2 e DC4-6 apresentam o marcador molecular Orthopedia
(KASTENHUBER et al., 2010). Os outros grupos dopaminérgicos do zebrafish
correspondem as regides do hipotalamo (A12, A14-15) e talamo ventral (A13)

em mamiferos.

A analise do sistema catecolaminérgico do zebrafish (dopamina, noradrenalina e
adrenalina) € principalmente baseada na avaliacdo da expressdo da enzima
tirosina hidroxilase por meio de anticorpos (imunohistologia) ou do seu RNAm
(th) cognato (hibridizagdo in situ) no sistema nervoso de zebrafish. A tirosina
hidroxilase € a enzima limitante na sintese de catecolaminas, convertendo o
aminoacido tirosina em dihidroxifenilalanina. A primeira detec¢do desta enzima
se da antes do primeiro dia de desenvolvimento (MCLEAN; FETCHO, 2004;
RINK; WULLIMANN, 2001). A partir dessa expressédo, verificou-se que os
neurdnios noradrenérgicos se localizam em regides similares as encontradas em
mamiferos, sendo encontrados no Locus coeruleus, medula oblonga e area
postrema (MA, 1997) (Figura 7).
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Rombencéfalo

Diencéfalo

Figura 8. Agrupamento de neurbnios dopaminérgicos e noradrenégicos no sistema nervoso
central de larva de zebrafish com 4 dpf. A) Desenho esquematico (visdo lateral) mostrando as
principais subdivisbes cerebrais e as localizagbes dos grupos catecolaminérgicos. B) Detecgéo
do RNAm da tirosina hidroxilase (th) por técnica de hibridizag&o in situ em tecido intacto. Visdo
dorsal do embrido na regido do diencéfalo. Numeragéo dos grupos de neurénios dopaminérgicos
de 1 a 7 (RINK; WULLIMANN, 2002). Abreviacdes: AP — Area postrema; CE — Cerebelo; H —
Hipotalamo; LC — Locus coeruleus; MO — Medula oblongata; OB: Bulbo olfatério; PA: Palio; PO:
Area pré-6tica; PR: Pré-teto; PT: Tubérculo posterior; TC: Teto; SC: Medula espinhal. T —
Telencéfalo; D: Diencéfalo. Adaptado (SCHWEITZER; DRIEVER, 2009).

Além de possuir um sistema catecolaminérgico desenvolvido, o zebrafish
também apresenta outros sistemas de neurotransmissdo (receptores,
neurotransmissores e moléculas relacionadas) encontrados em mamiferos,
incluindo os aminoacidos (glutamato, GABA e glicina) (HIGASHIJIMA; MANDEL;
FETCHO, 2004; HOPPMANN et al., 2008), outras monoaminas (histamina,
serotonina e melatonina) (KASLIN; PANULA, 2001; LILLESAAR, 2011) e
acetilcolina (MUELLER; VERNIER; WULLIMANN, 2004). A revisdo detalhada de

cada um desses neurotransmissores com seus receptores no zebrafish esta
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além do escopo desta tese. Portanto, foi criado uma tabela com o intuito de
estabelecer uma relacdo entre o0s sistemas de neurotransmissao

monoaminérgica de mamiferos e do zebrafish (Tabela 7).

Tabela 7. Receptores de monoaminas tanto em mamiferos e no zebrafish.

Receptores em Receptor

Sistema Referéncias
mamiferos em zebrafish

Dopamina Tipo D4: D4/Ds Drd1 (LI et al., 2007)

(BOEHMLER et
Drd2a/Drd2b/Drd2c; Drd3,

TIpO D2: D2/D3/D4 al., 2004, 2007)
Drd4a/Drd4b/Drd4c
Noradrenalina  a4a/04g/01p Previsto Ensembl
(RUUSKANEN

Oza/02p/02c € receptores
Q2a/028/0oc L ) et al., 2004,
adicionais 0d2pa € Qopp

2005)
| (WANG et al.,
; P2; 5 5 e
[31 BZ BS [31 BZa B2a B3a B3b 2009)
(NORTON;
5-HTa/5-HT1g/5-HT1p/  5-HT1aa, 5-HT1ap; FOLCHERT;
Serotonina
5-HT1e/5-HT ¢/ 5-HT1pq BALLY-CUIF,
2008)
Previsto: 5-HT,a/5-HT25 (SCHNEIDER et
5-HT,a/5-HT2g/5-HT5c
5-HT2C al., 2012)
5-HT; Previsto Ensembl
5-HT4/5-HTg/5-HT+/ Previsto Ensembl
5-HT54/5-HTsp Previsto Ensembl
(PEITSARO et
Histamina H4, Hy e Hs H4, Hy e Hs
al., 2007)

1.3.3 Comportamento no zebrafish

A partir de 5 dpf, as larvas de zebrafish ja apresentam um repertorio de

comportamentos motores. Isso permite cada larva explorar o ambiente a procura
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de comida e esquivar de estimulos externos. As larvas nadam em episodios
rapidos e lentos e usam de movimentos de virada especificos para mudar a rota
de locomogdo (BURGESS; GRANATO, 2007; GAHTAN; TANGER; BAIER,
2005). Além disso, as larvas utilizam os oOrgdos sensoriais de maneira
coordenada em resposta a estimulos visuais, tateis, olfatérios e acusticos. Por
exemplo, as larvas apresentam comportamentos simples tais como movimento
sacadicos dos olhos (optocinética) (FLEISCH; NEUHAUSS, 2006) e virada em
forma de ‘C’ em resposta a som (BURGESS; GRANATO, 2007). Alguns
comportamentos complexos ja se encontram nas larvas tais como
comportamento optomotor, fototaxia e captura de presa (WOLMAN; GRANATO,
2012) (Tabela 8).

Tabela 8. Comportamentos larvais simples e complexos. Adaptado (WOLMAN; GRANATO,
2012).

Comportamentos simples Descrigao
Nado lento Nado lento para frente com pequeno angulo de
torsdo, onde a torsdo maxima ocorre na ponta
da cauda.
Nado explosivo Nado rapido para frente com grande &ngulo de

torsdo que ocorre no meio do corpo da larva.
Velocidade é dez vezes maior do que no nado

lento.

Virada espontanea Virada lenta com velocidade angular de ~60°
que acontece espontaneamente.

Virada com torsao em ‘J’ Virada lenta com velocidade angular de ~30°

que se inicia com uma deslocamento da cauda
para um lado; ocorre espontaneamente ou
para reorientar a larva em relagéo a presa.

Virada com torsdo em ‘C’ Virada rapida com velocidade angular de
~120°-180° que se inicia em resposta de fuga
a estimulo tatil ou acustico; ocorre com baixa
laténcia (<10 mseg.).

Virada com torsao em ‘O’ Virada rapida com velocidade angular de
~180° que se inicia na resposta a retirada
repentina da luz; ocorre com laténcia de 100-
500 mseg.

Comportamentos complexos Descrigao

Resposta optocinética Movimento lateral dos olho ao seguir objeto,
seguindo por movimento sacadico uma vez
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que o objeto some do campo de visao.

Resposta optomora Nado para frente para seguir um estimulo
visual (barras escuras moveis).
Procura de presa Para capturar a presa a larva reorienta o corpo

com viradas espontaneas ou com torsdo em
forma de ‘J’ e nada para frente novamente
para capturar a presa.

Fototaxia Positiva: a larva é atraida para fonte de luz
com intensidade baixa;

Negativa: a larva afasta de fonte luz com
intensidade alta.

Resposta de fuga Em resposta a estimulo a larva inicia uma
virada rapida com torsdo em ‘C’ afastando-se
do estimulo, seguido por uma pequena torsdo
e entdo um nado explosivo para frente.

Controle sensério-motor/ inibigcdo pré-pulso Estimulo acustico fraco subliminar dado 300
mseg. antes do estimulo forte suprime
resposta.

Aprendizagem nao-associativa Estimulos repetitivos reduzem resposta a

estimulos posteriores.

Além da diversidade comportamental das larvas, varios estudos recentes tém
demonstrado a capacidade de se usar o zebrafish adulto no estudo de
comportamentos complexos, como recompensa, aprendizado, agresséo,
ansiedade e relagcdo social (KALUEFF et al., 2013). Entretanto, utilizar o
zebrafish adulto apresenta alguns problemas. Primeiro, para chegar até a fase
adulta s&o trés meses de desenvolvimento, o que eleva os gastos, dificulta
experimentos em grande escala e aumenta a variabilidade entre os individuos.
Segundo, o repertorio de comportamentos torna-se mais complexo o que
dificulta o estabelecimento de modelos mais simples e robustos. E, por ultimo, o
sistema nervoso torna-se mais dificil de ser avaliado experimentalmente,
apresentando um circuito neural mais complexo e com maior numero de células

no sistema nervoso.

Assim, o uso de larvas de zebrafish com até 7 dpf, facilita o uso experimental do
zebrafish se comparado com zebrafish adulto (WOLMAN; GRANATO, 2012). O
sistema nervoso € acessivel por microscopia in vivo porque a larva é
relativamente transparente e o tecido nervoso € composto por pequeno numero
de células. Muitos dos comportamentos inatos da larva refletem uma conexao

robusta (hard-wiring, em inglés) do sistema nervoso, o que torna possivel um
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estudo genético de cada mddulo comportamental, ao mesmo tempo em que
minimiza a influéncia do ambiente e da experiéncia adquirida pelos peixes

adultos.

Além disso, o estudo comportamental das larvas exige menos manutengao por
causa de varios fatores: as larvas podem ser mantidas em altas densidades em
pequeno espago (80 larvas para cada placa de Petri de 100 mm); ndo ha
necessidade de alimentagao até 7 dpf; o numero de larvas produzidas em cada
reproducgao é alto (100-300 embrides por reproducdo). Além do menor cuidado,
a variabilidade é reduzida quando se utiliza larvas providas dos mesmos
parentais porque diminui a distancia genética entre os individuos da amostra e
também reduz diferengcas epigenéticas devido a variabilidade na qualidade do
vitelo depositado pelas fémeas em cada ovo. Portanto, as larvas de zebrafish
oferecem uma oportunidade unica em realizar experimentos comportamentais

em grande escala de forma barata, robusta e eficiente.

1.3.3.1 Comportamento de flotagao

Os peixes teledsteos possuem varios tecidos que s&o mais densos que a agua.
Sem mecanismos que compensem essa maior densidade, o0 peixe
provavelmente iria afundar. Em resposta a esse problema, os teledsteos
desenvolveram varios mecanismos tais como a sintese de lipideos de baixa
densidade e reducdo da massa Ossea. Entretanto, nenhum 6rgdo foi mais
importante para controlar a densidade do peixe do que a bexiga natatéria. Ao
controlar ativamente o volume de gas presente no interior da bexiga natatoria, o
peixe pode atingir densidade neutra em relagdo a agua, minimizando o gasto
energético para se manter na coluna d’agua (SMITH; CROLL, 2011).

A morfologia das bexigas natatorias apresenta grande variagdo entre os peixes
teledsteos (SMITH; CROLL, 2011). Apesar disso, a bexiga natatoria de todos

teleGsteos tem uma origem embriolégica comum, se originando do intestino
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primitivo. A relagdo entre a bexiga natatoria e o intestino € mantida através de
um duto pneumatico que liga ambos tecidos, onde o duto termina em uma
abertura no es6fago. No caso dos peixes fisoclistos, o duto se perde durante o
processo de desenvolvimento, enquanto nos peixes fisdstomos (zebrafish), a
conexdo é mantida por toda vida. Dessa forma, nos peixes fisoclistos a
transferéncia de gas do sangue para a bexiga natatéria € o principal mecanismo
pelo qual a bexiga natatéria € inflada. O mesmo mecanismo de transferéncia de
gas existe em varios fisdstomos, mas a bexiga natatéria pode ser também
inflada e desinflada através do duto pneumatico. Entretanto, alguns fisdstomos,
incluindo o zebrafish, ndo possuem mecanismos para transferir gas para bexiga
natatoria, dependendo apenas da passagem de ar pelo duto (FINNEY et al.,
2006).

A primeira inflagem da bexiga natatoria € um passo importante no
desenvolvimento do zebrafish. O comportamento associado a esse processo €
chamado comportamento de ‘nado para cima’, no qual as larvas (3 dpf) nadam
em movimentos ascendentes e se fixam no substrato, (borda da placa de Petri,
ou pedras e seixos no habitat natural), escalando a lateral até alcangarem a
superficie (LINDSEY; SMITH; CROLL, 2010). Na superficie, a larva é capaz de
aspirar o ar para dentro da cavidade bucal, e entado for¢a-lo pelo eséfago rostral
e duto pneumatico, inflando a bexiga natatéria (RIEGER; SUMMERFELT, 1998).
A importancia desse processo € demonstrada quando larvas de zebrafish ndo
conseguem inflar a bexiga natatéria apos serem impedidas de ter acesso ao ar
(GOOLISH; OKUTAKE, 1999). O processo requer um controle neural fino na
coordenacao de todos os esfincteres, musculos e bombas envolvidas. Como
tanto o musculo liso quanto o estriado estdo envolvido nesse processo, o
controle neural pode se dar através de enervagcdao motora branquiomérica e
enervagao autondbmica (FINNEY et al., 2006). Embora esse processo seja
importante para o desenvolvimento e o comportamento do zebrafish, sabe-se

muito pouco sobre sua fisiologia e controle neural.



59

No zebrafish, a deflagdo ocorre através do duto pneumatico e parece envolver,
ao mesmo tempo, o relaxamento de musculos do esfincter do duto pneumatico e
a contragdo do musculo liso que envolve a bexiga natatéria (DUMBARTON et
al., 2010; FINNEY et al., 2006; SMITH; CROLL, 2011). De forma interessante, os
musculos do esfincter no zebrafish adulto sdo enervados por axoénios
colinérgicos, sendo a unica regido com atividade acetilcolinérgica na regido da
bexiga natatoria (FINNEY et al., 2006). Na musculatura que envolve a bexiga
natatoria de peixes adultos, encontram-se axbénios positivos para tirosina
hidroxilase, sugerindo que a musculatura esta sobre controle adrenérgico
(DUMBARTON et al., 2010; FINNEY et al., 2006). De fato, receptores beta-
adrenérgicos parecem estar envolvidos na contragdo do musculo liso associado
a bexiga natatdria, uma vez que a ativagao farmacoldgica leva a sua contragao
(DUMBARTON et al., 2010).

Além das vias classicas, foram detectados axdnios positivos para serotonina,
neuropeptideo Y (NPY) e polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) na regido da
bexiga natatoria no zebrafish adulto, sugerindo uma regulacdo mais complexa
do processo de inflagao e deflagdo (FINNEY et al., 2006). Enquanto isso, a larva
de zebrafish (7 dpf) ja apresenta enervagédo da parede da bexiga natatoria, com
expressdo de NPY no nervo da bexiga e NPY e VIP na regido do esfincter
(ROBERTSON, 2007).

O comportamento de flotacdo possui potencial para ser utilizado como indicador
de atividade farmacolégica de medicamentos psiquiatricos. Uma vez que a
regulagdo da bexiga natatoria depende da atividade do sistema nervoso
autbnomo e motor, pode-se avaliar o efeito de farmacos através da densidade
das larvas. Por sua vez, a densidade pode ser monitorada ao avaliar a altura
que os peixes se encontram na coluna de agua vertical. Dessa forma, devido o
comportamento ser bastante visivel, ndo ha demanda de alto nivel tecnoldgico
para avaliar a resposta farmacolégica, o que facilita a implementagcdo do
método.
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1.3.3.2 Comportamento de camuflagem

Embora grande parte dos comportamentos descritos em larvas de zebrafish
envolva atividade motora, ha outros fenétipos comportamentais mais sutis que
podem ser avaliados. Por exemplo, a camuflagem (mudanga de cor de acordo
com o ambiente) € um comportamento inato que permite evitar a identificagdo do
animal por predadores e pela presa, além de estar associado a comunicagao
social (PRICE et al., 2008). Ao invés de alterar o comportamento motor do peixe,
a camuflagem manifesta-se como um comportamento das células de pigmento,
chamadas de melanoforos, que estdo localizadas na derme em larvas de
zebrafish. As vesiculas de pigmento (melanossomos que armazenam melanina)
dessas células podem agregar ou dispersar em resposta a estimulos do
ambiente. Em larvas e adultos de zebrafish um ambiente luminoso e de cor clara
induz agregacdo, ao passo que um ambiente com pouca luz e de tonalidade
mais escura induz a dispersdo das vesiculas (LOGAN; BURN; JACKSON,
2006). Essa variagado de agregacao e dispersao torna o animal mais claro ou

escuro, respectivamente, permitindo a camuflagem.

A regulacao fisiologica da atividade dos melanoforos é categorizada em dois
tipos: regulagédo direta na qual os melanoforos respondem diretamente a luz e
regulagéo indireta no qual os melanéforos sdo modulados por fatores humorais
e/ou controlados diretamente pelo sistema nervoso (FUJII, 2000). A resposta
direta € importante em embrides e larvas quando os melanéforos ainda nao
estdo sobre controle neural ou humoral. Por exemplo, as larvas de zebrafish
com 2 dpf apresentam melanossomos que se dispersam na presenca de luz,
enquanto larvas com 5 dpf apresentam melanossomos que agregam na
presenga de luz, tal como no peixe adulto (SHIRAKI; KOJIMA; FUKADA, 2010).
Neste mesmo estudo, larvas com 5 dpf que tiveram os olhos removidos
(enucleacado), apresentam corpo muito mais escuro que larvas intactas. Além

disso, ao invés dos melanossomos agregarem em resposta ao estimulo
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luminoso, passaram a se dispersar na presenga de luz. Isso sugere que larvas
de zebrafish com 5 dpf utilizam de fotorreceptores oculares para induzir a
agregagao de melanoforos, indicando um controle neural ou humoral dos

melanoforos.

Como parte do controle humoral, os melanoforos da derme sao controlados por
dois peptideos, o horménio estimulador do melandcito do tipo alfa (a-MSH)
oriundo da hipdfise (LEE; LERNER, 1956), e o hormdnio concentrador de
melandécito (MCH) proveniente do hipotalamo (KAWAUCHI; BAKER, 2004). A
atividade secretora das células melanotrofas (que expressam a-MSH) aumenta
em resposta a ambiente escuro, tal como os niveis séricos do mesmo horménio
(BAKER; WILSON; BOWLEY, 1984). Na circulagcdo sanguinea, o a-MSH é
capaz de atuar diretamente nos melanoforos induzindo a dispersao dos
melanossomos (LOGAN; BURN; JACKSON, 2006).

De forma oposta, ocorre um aumento de expressdo de MCH na regidao do
hipotalamo (nucleo tuberal lateral) em ambiente claro, aumentando os niveis
séricos de MCH (AMANO; TAKAHASHI, 2009; BERMAN et al., 2009). Esse
horménio atua diretamente nos melanoforos de teledsteos, mas nao de anfibios
e répteis, levando a agregagdo dos melanossomos (FUJIl, 2000; LOGAN;
BURN; JACKSON, 2006). Aléem das alteragbes na pigmentagcédo, descobriu-se
que o MCH, em contraste ao a-MSH, possui um efeito antagbnico no apetite e
metabolismo energético tanto em peixes como em mamiferos, sugerindo uma
relagdo conservada entre as duas vias (KAWAUCHI; BAKER, 2004; SHIMADA
et al., 1998).

Embora a luminosidade do ambiente seja o principal estimulo a modular esses
hormoénios, outros fatores como estresse, temperatura, podem interferir na
resposta. Além disso, varios receptores, canais ibnicos e vias de sinalizagio
intracelulares estdo envolvidos na modulagdo desses horménios (ROUBOS;
SCHEENEN; JENKS, 2005), sendo possivel modular a resposta utilizando
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moléculas exogenas. Por exemplo, foi demonstrado que o tratamento com
etanol induz a dispersdao de melanossomos em melandforos de larvas de
zebrafish (WAGLE; MATHUR; GUO, 2011). Assim, o sistema de regulagdo do
melanoéforo em larvas faz parte de um mecanismo classico de controle
neuroendocrino que pode ser utilizado como ferramenta para avaliar os efeitos

de farmacos que atuam no sistema nervoso central e enddécrino.

1.3.4 Metabolismo energético em larvas de zebrafish

Durante os primeiros dias de desenvolvimento do zebrafish, trés periodos
troficos podem ser caracterizados. O periodo endotrofico ocorre até a abertura
da boca e o inicio da alimentagédo (até 4-5 dpf), no qual o embrido e a larva
utilizam exclusivamente os nutrientes oriundos do vitelo encontrado no saco
vitelinico. Apds a primeira ingestdo de alimento, a larva passa por um periodo
chamado endoexotrofico, no qual a larva utiliza tanto nutriente enddgeno (vitelo)
como exogeno (dieta) (de 4 dpf até 6 dpf). Ja a fase exotrofica inicia apos a
completa absor¢cdo do vitelo, periodo no qual a larva passa a depender
inteiramente de nutrientes adquiridos na dieta (ap6s 7 dpf) (POUPARD et al.,
2000). O embrido absorve os nutrientes do vitelo através uma interface chamada
camada sincicial do trofoblasto. Nesta camada, diversas lipoproteinas e enzimas
realizam o transporte de lipideos a partir do vitelo até as células do embrido. O
processo molecular de transporte dos lipideos é similar ao encontrado na
absorcdo de lipideos pelo intestino e na mobilizacdo de lipideos do tecido
adiposo (SCHLEGEL; STAINIER, 2007).

O zebrafish possui sistema gastrointestinal homodlogo aos humanos (CARTEN;
FARBER, 2009). Ja com 6 dpf, a larva de zebrafish apresenta figado, intestino,
pancreas e vesicula biliar (Figura 4). O desenvolvimento do tecido adiposo
branco inicia-se logo apds a alimentagdo exdgena, apresentando anatomia e
marcadores moleculares semelhantes aos adipocitos humanos (FLYNN;
TRENT; RAWLS, 2009). Como a anatomia e os processos moleculares sao
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conservados em relagdo aos mamiferos, o zebrafish torna-se especialmente util

no estudo do metabolismo de lipideos.

Com o intuito de explorar o modelo de zebrafish como forma de estudar o
metabolismo de lipidios varios corantes lipidicos e analogos fluorescentes foram
desenvolvidos. Corantes chamados ‘oil red O’, Sudan Black B e Nile Red foram
inicialmente utilizados para corar acumulos lipidicos em |adminas histolégicas e
cultura celular, mas atualmente sao também utilizados para visualizar os
acumulos lipideos no zebrafish (CARTEN; FARBER, 2009). Dentre eles, o
corante Nile Red tem a vantagem de poder ser usado tanto em amostras fixadas
quanto in vivo. Nile Red € uma molécula heterociclica sem cargas que apenas
fluoresce em ambientes hidrofobicos (GREENSPAN; MAYER; FOWLER, 1985).
Lipideos fluorescem nas cores amarelo para vermelho, dependendo do grau de
hidrofobicidade do lipideo. Quando se usa Nile Red em larvas vivas de zebrafish
nao ocorre nenhum dano ou deformagdo aparente nos tecidos, o que permite a
analise histoldgica in vivo (FLYNN; TRENT; RAWLS, 2009; JONES et al., 2008;
TINGAUD-SEQUEIRA; OUADAH; BABIN, 2011).

Um dos modelos potenciais para o estudo de metabolismo de lipidios em
zebrafish é utilizar como indicador a absorgao do vitelo pela larva de zebrafish.
Dessa forma, um estudo seminal utilizou o corante Nile Red para determinar a
quantidade de vitelo presente no saco vitelinico de larvas de zebrafish (de 4 a 7
dpf) em resposta a varios farmacos que interferem no metabolismo de
triglicerideos (JONES et al., 2008). O tratamento com &cido nicotinico, um
inibidor potente da lipdlise em adipocitos, levou a um aumento no conteudo de
vitelo no saco vitelinico. Ao contrario, o tratamento com resveratrol, um inibidor
de sintese de lipideos, levou uma reducdo no conteudo lipidico da larva. As
larvas de zebrafish responderam aos farmacos de maneira similar ao
demonstrado em humanos, indicando que o zebrafish pode ser usado como
modelo animal no estudo de medicamentos com acdo no metabolismo de

lipideos.
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1.3.5 Estudos farmacoloégicos em larvas de zebrafish

No estudo de farmacos, o zebrafish tem sido utilizado principalmente para
estudos de ‘screening’ (KOKEL; PETERSON, 2008), e estudos pré-clinicos de
toxicidade e seguranga (HILL et al., 2005). Estudos farmacolégicos geralmente
usam larvas devido ao rapido desenvolvimento e também porque ja apresentam
a maioria dos 6rgédos que estdo presentes na fase adulta. Cada larva de
zebrafish pode ser acondicionada em um pog¢o contendo apenas 50 uL de meio,
reduzindo a quantidade de farmaco utilizado e a necessidade de grandes
espacos fisicos. Além disso, as larvas absorvem prontamente a maioria das
moléculas dissolvidas na agua. Até 14 dpf o oxigénio dissolvido na agua é
transportado principalmente por difusdo através do tegumento (SCHWERTE,
2003) (as escamas desenvolvem posteriormente), e essa parece ser a rota mais
importante para absor¢ado de moléculas pequenas (ROMBOUGH, 2002).

O zebrafish é bastante tolerante ao DMSO, suportando também outros
solventes, como acetona e etanol, porém em concentracbes mais baixas
(HALLARE et al., 2006). Uma vez que grande parte dos farmacos s&o diluidos
em DMSO, a reduzida sensibilidade a esse solvente faz com que grande
variedade de farmacos possa ser administrado no meio onde as larvas se
encontram. A absorgdo por via oral também tem sua importancia apos a

formagao da boca no quarto dia ap6és a fertilizagdo (GOLDSMITH, 2004).

As larvas de zebrafish apresentam varios fendtipos que sado apropriados ao
estudo farmacologico. Uma vez que os farmacos atuam em alvos conservados,
o estudo de medicamentos neuropsiquiatricos em larvas nao precisa simular o
fendtipo completo apresentado em humanos. A agéo farmacolégica em larvas de
zebrafish precisa apenas apresentar sensibilidade e especificidade aos farmacos
testados (ZON; PETERSON, 2005). Dentre os fendtipos, pode-se estudar o
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efeito dos farmacos psiquiatricos sobre o comportamento da larva e seus efeitos
adversos associados.

Varios comportamentos tém sido utilizados no estudo farmacolégico, como o
ciclo de sono-vigilia (APPELBAUM et al., 2009; RIHEL et al.,, 2010), o
aprendizado e memoéria (WOLMAN et al., 2011), modulagdo da inibigdo por pré-
pulso (BURGESS; GRANATO, 2007), dentre varios outros. Em um estudo
recente, foi avaliado o efeito de milhares de farmacos no reflexo motor em
resposta a estimulo visual em larvas de zebrafish (KOKEL et al., 2010). Nesse
trabalho, foi desenvolvido um sistema no qual embrides foram submetidos a um
estimulo luminoso de alta intensidade. A resposta fotomotora foi avaliada antes,
durante e apdés o estimulo luminoso, criando um codigo de barras
comportamental para classes de farmacos apoOs analise de mais de 14.000
moléculas. A partir desse codigo comportamental, p6de-se agrupar substancias
que apresentavam codigo fotomotor semelhante. Essa técnica possibilitou a
descoberta de duas novas moléculas que se assemelham aos
anticolinesterasicos, ressaltando o potencial do zebrafish na descoberta de

novos compostos farmacoldgicos.

Outros comportamentos mais simples, como atividade locomotora esponténea,
podem ser utilizados no estudo de farmacos neuropsiquiatricos. Por exemplo,
antidepressivos como a fluoxetina sdo capazes de reduzir a atividade
locomotora basal em larvas (AIRHART et al., 2012), enquanto moléculas
destinadas a tratar epilepsia sdo capazes de inibir convulsao induzida em larvas
de zebrafish (BARABAN et al., 2007).

No caso especifico de antipsicéticos, ha poucos estudos sobre a acdo desses
medicamentos no comportamento da larva de zebrafish. O primeiro estudo
verificou que os antipsicoticos tipicos flufenazina e haloperidol foram capazes de
reduzir a velocidade média e induzir movimentos estereotipados nas larvas com

7 dpf (GIACOMINI et al., 2006). Entretanto, no mesmo estudo, o antipsicotico
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atipico olanzapina ndo foi capaz de induzir movimentos repetitivos e afetou
modestamente a velocidade das larvas, indicando um efeito similar ao

encontrado na clinica.

Em outro modelo, foi utilizado o comportamento de inibi¢do por pré-pulso (PPI)
como forma de avaliar a acdo de antipsicoticos em larvas de zebrafish
(BURGESS; GRANATO, 2007). Sabe-se que pacientes esquizofrénicos
apresentam um déficit nesse comportamento, o0 que torna esse fendtipo um
importante alvo de estudo. As larvas de zebrafish (6 dpf) apresentaram PPI
similar ao encontrado em humanos, sendo que agonistas dopaminérgicos, como
apomorfina, afetaram esse comportamento. De forma interessante, o tratamento
de larvas com haloperidol foi suficiente para reverter o PPl induzido com
agonistas dopaminérgicos, o que ocorre de forma similar em mamiferos. Isso
indica que existem mecanismos conservados que regulam o PPl entre

mamiferos e larvas de zebrafish.

Além desses estudos, foi demonstrado que a clozapina foi capaz de reduzir a
distancia percorrida por larvas de zebrafish com 7 dpf, o que parece ser mediado
parcialmente pelo antagonismo do receptor dopaminérgico D4, mas n&o por D,
(BOEHMLER et al.,, 2007). Os receptores dopaminérgicos parecem seguir
papéis opostos no controle do comportamento motor da larva. O agonismo do
receptor D, tanto por dopamina exdgena quanto por agonista especifico, é
capaz de reduzir o numero de episddios de movimento, o que também ocorreu
com o antagonismo de Di (SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011).
Entretanto, neste estudo, o tratamento com agonista especifico de receptor D1
foi capaz de aumentar o numero de episdédios. Esses resultados demonstram
que os distintos receptores dopaminérgicos exercem papéis bastante diferentes

no controle da atividade locomotora de larvas de zebrafish.

Portanto, o uso da larva de zebrafish como ferramenta no estudo farmacologico

apresenta um grande potencial. O aprimoramento dos modelos existentes e o
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desenvolvimento de novos torna-se crucial para o melhor aproveitamento do

zebrafish como modelo experimental alternativo.

1.4 Caenorhabditis elegans

O C. elegans (Figura 9) € um nematdédeo n&o parasita que vive em solos umidos
de regides com clima ameno. E um modelo animal amplamente utilizado por ter
um ciclo de vida curto (do ovo a adulto em 3.5 dias) e de facil cultivo, ser
facilmente manipulado geneticamente (permite a producdo de mutantes e
transgénicos) e por ter tamanho reduzido (adultos medem 1 mm de
comprimento). Alimentam-se primariamente de bactérias, podendo ser

cultivados tanto em meio liquido como em meio sélido (p. ex., placas de agar).

Gobnada distal

Faringe
Intestino ,, S ' Anus

Gbénada proximal

©WormAtias

Figura 9. Anatomia de um hermafrodita adulto de C. elegans. a — Imagem do lado esquerdo de
um adulto hermafrodita captada por microscopia de interferéncia diferencial. Escala da barra: 0.1
mm. b — Desenho esquematico das estruturas anatdémicas da lateral esquerda. Adaptado do
WormAtlas. Adaptado (ALTUN; HALL, 2009).
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Apresentam dois sexos: hermafroditas que se autofecundam e machos. Apds os
estagios larvais (L1 — L4), os hermafroditas apresentam 959 células somaticas
(ALTUN; HALL, 2009). Dentre estas, 302 s&o neurbnios organizados em
ganglios na cabega e cauda, indicando a importancia do sistema nervoso na
vida evolutiva do verme. Apesar do pequeno numero de neurbnios, o animal
apresenta comportamentos simples (lomog&o, alimentagdo e defecacgéo) e
comportamentos complexos como atracédo e repulsdo por diferentes quimicos,
modulagdo do comportamento pela comida e comportamento sexual (DE BONO;
MARICQ, 2005). A partir de diferentes neurénios sensoriais que detectam sinais
tdo diferentes como niveis de oxigénio, textura de bactérias e calor, o
nematdodeo consegue integrar e desenvolver resposta comportamental
apropriada ao estimulo. O C. elegans utiliza muitos dos neurotransmissores
encontrados em vertebrados como GABA, glutamato, acetilcolina, serotonina e
dopamina. Essas caracteristicas fazem do nematdédeo um excelente modelo

para avaliar mecanismos de agao de farmacos neuropsiquiatricos.

Varias cepas de C. elegans coletadas em diferentes partes do mundo
apresentam variagdes fenotipicas de comportamento. Por exemplo, os
nematodeos da cepa padrédo N2, quando em contato com bactérias (fonte de
alimento), reduzem a atividade locomotora e ficam dispersos para se
alimentarem de forma solitaria. Ao contrario, cepas sociais, tal como AB3, nao
reduzem a atividade locomotora em resposta a presenca de bactérias e se
agregam em grupos contendo varios individuos, acumulando-se onde a camada
de bactérias € mais espessa. Essa variagdo comportamental é determinada por
uma mutagdo no gene NPR-1, homdlogo do receptor de neuropeptideo Y (NPY)
encontrado em mamiferos (DE BONO; BARGMANN, 1998). A mutag&o torna o
receptor NPR-1 menos ativo, o que impede que o receptor reprima o

comportamento social de maneira adequada.

Embora o NPR-1 seja homologo do receptor de NPY, ndo ha homdlogos do
peptideo NPY ligante em C. elegans. Entretanto, foi demonstrado que dois
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peptideos do tipo FMRFamida chamados FLP-21 e FLP-18 s&o capazes de
ativar o NPR-1 selvagem. Entretanto, apenas o FLP-21 é capaz de ativar o NPR-
1 mutante encontrado nas cepas sociais e mesmo assim com menor eficiéncia
(ROGERS et al., 2003). O NPR-1 modula o comportamento social ao agir em
varios circuitos neurais. Primeiramente, o NPR-1 expresso em neurbénios
expostos na cavidade corporal do verme sdo necessarios para reprimir o
comportamento social (COATES; DE BONO, 2002). Segundo, a mutagdo do
NPR-1 promove comportamento de agregagcdo e acumulo de vermes onde a
bactéria esta mais espessa apenas quando os niveis de oxigénio estédo
elevados, indicando que o NPR-1 mutante promove a repulsdo por oxigénio
(GRAY et al., 2004). Terceiro, o comportamento social depende de neurdnios
nociceptivos que sinalizam através de quimiorreceptores. Esses neurbnios
aparentemente detectam sinais repulsivos produzidos pelas bactérias induzindo
a agregacao (DE BONO et al., 2002).

O comportamento social das cepas mutantes demonstra como um organismo
portando um sistema nervoso compacto pode desenvolver comportamentos
complexos. Essas cepas ja foram utilizadas em outro estudo para avaliar os
efeitos do etanol, no qual foi demonstrado que a mutacdo de NPR-1 altera a
resposta comportamental em resposta ao tratamento com o solvente (DAVIES et
al., 2004). O comportamento singular das cepas sociais de C. elegans apresenta
como modelo potencial para estudar os efeitos farmacoldgicos de antipsicoticos.
Dessa forma, o comportamento das cepas sociais se apresenta como um
modelo experimental viavel para estudar a acado de antipsicéticos nos

mecanismos alimentares e de interagao social do nematoédeo C. elegans.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo geral

Desenvolver novos meétodos para avaliar os efeitos comportamentais e

metabdlicos de antipsicoéticos utilizando modelos alternativos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Modelo utilizando larvas de zebrafish

* Avaliar in vivo os efeitos metabdlicos adversos induzidos por
antipsicoticos e dopamina na absorgdo do vitelo de larvas de zebrafish
utilizando sonda lipofilica Nile Red;

* Avaliar o efeito de antipsicoticos na agregacdo e dispersao de
melanossomos em melanoforos de larvas de zebrafish;

* Desenvolver método para avaliar o efeito de antipsicéticos no
comportamento de flotacdo de larvas de zebrafish;

* Avaliar por quais mecanismos os antipsicoticos atipicos clozapina e
risperidona induzem comportamento de flotacdo através do uso de
ferramentas farmacoldégicas;

* Avaliar os efeitos de antipsicéticos na atividade locomotora espontanea
em larvas de zebrafish.

2.2.2 Modelo utilizando vermes nematédeos adultos de C. elegans

* Avaliar o efeito do antipsicético atipico clozapina no comportamento social

de agregacao de cepas sociais.
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3 Materiais e métodos

3.1 Cuidados gerais: zebrafish

Os métodos de cuidado com zebrafish foram baseados e adaptados de duas
fontes: “The zebrafish book. A guide for the laboratory use of zebrafish”
(WESTERFIELD, 2000) e “Zebrafish: practical approach” (NUSSLEIN-
VOLHARD; DAHM, 2002). O biotério para criagdo e manutengao localiza-se em
duas salas situadas no Nucleo de Experimentacdo Animal, setor vinculado ao
Centro de Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais. Os procedimentos experimentais e de manejo foram aprovados
previamente pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob o protocolo n°. 9 / 2012. As
subsegdes que se seguem sao os detalhamentos das adaptagdes feitas no

nosso biotério.

3.1.1 Sistema de aquarios

Os peixes foram mantidos em um sistema de recirculagdo de agua, modelo
Zebrafish Stand-Alone ZF0601 (Aquatic Habitats, Estados Unidos) (Figura 10).
Neste sistema, a agua recircula 24 horas/dia sendo tratada por varios meios afim
de manter a qualidade ideal para o desenvolvimento dos peixes. Primeiramente,
a agua que é drenada dos aquarios, passa por um filtro de particulas grandes,
onde removem-se fezes e comida ndo utilizada. Apds esta etapa, a agua passa
por um filtro biolégico que € composto de pegas plasticas contendo bactérias
nitrificadoras que metabolizam os compostos toxicos aménia e nitrito, em nitrato,
um composto mais tolerado pelos peixes. Além disso, a agua € aerada utilizando
uma bomba de ar visto que a espécie Danio rerio necessita de agua saturada de
oxigénio. Apos isso, a agua passa pelo filtro de particulas e de carvéo ativado
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com o intuito de remover particulas maiores que 50 micrémetros e outros

compostos toxicos.

Antes de a agua retornar aos aquarios, esta € esterilizada por duas lampadas de
emissdo ultravioleta. Cada aquario possui um sistema de mangueiras pelo qual
se controla o fluxo de agua. Nesse sistema, a agua do aquario € trocada
constantemente, sendo drenada para o sistema de tratamento da agua onde
ocorrera o processo novamente. Além disso, diariamente, 10% de agua que
recircula do sistema é descartada manualmente evitando o acumulo de

compostos toxicos.

A agua descartada é entdo substituida por agua limpa que foi previamente
filtrada em sistema de filtros (nesta ordem, filtro de particula 50 micra, filtro de 5
micra, filtro de carvéo ativado) e aerada em barriletes (Figura 11). Essa pré-
fitragem € necessaria para remover cloro ativo (toxico aos peixes) e outros
componentes toxicos, tal como pesticidas. Antes de entrar no sistema, o pH da
agua é corrigido para 7.2-7.4 (avaliado por Phmetro de bancada Hanna pH 21),
utilizando bicarbonato de sodio e a condutividade é corrigida com cloreto de
calcio (avaliada por condutivimetro de mao — Combo pH & EC Hanna).

A sala € mantida em temperatura de 26 - 27°C e a agua entre 27 — 28,5°C. O
ciclo de luz é controlado automaticamente por um interruptor horario (Coel —
modelo RTST-20) com ciclo diario de 14 horas de luz e 10 horas de escuro,
simulando uma atmosfera primavera/verdo tropical. O ambiente apresenta
luminosidade de aproximadamente 500 lux. O uso desse sistema reduz o
estresse de peixes, pois todos os parametros sdo diariamente controlados
(Tabela 9), evitando oscilagdes bruscas. Além disso, sdo essas condi¢gbes que

permitem que os peixes se reproduzam continuamente ao longo do ano.
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Figura 10. Foto ilustrativa do sistema Zebrafish Stand-Alone ZF0601 - Aquatic Habitats, Estados

Unidos, destacando seus componentes. (Adaptado do manual Aquatic Habitats, segunda

edicdo).




Sistema de filtros

Barrilete

Figura 11. Sistema de pré-filiros e tratamento da agua em barriletes.

Tabela 9: Condigdes ambientais e fisico-quimicas do sistema de aquarios.
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Parametro Recomendado

Densidade de peixes para manutencao Até 10 peixes/Litro

Densidade de peixes para reprodugao Até 6 peixes/Litro

Fluxo de agua por tanque Tanque de 10L: 60L/h; Tanque 3L: 18L/h
lluminagao Ciclo 14h claro:10h Escuro; 100-300 lux

Temperatura agua 26-28.5°C (22-30°C tolerado)
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pH 6.8 - 7.5 (6.0-8.5 tolerado)
Alcalinidade da agua ~50-100 mg/L CaCO;
Dureza da 4gua ~50-100 mg/L CaCO;
Amonia nao-ionizada (NH3) <0.02 mg/L

Nitrito < 0.1 mg/L

Nitrato < 5-10 mg/L

Oxigénio dissolvido 6.0 mg/L - saturado
Condutividade 200-1000 pS

3.1.2 Origem das matrizes de Danio rerio

As matrizes dos peixes do tipo selvagem da espécie Danio rerio tiveram origem
de uma piscicultura localizada na zona rural do municipio de Muriaé/MG. Foram
adquiridos, no ano de 2010, aproximadamente 400 peixes adultos, sendo 200
machos e 200 fémeas. Os peixes foram entdo implantados no sistema de
recirculacdo onde foram realizados cruzamentos para manter o estoque de

matrizes.

3.1.3 Reproducgao

Todas as larvas utilizadas no experimento foram obtidas no biotério. Apds a
alimentagao no final do periodo vespertino, uma fémea e dois machos foram
transferidos através de rede de coleta para um tanque de reprodugéo (volume
um litro). O tanque de reproducdo contém um fundo falso com gretas por onde
os ovos fertilizados (embrides) conseguem atravessar e se depositar no fundo.
Esse fundo falso serve como protegcdao dos ovos para evitar a predagao dos
mesmos pelos peixes adultos. Os peixes sdo mantidos no aquario de
reprodugao até a manha seguinte, periodo no qual aumenta a probabilidade de
reprodugcdo. Os embrides sdo coletados vertendo a agua do aquario de
reproducao sobre um coador de plastico. Os ovos retidos no coador sao lavados
com jato de agua do sistema através do uso de pisseta, removendo assim fezes

aderidas ao corion dos embrides. Estes s&o transferidos para placas de Petri
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(100 mm — 25 mL) na densidade maxima de 80 embrides/placa contendo meio
de embrido E2 (15 mM NaCl, 0.5 mM KCI, 0.49 mM MgSQO,4.7H,0, 0.15 mM
KH2PQOy4, 0.042 mM NazPO4, 0.1 mM CaCl; e 0.07 mM NaHCO;3; pH 7.2). O meio
de embrido € extremamente importante devido aos seguintes fatores: reduzir o
crescimento bacteriano; fornecer o0s minerais necessarios para o0

desenvolvimento dos embrides; e manter o meio tamponado.

3.1.4 Crescimento dos embrioes

Os embrides sdo mantidos em incubadora (estufa mini-incubadora
microprocessada para B.O.D — QUIMIS - Modelo Q315M13) a 28°C com ciclo de
luz 14:10h claro-escuro controlado por interruptor horario (Figura 12). Cada
placa de Petri fica sobre um papel cartdo de cor verde de forma a evitar a
auséncia de fundo devido ao suporte gradeado da incubadora. O meio dos
embrides é trocado diariamente por meio fresco, removendo embrides nao
viaveis, restos de corions eclodidos e outros detritos. Nesse processo, embrides
e larvas até 7 dias pos-fertilizagdo (dpf) ndo precisam de alimento pois se
nutrem de vitelo endégeno do saco vitelinico. Para manutengao do estoque de
peixes adultos, larvas de 5 dpf foram transferidas para o sistema e cuidadas até
virarem adultos (ver adiante). Nos experimentos, foram sempre utilizados
sempre embrides obtidos da mesma fémea para reduzir a variabilidade causada

pela qualidade do vitelo materno e genética dos parentais.
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Figura 12. Incubadora (estufa mini-incubadora microprocessada para B.O.D — QUIMIS - Modelo
Q315M13). Embrides e larvas foram incubados em temperatura controlada (28°C) com ciclo de
luz de 14-10h.

3.1.5 Alimentacao

As diferentes fases larvais e os adultos diferem nos requerimentos nutricionais.
Portanto, diferentes dietas sao oferecidas ao longo da vida do zebrafish. Abaixo,

a descri¢ao da dieta e forma de administragao:

- Larvas (a partir do 5 dpf ao 11 dpf): racdo Sera Micron desenvolvida para
larvas recém eclodidas (Sera, Alemanha). Ragao foi oferecida duas vezes

ao dia, uma vez no periodo matutino e outra no periodo vespertino.

- Larvas (11 dpf até 30 dpf): Sera Vipan Baby (Sera, Alemanha) oferecida
duas vezes ao dia, uma vez no periodo matutino e outra no periodo

vespertino.
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- Peixes juvenis a adultos (a partir de 30 dpf): necessitam de ragdo com alto
conteudo proteico e de artémia salina para induzir a produgao ovos pelas
fémeas. Foi utilizada a racdo TetraMin Tropical Flakes (Tetra, Alemanha).
Antes de ser incluida na dieta dos peixes, os flocos da racéo tiveram o seu
tamanho reduzido utilizando graal e pistilo. A redugdo do tamanho dos flocos
permite maior eficiéncia na ingestdo da ragdo. A ragdo € oferecida duas
vezes ao dia, uma vez no periodo matutino (8 — 10h) e uma vez no periodo
vespertino (16 — 18h). A cada aquario, adicionou-se ragdo suficiente para
que os peixes comessem por completo num periodo de até 5 minutos.
Nauplii (larvas de artémia salina, logo apds a eclosdo dos cistos) foram
oferecidas logo em seguida da ragdo no volume de 1 mL para aquarios de 3

litros e de 2 mL para aquarios de 10 litros.

3.1.6 Eutanasia dos animais

O protocolo de eutanasia segue a recomendagdo da literatura (WILSON;
BUNTE; CARTY, 2009). Para a eutanasia tanto peixes adultos quanto larvas
foram transferidos para recipiente contendo agua do sistema que foi resfriada
com gelo triturado a uma temperatura de 2 a 4°C. Os peixes e larvas
permaneceram na agua gelada por no minimo 10 minutos. Os peixes mortos

foram congelados e descartados apropriadamente.

3.1.7 Doengas

Os procedimentos quanto ao controle de doengas foram adaptados da literatura
(MATTHEWS, 2004). Qualquer peixe adulto ou larva com sintomas de doencga
foram eutanasiados ou isolados em aquario externo (quarentena) do sistema.
Peixes doentes apresentam sinais claros como cauda e espinha encurvada,
apatia, mudancga na coloragdo das guelras e olhos, escamas levantadas, entre

outros parametros.
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3.2 Farmacos: Zebrafish

Os farmacos utilizados nos experimentos envolvendo zebrafish estdo descritos
na tabela 10 juntamente com as informag¢des sobre veiculo, concentragdo do
estoque e concentracgdes finais utilizadas nos experimentos. Todos os farmacos
foram administrados por diluicdo no meio no qual se encontravam as larvas
(meio E2). A concentracdo maxima final do veiculo DMSO foi de 0.3%, o que
nao leva a toxicidade das larvas. As concentragcdes foram determinadas a partir
de padronizagdes e também de dados da literatura (RIHEL et al., 2010).

Tabela 10. Farmacos utilizados nos experimentos com larvas de zebrafish.

Farmacos Companhia Concentragéo Concc_antr_’agées
estoque/ Veiculo finais
Dopamina - Sigma-Aldrich - 50 mM/ Agua 12.5-100 uyM
Clozapina ) Sigwﬁéﬁédrich i ::g mm; Bmgg 0.5-40 uM
Risperidona -TRC - 8 mM/ DMSO 1-20 pM
Olanzapina - Santa Cruz - 25 mM/ DMSO 12.5-100 pM
Haloperidol - Sigma-Aldrich - 15 mM/ DMSO 0.3-20 uM
Bupropiona -TRC - 50 mM/ Agua 3-100 uM/
Mepiramina - Sigma-Aldrich -8 mM/ Agua 1-100 pM/
Ketanserina -TRC - 5 mM/ DMSO 5-20 uM
Yohimbina - Sigma-Aldrich - 12 mM/ DMSO 1-10 M

3.3 Tratamento farmacoldgico e marcagao in vivo de lipideos em larvas de
zebrafish

Larvas de zebrafish de 2 dpf foram utilizadas no experimento. As larvas foram
decorionadas (remogédo do cérion utilizando pingas metalicas) e transferidas

para placas de 24 pocos utilizando meio E2. Dez larvas foram transferidas para
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cada pog¢o, o meio foi totalmente removido e 500 pL de solugdo de farmaco em
meio E2 foram adicionados. Foi realizada curva de concentracdo resposta para
dopamina, haloperidol, clozapina (Sigma-Aldrich) e olanzapina (Santa Cruz
Biotechnology). Todos os farmacos tiveram como veiculo DMSO (EMSCIENCE),
exceto a dopamina que teve agua como veiculo. As larvas foram tratadas por
dois dias até a idade de 4 dpf, trocando o meio com solucéo fresca de farmaco
no final do primeiro dia. As larvas foram incubadas a uma temperatura de 28 °C
ao longo de todo experimento. Um dia antes da imagem, foi adicionado Nile Red
(Invitrogen) na concentracdo final de 200 ng/mL (estoque 100 pg/mL em
acetona). Nile red € um corante lipofilico que apresenta fluorescéncia em meios
hidrofébicos (excitagdo maxima de 510 nm e emissdo maxima de 585 nm
quando diluido em triglicerideos) (GREENSPAN; MAYER; FOWLER, 1985). As
larvas de 4 dpf tratadas e marcadas com Nile Red foram anestesiadas com
tricaina metanosulfato (Sigma-Aldrich) e montadas em Iaminas de microscépio
utilizando gel de metilcelulose (3% em meio E2). O gel de metilcelulose foi
utilizado sempre em temperaturas baixas (2 - 4°C) para aumentar a viscosidade
e permitir que as larvas ficassem na posicdo correta. Quatro larvas foram
fotografadas ao mesmo tempo para reduzir o tempo de manipulagéo. As larvas
foram avaliadas em estereomicroscépio de fluorescéncia (Leica MZFLIII)
utilizando filtros de emissao vermelhos. As imagens foram adquiridas usando
camera CCD monocromatica (Spot Diagnostics Instruments 1.4 mb), utilizando o
mesmo tempo de exposicdo em todas aquisi¢gdes. Foram adquiridas duas
imagens das larvas: imagem otica para analise morfolégica e a imagem da
fluorescéncia para visualizar a marcagdo com Nile Red. A imagem fluorescente
foi processada utilizando o software Imaged 1.46q para plataforma Mac OS X
(Figura 13). As imagens foram transformadas em 8-bit e estipulado um
‘threshold” no qual apenas o saco Vvitelinico ficasse demarcado pela
fluorescéncia. Com a ferramenta ‘wand tool’, foi selecionado apenas o saco
vitelinico e avaliado os seguintes parametros: area (soma do quadrado dos
pixels dentro da area demarcada) e intensidade média de fluorescéncia (soma

dos valores de cinza para cada pixel sobre o numero de pixel na area
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demarcada). Um indice foi desenvolvido para incluir a informagéo da area e da
intensidade de fluorescéncia (area x intensidade média de fluorescéncia). Dois
experimentos foram realizados utilizando larvas de parentais distintos. Cada
experimento foi normalizado em porcentagem pela média do seu respectivo
controle para que numero amostral de ambos os experimentos pudessem ser
combinados. Valores amostrais que apresentaram valor entre 0 e 1 % foram

eliminados como outliers.

Imagem otica

d‘

w‘.‘

Conversao para 8-bit
Saco _— « Determinacao de limiar

vitelinico~~—_ « Selecado da area

* Medicao da area e intensidade

meédia de fluorescéncia

Fluorescéncia Nile red

Figura 13. Processamento de imagem de larvas marcadas com sonda lipofilica fluorescente Nile
Red. Utilizando estereomicroscopio, foram adquiridos duas imagens das mesmas larvas:
imagem otica e de fluorescéncia. A imagem 6tica permite verificar se a larva apresenta algum
sinal de toxicidade (edema, torsdo do corpo, comprimento). A imagem fluorescente permite
determinar o conteudo lipidico do saco vitelinico. A imagem fluorescente é transformada em 8-bit
e determina-se um limiar de fluorescéncia. A regido ressaltada pelo limiar é selecionada e
analisada pelo programa ImageJ 1.46gq determinando o a area e a intensidade média de

fluorescéncia da area selecionada.

3.4 Teste de dispersao e contragcao de melanéforos

Para obter melandforos respondiveis as mudangas de iluminagdo ambiente, as

placas de Petri contendo os embrides foram incubadas sobre um fundo verde
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(papel cartdo verde) durante todo o periodo de desenvolvimento (até 7 dpf). As
larvas de 7 dpf foram transferidas por meio de pipetas plasticas para placa de 24
pocos com 15 larvas por pogo. O meio E2 foi inteiramente removido e solugéo
de farmaco em meio E2 foi adicionada a cada pog¢o na concentragao final. A
placa foi incubada por um periodo de 30 minutos no escuro (placa envolvida por
papel aluminio) a 28°C para permitir que as vesiculas dos melandforos
dispersassem. Apos esse periodo, as placas tiveram o papel aluminio removido
juntamente com as tampas, e as larvas foram expostas a um ambiente com
plano de fundo branco com incidéncia direta de luz fluorescente por uma hora a
28°C. Esse periodo permite que as vesiculas dos melanéforos possam se
agregar, avaliando a interferéncia do farmaco nesse processo. ApOs a exposigao
a luz, as larvas foram transferidas com pipetas plasticas para tubos cénicos de
1.5 mL e esses foram incubados diretamente no gelo. Esta etapa é importante
para impedir a dispersdo/ agregacdo dos melanossomos. O liquido foi
inteiramente removido utilizando pipetas e foi adicionado 0.5 mL de formalina
4% tamponada em PBS, pH 7.4. As larvas foram fixadas por 24 horas e entdo
fotografadas utilizando camera DS-Fi1 acoplada ao estereomicroscopio Nikon
SMZ 1500. Para realizar a imagem, as larvas foram dispostas em laminas de
microscopio contendo meio viscoso de metilcelulose 4% para posicionar as
larvas de forma a tornar a parte dorsal da cabeg¢a completamente visivel. Foram
fotografadas duas larvas por vez, dispostas de forma paralela. A imagem da
cabeca das larvas foi processada utilizando o software Imaged 1.46q para
plataforma Mac OS X (Figura 14). As imagens foram transformadas em 8 bit e
estipulado um limiar no qual apenas os melandéforos ficassem demarcados. Foi
feita uma demarcacdo da regido da cabega e os melandforos foram
selecionados pela ferramenta “selegdo de particulas”. Apés verificar que apenas
os melandforos foram selecionados pela ferramenta, foi determinada a soma da

area dos melandforos (pixel?).
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Figura 14. Processamento de imagem de melandéforos. O programa Imaged 1.46q foi utilizando
no processamento. O fluxo procede da esquerda para direita. Primeiramente, a imagem o6tica da
regido dorsal da larva foi adquirida utilizando estereomicroscopio. A seta vermelha indica um
melanoéforo. A imagem em cor foi convertida para 8-bit para entdo ser definido um limiar
(‘threshold”) que seleciona os melandforos. A regido dorsal da cabeca foi selecionada utilizando
caixa de selecao do programa. Dentro da regido selecionada, utilizou-se ferramenta de selecéo
de particulas. As particulas selecionadas (ampliadas na figura para melhorar a visualizagéo)

correspondem a area (pixelz) total dos melandforos.

3.5 Teste comportamental de flotagao de larvas de zebrafish

Larvas de 7 dpf foram utilizadas no experimento. Para realizar o comportamento,
foram utilizados tubos de ensaio de vidro (altura 10 cm, diametro 1 cm; volume
de trabalho 4 mL) que ficam imersos em agua em uma estrutura de acrilico. O
intuito da agua na parte externa do tubo é de evitar a refragdo da luz (9 cm x 20
cm x 1.5 cm, altura x comprimento x largura) (Figura 15). Para avaliar a atividade
basal de flotacdo, 15 larvas foram transferidas para cada tubo, num volume final
de 4 mL de meio E2. As larvas foram transferidas para caixa de comportamento
(madeira compensada, 28 cm x 78 cm x 37 cm) (Figura 16) e ali permaneceram
sem serem estimuladas por 15 minutos. A caixa de comportamento apresenta
uma fonte de luz fluorescente (negatoscopio) que se localiza atras dos tubos,
além de uma camera filmadora digital (Sony Handycam HDR-CX130). Apos 15

minutos, a fungdo gravar da camera foi iniciada manualmente e a porta da caixa
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fechada. O comportamento das larvas foi gravado por um periodo de 7 minutos.
Apos o periodo de avaliagdo do comportamento basal de flotacédo, o recipiente
contendo os tubos foi removido da caixa de comportamento. Entdo, com cuidado
para ndo pipetar nenhuma larva, foram removidos 2 mL de meio E2 de cada
tubo de ensaio utilizando micropipeta. A cada tubo foram adicionados 2 mL de
solugdo de farmaco (2x concentrado), atingindo um volume final de 4 mL.
Quando necessario, o veiculo DMSO foi adicionado em todos os pontos da
curva de concentragao, incluindo o grupo controle. As larvas foram expostas ao
farmaco por 30 minutos. Antes de iniciar a filmagem, os tubos foram transferidos
para a mesma caixa de comportamento e neste lugar permaneceram por 15
minutos antes da filmagem. A fung&o gravar da camera foi iniciada manualmente
e a porta da caixa fechada. O comportamento das larvas foi gravado por um
periodo de 7 minutos. O teste de atividade locomotora foi avaliado no periodo
entre 11:00 e 17:00. Apds a gravagao, o video (formato .mts) foi transferido para
computador. A analise do comportamento de flotacdo foi feita manualmente. A
coluna d’agua foi divida em cinco partes iguais, delimitando (por meio de uma
linha tragada no recipiente) 1/5 da parte superior e 1/5 da parte inferior dos tubos
(Figura 17). O numero de larvas na parte superior e inferior de cada tubo foi
avaliado nos seguintes minutos da gravagao: 2:45, 3:15, 3:45, 4:15, 4:45.
Apenas larvas com o corpo inteiro em cada regido foram consideradas. Apés a
contagem, foi feita uma média aritmética do numero de larvas nos tempos
avaliados. Entdo, um indice foi desenvolvido para estabelecer o comportamento
de flotagdo: a média do numero de larvas (na parte superior ou inferior do tubo)
no tratamento foi dividida pela média de larvas (na parte superior ou inferior do
tubo) no estado basal (média superficie tratamento/média superficie basal,
meédia fundo tratamento/ média fundo basal). Assim, o indice reflete quantas

vezes o farmaco aumentou ou reduziu a flotagao.
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Figura 15. Estrutura de acrilico utilizada no experimento de flotagdo. A estrutura (9 cm x 20 cm x
1.5 cm) atua como apoio para os tubos de ensaio contendo as larvas ao mesmo tempo que os

tubos ficam envoltos em agua, o que evita difragdo da luz na hora da filmagem.

Figura 16. Caixa de comportamento de flotagdo (madeira compensada; 28 cm x 78 cm x 37 cm).

Na foto, pode-se observar o negatoscopio como fonte de iluminagéo e a cAmera filmadora fixada.
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A estrutura de acrilico se localiza entre a cAmera e a fonte de iluminagéo, permitindo melhor
contraste das larvas. A caixa possui uma tampa de madeira que isola completamente o interior

da caixa momento da filmagem.
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Figura 17. Desenho experimental de avaliagdo do comportamento de flotagdo. A coluna de agua
do tubo de ensaio foi divida de tal forma que foram estabelecidas uma regido superior
(superficie) e uma regido inferior (fundo), sendo que cada regido equivale a 1/5 do altura da
coluna. O numero de larvas em cada regido foi avaliado tanto antes (basal) como 30 minutos
apos o tratamento nos seguintes minutos da gravacgado: 2:45, 3:15, 3:45, 4:15, 4:45. Apenas
larvas com o corpo inteiro em cada regido foram consideradas. Apds a contagem, foi feita uma
média aritmética do numero de larvas nos tempos avaliados. O indice de flotagdo foi definido
pela média do numero de larvas em cada regido no tratamento, dividida pela média de larvas no
estado basal (média superficie tratamento/média superficie basal; média fundo tratamento/
média fundo basal)

3.6 Teste de atividade locomotora espontanea de larvas de zebrafish

Larvas de 7 dpf foram utilizadas no experimento. Placas plasticas de 24 pogos
(Sarstedt) foram utilizadas para avaliar a atividade locomotora de larvas de
zebrafish. Previamente, foram delimitadas na parte externa de cada pocgo, quatro
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areas idénticas utilizando caneta preta permanente (Figura 18a). Apenas uma
larva de zebrafish com 7 dpf foi transferida para cada pog¢o por meio de pipeta
plastica de transferéncia. O meio foi completamente removido e entéo
adicionado 300 uL de meio E2 fresco para cada po¢o. Um volume de 300 uL de
solugdo contendo farmaco (solugdo 2x concentrada) diluido em meio E2 foi
adicionado em cada pogo, atingindo um volume final de 600 pL. Quando
necessario, o veiculo DMSO foi adicionado em todos os grupos, incluindo o
grupo controle. As larvas foram expostas a cada farmaco por 30 minutos. No
minimo, 24 larvas foram utilizadas para cada tratamento. Antes de iniciar a
filmagem, a placa contendo as larvas foi transferida para um caixa desenvolvida
para a gravagado do comportamento (madeira compensada; 1,81 m x 37 cm x 29
cm) (Figura 18b) e neste lugar permaneceu por 15 minutos antes da filmagem.
Nessa caixa, a placa foi disposta sobre uma fonte de luz fluorescente
(negatoscopio), iluminando completamente o fundo da placa. Uma camera
filmadora digital (Sony Handycam HDR-CX1300) foi disposta 1.3 m acima da
placa e foi utilizada a func&o teleobjetiva (‘zoom’) para enquadrar a placa no
campo de captacao da filmadora. Essa distancia entre a flmadora e a placa foi
necessaria para reduzir a curvatura do campo visual causada pela lente,
permitindo visualizar cada larva no fundo dos pocgos. Além disso, a unica fonte
de iluminacao localiza-se no fundo da placa o que permite um maior contraste
das larvas. Apos 30 minutos de tratamento, a fungdo gravar da cémera foi
iniciada manualmente e a porta da caixa de comportamento fechada. A atividade
locomotora esponténea foi gravada por um periodo de cinco minutos. Apos a
gravagao, o video (formato .mts) foi transferido para computador. A analise da
atividade locomotora foi feita manualmente. O primeiro e ultimo minuto foram
descartados da analise, utilizando trés minutos. Apenas um poco foi avaliado por
vez contando-se o numero de vezes que cada larva cruzou (quando a larva
cruza todo corpo) as linhas demarcadas no fundo do pogo. A analise foi feita
utilizando contador manual. O teste de atividade locomotora foi avaliado no
periodo entre 13:00 e 17:00.
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Figura 18. Teste de atividade locomotora. a — Placa de 24 pocos. Antes do experimento, foi
delimitado na parte externa de cada pogo quatro areas idénticas utilizando caneta preta
permanente. b — Caixa de teste de atividade locomotora. Na parte de baixo da foto, encontra-se
um negatoscopio. Logo acima dele, repousa a placa contendo as larvas. A camera foi
posicionada 1.3 m acima da placa de forma fixa. A caixa encontra-se com a porta a aberta
(direita).

3.7 Cuidados gerais: nematédeo Caenorhabditis elegans

Todos os procedimentos de manutencdo seguiram as instru¢gées do artigo
“Maintenance of C. elegans” (STIERNAGLE, 2006). As cepas foram mantidas e
cultivadas a 20°C em placas estéreis de agar contendo meio de crescimento de
nematdédeo NGM (3 g/L NaCl; 17 g/L agar; 2,5 g/L peptona; 1 mM CaCly; 5 mg/L
colesterol; 1 mM MgSO4; 25 mM KPO,4), usando a bactéria Escherichia coli
OP50 como fonte de alimento. Os vermes C. elegans foram sincronizados da

seguinte forma: vermes hermafroditas na fase adulta contendo ovos foram
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coletados com agua destilada estéril (10 mL) e transferidos para tubos conicos
de 15 mL. Os vermes foram concentrados por centrifugacéo (1000 x g, 1 min) e
o sobrenadante descartado. Um volume de 5 mL de solugdo de lise contendo
hidroxido de sddio e hipoclorito de sodio (3,75 mL H20; 250 pL 10 N NaOH; 1
mL hipoclorito de sodio 2%) foi adicionada ao tubo e os vermes foram incubados
por, no maximo, 5 minutos. A lise dos vermes foi monitorada utilizando
estereomicroscopio para evitar a fragmentacdo excessiva dos nematodeos
adultos. A reacao foi interrompida ao adicionar 10 mL de tampdo M9 (3 g/L
KH2POy4; 6 g/L NapgHPO4; 5 g/L NaCl; 1M MgSO,). Os ovos entdo foram lavados
trés vezes com tampao M9 (centrifugacdo 1000 x g, 1 min) e incubados no
mesmo tampao ‘overnight’ para eclosdo. No dia seguinte, aproximadamente
1200 vermes na fase L1 foram transferidos para placas de agar NGM de 100
mm contendo camada de E. coli OP50 e incubados a 20°C até a fase adulta,
trés dias depois. Apenas adultos hermafroditas de desenvolvimento recentes

foram utilizados.

3.8 Cepas de C. elegans

As cepas utilizadas foram obtidas do Caenorhabditis Genetics Centre (University
of Minnesota, EUA), instituigdo que serve como repositorio internacional de
cepas de C. elegans. As seguintes cepas sociais selvagens foram utilizadas:
AB3 e RC301/npr-1(g320). Estas cepas sociais possuem uma mutagcdo no
receptor NPR-1 no residuo de aminoacido 215 com uma troca de uma valina por
fenilalanina. A mutacdo reduz a atividade do receptor NPR-1 em relagcdo ao
ligante cognato FLP-21 e impede a ligagdo do ligante FLP-18 (de Bono &
Bargmann, 1998).

3.9 Farmacos: C. elegans
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Clozapina (TRC — Toronto, Canada) foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSQO) na
concentracdo de 30 mM e armazenada em aliquotas em freezer -20°C até o dia

do experimento.

3.10 Preparacao de placas agar NGM para experimento de agregagcao e de
atividade locomotora.

Dois dias antes do experimento, 30 yL de meio LB (meio para bactérias)
contendo concentrado de bactéria E. coli OP50 foram semeados em placas de
agar NGM de 35 mm (3 mL de solugédo de agar) de modo a formar um inéculo de
bactérias em forma de circulo. As bactérias foram incubadas a 20°C para
crescer radialmente, formando um circulo de aproximadamente 10 mm de

didmetro com acumulo de bactérias nas bordas.

3.11 Preparacgao de placas de agar NGM com farmacos

Concentragdes finais dos farmacos foram preparadas em solugdo de acido
acético diluido (1:10000 utilizando acido acético concentrado) para maximizar a
solubilidade nas placas de agar. A concentragao final do farmaco foi baseada no
volume total do agar na placa (3 mL) somado do volume adicionado da solugéo
do farmaco (0.12 mL). Quando os farmacos tinham DMSO como solvente, as
placas controle foram também tratadas com DMSO como veiculo nha mesma
concentragcédo dos grupos tratados com farmacos. Um dia antes do experimento
comportamental, um volume de 120 uL de farmaco diluido foi adicionado a placa
previamente semeada com E. coli OP50. A solugdo contendo farmaco foi
homogeneizada na placa de modo a cobrir inteiramente o agar, exceto na regido
onde as bactérias se encontram (DONOHOE et al., 2006). Apds adicionar os
farmacos, as placas ficaram abertas até a solugdo contendo farmaco se imiscuir
por completo ao agar. As placas foram entao fechadas e armazenadas ao abrigo
da luz na temperatura de 20°C até o experimento no dia seguinte.
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3.12 Comportamento de agregagao

O comportamento de agregacgao foi avaliado em placas previamente semeadas
com bactérias OP50 e tratadas com farmacos, como descrito nos itens
anteriores. Oitenta vermes hermafroditas adultos recentes foram transferidos
sobre a camada circular de bactérias dispostas na placa de agar. As placas
foram incubadas por duas horas em estufa a 20°C. Apdés duas horas de
exposi¢cao ao farmaco ou veiculo, cada placa foi fotografada utilizando camera
DS-Fi1 acoplada ao estereomicroscopio Nikon SMZ 1500. O comportamento de
agregacao foi medido através do calculo da fragdo de animais que estdo em
contato dois ou mais animais (DE BONO et al., 2002).

3.13 Instituigées envolvidas

Os métodos foram desenvolvidos em duas instituicbes. O experimento de
marcagao in vivo de lipideos foi realizado no laboratorio de Steven Farber
vinculado ao Carnegie Institution of Washington (Baltimore, MD, Estados
Unidos). Os outros experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de
Neurociéncias da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais e no Nucleo de Experimentacdo Animal, setor vinculado ao Centro de
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.14 Analise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente como descrito abaixo utilizando o
programa Graphpad Prisma (Versao 5.0). Primariamente, para determinar se os
dados seguiam func&o paramétrica, foi avaliado teste de normalidade Shapiro-
Wilk, utilizando significancia em p < 0.05. Quando o numero amostral (n) foi
menor que seis, a normalidade foi avaliada pelo teste de Kolgomorov-Smirnov,
utilizando significancia em p < 0.05. Quando os valores amostrais seguiram uma

distribuicdo paramétrica foi realizado teste multiparamétrico ANOVA de uma via
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(quando varias doses foram comparadas) ou test-t de student (quando dois
grupos foram comparados). Quando os valores amostrais n&o seguiram
distribuicao paramétrica foi realizado o teste de Kruskal-Wallis de uma variancia
(quando varias doses foram comparadas) ou teste Mann-Whitney (quando dois
grupos foram comparados). Apos os testes, foram realizados testes post-hoc
para comparar quais grupos diferiam entre si, sendo utilizado o teste de
Bonferroni para ANOVA e teste de Dunn para Kruskal-Wallis. Em todos os casos
foi utilizado como significante p < 0.05. Todas as figuras demonstram grafico de
barras demonstrando média + SEM (erro padrédo das médias), exceto o grafico
de dispersdo que apresenta mediana (Figura 28). As figuras demonstram as
comparacgdes significantes por meio de simbolos (* P < 0.05; ** P <0.01; *** p <
0.001; #, p < 0.0001). O numero amostral de cada grupo esta indicado nas

legendas referentes a figura.
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4 Resultados e discussao

4.1 Efeito de antipsicéticos e dopamina na absorgcao de vitelo endégeno
por larvas de zebrafish.

A absorcédo do vitelo endogeno por embrides e larvas de zebrafish apresenta
grande potencial como modelo de metabolismo de lipideos. A mobilizagdo do
vitelo € mediada por enzimas e lipoproteinas que estdo relacionadas tanto ao
metabolismo do tecido adiposo quanto a absor¢do de lipideos através do
intestino (SCHLEGEL; STAINIER, 2007). Como o uso de antipsicéticos atipicos
esta associado ao desenvolvimento de efeitos adversos, principalmente no
metabolismo de lipideos, a mobilizacdo de vitelo tem o potencial de ser um
indicador desses efeitos colaterais.

Para avaliar a absorcdo de vitelo por larvas de zebrafish foi utilizado método
adaptado da literatura (JONES et al., 2008). Nessa técnica, o conteudo lipidico
in vivo é determinado com o uso do corante lipofilico fluorescente Nile Red. No
método desenvolvido nesta tese, larvas de 2 dpf foram tratadas com
concentragcdes crescentes de farmacos até 4 dpf, periodo no qual o conteudo
lipidico foi avaliado através de estereomicroscopia de fluorescéncia. O limite de
idade de 4 dpf foi determinado apds padronizacdo experimental, visto que a
boca e o intestino da larva ja estdo desenvolvidos no 5 dpf e o corante lipofilico é
captado pelo tubo intestinal. Além disso, a presenga do intestino provoca um
excesso de fluorescéncia de fundo o que torna inviavel captar imagem do saco
vitelinico. A idade inicial de 2 dpf foi determinada para evitar as fases iniciais de
desenvolvimento que sdo mais sensiveis ao tratamento farmacologico. O
corante Nile Red foi administrado por um periodo de 16-18 horas (3 dpf a 4 dpf,
overnight), o que permitiu a completa absor¢do e difusdo do marcador nos
tecidos da larva.
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ApOs a padronizagdo do método, o procedimento foi realizado em dois
experimentos independentes. Em cada experimento, foram utilizadas larvas
provenientes dos mesmos parentais, o que permitiu reduzir a variacdo do

tamanho e qualidade do vitelo de cada larva.

Para verificar a validade do método, as larvas foram tratadas com concentracdes
crescentes de dopamina, visto que o agonismo dopaminérgico esta relacionado
com a atenuacao dos efeitos metabdlicos encontrados na diabetes e obesidade
(SCISLOWSKI et al., 1999). Portanto, o resultado esperado apos o tratamento
com dopamina seria de reducéo do conteudo lipidico do saco vitelinico.

Confirmando nossa previsdo, o tratamento com dopamina reduziu
significativamente o conteudo lipidico na concentragdo de 50 pM quando
comparado com o controle, enquanto as outras concentragbées nao tiveram
resultado significativo (Kruskal-Wallis; Hs = 22.46, p < 0.001; post-hoc Dunn:
controle vs. 50 uyM, p < 0.001) (Figura 19a). Percebe-se que concentragdes mais
baixas e mais altas de dopamina nao induziram alteragdo, com tendéncia a um
aumento de conteudo lipidico na concentracdo 12.5 yM. Esse padréao de
resposta bifasico é tipico no agonismo dopaminérgico: os autoreceptores D, s&o
ativados por menor concentragcdo de agonistas de dopamina que 0 necessario
para ativar os receptores poOs-sinapticos. Sabe-se que a ativagdao dos
autoreceptores leva a uma menor liberagdo de dopamina enddgena, enquanto a
ativacdo de receptores pos-sinapticos pode levar ativacdo de outros
comportamentos, como a atividade locomotora (BEAULIEU; GAINETDINOV,
2011). Assim, sugere-se que a dopamina é capaz de reduzir o conteudo lipidico
do saco vitelinico de larvas de zebrafish, embora o efeito ndo ocorra de maneira

dependente da concentracéo.

Uma vez considerado o papel bifasico da ativagdo dos receptores
dopaminérgicos, foi escolhido um antagonista potente do receptor D,, o
antipsicético tipico haloperidol, para verificar o efeito na mobilizagao do vitelo.
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b - indice de contetdo de vitelo refere-se a area do saco vitelinico x intensidade média de

fluorescéncia de Nile Red. Duragao de tratamento foi de dois dias e as larvas foram avaliadas no



96

quarto dia apoés a fertilizagdo. a — Curva de concentragdo de dopamina (n = controle: 38/ 12.5
pM: 17/ 25 yM: 16/ 50 uM: 18/ 100 uM: 18). Analise de Kruskal-Wallis indica significancia (p <
0.001). Teste post-hoc de Dunn demonstra que tratamento com 50 yM de dopamina reduz
significativamente o conteudo lipidico quando comparado com controle (agua como veiculo)
(indicado por ***, p < 0.001). b — Curva de concentragédo de haloperidol (n = DMSO: 36/ 1 uM:
17/ 5 uM: 17/ 10 yM: 17/ 20 uM: 17). Analise de Kruskal-Wallis indica significancia (p < 0.001).
Teste post-hoc de Dunn demonstra que tratamento com 10 pM de haloperidol aumenta
significativamente o conteudo lipidico quando comparado com veiculo (DMSO) (indicado por **,
p < 0.01). ¢ e d — Figuras representativas de imagem o6tica e de fluorescéncia (Nile Red) de
larvas de 4 dpf. ¢ — Tratamento com dopamina aparentemente ndo causa nenhuma
anormalidade morfolégica. Notar a redugao da intensidade de fluorescéncia na regido do saco
vitelinico na larva tratada com dopamina 50 uyM em comparagcdo com a larva controle. d —
Tratamento com haloperidol causa edema na cavidade cardiaca (seta preta) e intumescimento
da regiao do saco vitelinico. Notar aumento da area do saco vitelinico e maior fluorescéncia na
regido do saco vitelinico da larva tratada com haloperidol 10 yM em relagéo a larva tratada com

veiculo (DMSO). Graficos apresentam média + SEM.

De forma interessante, o haloperidol mostrou-se capaz de levar um acumulo de
lipideos apenas na concentracdo de 10 pM quando comparado com veiculo
(Kruskal-Wallis; Hy = 18.59, p < 0.001; Teste de Dunn: DMSO vs. 10 yM, p<
0.01) (Figura 19b). De novo, um efeito bifasico foi observado no tratamento com
haloperidol, ndo sendo possivel observar relacdo dependente da concentracio.
Entretanto, deve ser ressaltado que na concentracdo de 10 uM podemos
observar efeitos toxicos na larva, como edema na cavidade cardiaca e
intumescimento do saco vitelinico (Figura 19d). Enquanto isso, em nenhuma das
concentragdes utilizadas de dopamina foi verificado qualquer sinal de toxicidade
(Figura 19c). Assim, n&o foi possivel determinar se o aumento no conteudo
lipidico induzido por haloperidol é devido a ag&do farmacologica em D, ou
toxicidade inespecifica.

Com o intuito de verificar se 0 método € capaz de prever os efeitos metabdlicos
induzidos por antipsicoticos atipicos, foram escolhidos dois dos antipsicoticos
mais associados a esses efeitos adversos, clozapina e olanzapina.

Surpreendentemente, o tratamento com clozapina n&o induziu nenhuma
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alteragao no conteudo lipidico do saco vitelinico (ANOVA de uma via; Fsg9 =
1.914, p = 0.114) (Figura 20a), enquanto olanzapina, na dose mais alta (100
MM), levou a uma redugéo significativa do conteudo lipidico (Kruskal-Wallis; Hs =
21.38, p < 0.001; teste de Dunn: DMSO vs. 100 pM, p < 0.01) (Figura 20b).
Aparentemente, essa reducdo do conteudo lipidico parece estar relacionada a
efeitos téxicos do tratamento, o que pode ser evidenciado pelo tamanho
reduzido, corpo curvo e hiperpigmentado da larva (Figura 19c). Dessa forma, os
resultados sugerem que o meétodo ndo foi capaz de predizer os efeitos
metabdlicos de antipsicoticos atipicos.

Embora tenha sido demonstrado que a dopamina e o haloperidol foram capazes
de reduzir e aumentar, respectivamente, o conteudo lipidico do saco vitelinico, o
mesmo n&o pbde ser verificado com o tratamento com antipsicoticos atipicos.
Como o efeito em vias de neurotransmissdo sdo muitos complexos, diversas
variaveis podem ter contribuido para esse resultado negativo. Por exemplo, o
reduzido tempo de tratamento (dois dias) e a exposi¢cédo continua aos farmacos

diluidos podem alterar a forma como o medicamento interage com o organismo.

O tratamento realizado em roedores e humanos é feito através de via oral e
parenteral, o que significa uma exposigao intermitente aos farmacos devido as
variagbes das concentragbes no plasma. Alguns estudos ja demonstraram que
os efeitos dos antipsicéticos sdo maiores quando a exposigao € intermitente se
comparado a exposi¢cdo continua (SAMAHA et al., 2008) sugerindo que a
exposi¢cao continua leva a uma toleréncia do efeito farmacologico. Uma outra
ponderacéo seria que ha grande probabilidade de a mobilizagdo do vitelo n&o
ser regulada pelo sistema nervoso central. Assim, para um farmaco alterar a
mobilizagc&o de lipideos teria que alterar uma ou mais das seguintes condi¢des:
(i) alterar o gasto metabolico da larva de forma global, o que faria aumentar ou
reduzir a mobilizagdo do vitelo; (ii) interagir de forma direta com os processos
que regulam a mobilizagdo do vitelo, modificando a atividade de certas enzimas,
lipoproteinas e receptores. Portanto, pode ser sugerido que os antipsicoticos
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atipicos nao foram capazes de alterar significativamente essas condi¢des, o que
nao exclui a possibilidade da modulag¢ao de outras vias.
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Figura 20. Efeito de antipsicéticos atipicos na mobilizagédo de vitelo em larvas de zebrafish. ae b
- indice de conteudo de vitelo refere-se a area do saco vitelinico x intensidade média de
fluorescéncia de Nile Red. Duragao de tratamento foi de dois dias e as larvas foram avaliadas no
quarto dia ap6s fertilizagdo. a — Curva de concentragdo de clozapina ((n = DMSO: 36/ 1 uyM: 16/
5 puM: 17/ 10 yM: 17/ 20 pM: 17). Analise multiparamétrica ANOVA de uma via ndo indica
significancia (p = 0.114). b — Curva de concentragéo de (n = DMSO: 36/ 12.5 yM: 16/ 25 pM: 17/
50 uM: 15/ 100 pM: 17). Analise de Kruskal-Wallis indica significancia (p < 0.001). Teste post-hoc
de Dunn demonstra que tratamento com 100 pM de olanzapina reduz significativamente o
conteudo lipidico quando comparado com veiculo (DMSO) (indicado por **, p < 0.01). ¢ —

Figuras representativas de imagem otica de larvas de 4 dpf. Larvas tratadas com 100 uM de
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olanzapina apresentam corpo curvo, tamanho reduzido e hiperpigmentacdo, enquanto larva

tratada com veiculo apresentada morfologia normal. Graficos apresentam média + SEM.

4.2 Efeito de antipsicoéticos na agregacgao e dispersao de melanossomas de

melanoforos em larvas de zebrafish

Uma vez que a concentragéo toxica de olanzapina induziu hiperpigmentacéo nas
larvas (Figura 20c), verificou-se que a causa desse fenoétipo era a disperséo
massiva de melanossomos em melandforos. Assim, foi hipotetizado que o
comportamento de agregacgao/ dispersao de melanoforos de larvas de zebrafish
pudesse se utilizado como indicador de atividade de antipsicoticos.

Durante a padronizagao do experimento, observou-se que os melanéforos de
larvas que desenvolveram na auséncia de plano de fundo (sobre o gradeado na
incubadora) ndo eram modulados pela iluminagcdo do ambiente de maneira
consistente. Assim, foi desenvolvido um plano de fundo que consistia de discos
circulares de papel cartdo verde que foram dispostos sob cada placa de Petri. A
presenca do plano de fundo verde no desenvolvimento das larvas permitiu que
os melanéforos apresentassem uma rapida resposta a mudanga de
luminosidade. Larvas de 7 dpf foram utilizadas no experimento, e portanto
apresentavam perfil de resposta de melandforos semelhante a adultos, com
melanossomos agregando na luz e dispersando no escuro (SHIRAKI; KOJIMA;
FUKADA, 2010). Foi estabelecido um protocolo simples no qual as larvas foram
tratadas com os antipsicéticos haloperidol ou clozapina por um periodo de 30
minutos no escuro e depois as mesmas larvas foram expostas por uma hora em
ambiente com plano de fundo branco com incidéncia direta de luz fluorescente.
O comportamento dos melanéforos foi interrompido no gelo e as larvas foram
fixadas para avaliar a area de dispersdo dos melandforos através de

microscopia otica.

Tanto o antipsicético atipico clozapina quanto antipsicotico tipico haloperidol

foram capazes de induzir a dispersdao dos melanossomos nas larvas de
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zebrafish (Figura 21). Entretanto, enquanto o tratamento com clozapina induziu
uma dispersdao mais visivel dos melanossomos (Figura 21a), o haloperidol
induziu uma dispersédo de menor intensidade (Figura 21b). Para quantificar o
tamanho da dispersdo, foi avaliada a area de melanoforos da regido dorsal da
cabeca das larvas de zebrafish como indicado nos métodos. Através dessa
quantificacdo, pode-se demonstrar que o tratamento com clozapina induziu
disperséo significativa dos melanossomas nas concentragdes de 10, 20 e 40 uM
quando comparado com DMSO (ANOVA de uma via; Fs.44 = 23.98, p < 0.0001;
Teste de Bonferroni: DMSO vs. 10, 20 e 40 uM, p < 0.001) (Figura 22a). O efeito
de dispersdo de clozapina seguiu uma relacdo dependente da concentragéo.
Enquanto isso, o tratamento com haloperidol induziu dispersédo significativa dos
melanossomos apenas na concentracdo de 2 uyM quando comparado com o
veiculo (Kruskal-Wallis; H4 = 15.85, p < 0.01; Teste de Dunn: DMSO vs. 2 uM, p
< 0.05) (Figura 22b).

O tratamento com haloperidol também apresentou uma relacdo dependente da
concentracdo, embora na concentragao de 4 uM o efeito parece ter saturado. De
forma interessante, o tratamento com clozapina, na concentragao de 40 uM, foi
capaz de quase duplicar a area dos melanoforos (195%), ao passo que o
haloperidol, na concentracdo de 2 pM, induziu um aumento consideravelmente
menor (137%). Isso sugere que a clozapina possui um efeito mais intenso na
dispersao dos melanoforos se comparado com o haloperidol, o que pode estar

relacionado com o antagonismo de outros receptores, como os de serotonina.

Entretanto, a comparagdo entre os efeitos da clozapina e haloperidol é
dificultada pois ndo ha como determinar se as concentragdes utilizadas sao
equivalentes (e.g., na clinica, a dose dos antipsicoéticos € normalizada pela dose

de clorpromazina).
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Figura 21. Efeito de antipsicéticos na dispersédo de melanossomos de larvas. a e b — Imagens
representativas da dispersdo de melanéforos da regido dorsal da cabega de larvas de 7 dpf. a —
Curva de concentracdo do antipsicotico clozapina na dispersdo de melanéforos. b — Curva de

concentracdo do antipsicético haloperidol na dispersdo de melanéforos.
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Figura 22. Curva de concentragéo de antipsicoticos na dispersdo de melanossomos de larvas. a
e b — Efeito quantitativo dos antipsicéticos foi definido pela soma da area dos melandéforos (px2)
na parte dorsal da cabeca de larvas de 7 dpf. a — Curva de concentracdo do antipsicético
clozapina (n = DMSO: 18/ 5 pM: 7/ 10 yM: 8/ 20 uM: 8/ 40 uM: 8). Analise multiparamétrica
ANOVA de uma via indica que o tratamento com clozapina induziu dispersdao de forma
significativa (p < 0.0001) e teste post-hoc de Bonferroni indica que as concentragées de 10, 20 e
40 uM foram significativas em comparagéo ao DMSO (***, p < 0.001). b — Curva de concentragéo
do antipsicético haloperidol (n = DMSO: 18/ 0.5 uyM: 8/ 1 uyM: 8/ 2 uyM: 8/ 4 uyM: 7). Andlise de
Kruskal-Wallis indica que o tratamento com haloperidol induziu disperséo de forma significativa
(p < 0.0001) e teste post-hoc de Dunn indica que a concentragdo de 2 uM foi significativa em

comparagédo ao DMSO (*, p < 0.05). Graficos apresentam média + SEM.
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O efeito de antipsicoticos na dispersdo de melanéforos ja tinha sido
demonstrado em larvas do anfibio Xenopus (réds aquaticas). Nesse estudo, o
tratamento com sulpirida, um potente antagonista do receptor D, foi capaz de
levar a dispersao de melanossomos mesmo na presenga de ambiente iluminado
(DULCIS; SPITZER, 2008). O controle dos melanoforos nos anfibios é mediado
por um circuito neural simples: a incidéncia de luz nas células ganglionares
glutamatérgicas da retina leva a ativagdo de neurbnios dopaminérgicos
inibitérios da regido supraquiasmatica, que por sua vez exerce inibicdo das
células colinérgicas liberadoras de MSH, chamadas de melanotrofas (TUINHOF
et al., 1994) (Figura 23).

Dessa forma, a luz € capaz de inibir a liberacdo de MSH, evitando a disperséao
dos melanossomos. Portanto, um antagonismo de receptor de dopamina retira a
inibicdo dopaminérgica sobre as células melanotrofas, levando liberagcdo de
MSH, o que causa a dispersdo dos melanossomos mesmo na presencga de luz.
Além da dopamina, varios outros neurotransmissores s&o capazes de modular a
atividade e secregado de melanotrofos: enquanto GABA e NPY s&o inibitorios,
serotonina e noradrenalina sdo excitatérios (ROUBOS; SCHEENEN; JENKS,
2005). Enquanto o circuito neural da via de MSH esta bem estudado, a via de
ativacdo dos neurénios hipotalamicos produtores do hormdnio concentrador de
melandcito (MCH) ndo é muito bem compreendida (KAWAUCHI; BAKER, 2004).

Nucleo
da rafe
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Figura 23. Diagrama demonstrando circuito neuronal que controla o comportamento de
agregacéo e dispersédo de melandéforos. Células glutamatérgicas ganglionares da retina projetam
até neurdnios inibitérios dopaminérgicos do nudcleo supraquiasmatico (SMINs) que enervam as
células colinérgicas secretoras de MSH (chamadas melanotrofas, MCs). O nucleo da rafe e o
Locus coeruleus (ndo aparece na figura) também enervam as células melanotrofas.
Fisiologicamente o sistema funciona da seguinte forma: luminosidade ativa as células
ganglionares que por sua vez ativam os SMINs do nucleo supraquiasmatico que por sua vez
liberam dopamina e outros neurotransmissores (GABA e NPY) nas MCs. As MCs integram sinais
excitatorios (serotonina e noradrenalina) e inibitérios (dopamina, GABA e NPY). Figura adaptada
(DULCIS; SPITZER, 2008). Abreviagao: VSC, nucleo supraquiasmatico ventral.

Uma vez que ndo ha muitos estudos sobre a influéncia de neurotransmissores
centrais no controle de melanoforos em teledsteos, foi pressuposto que larvas
de zebrafish apresentam circuitos neurais similares aos encontrados em
anfibios. Essa pressuposicdo procede tendo em vista que a regulagdo da
atividade dos melandforos é bastante conservada entre os vertebrados
homeotérmicos (FUJII, 2000). A partir dessa pressuposigao, pode-se discutir por
guais mecanismos os antipsicoticos haloperidol e clozapina foram capazes de

induzir a dispersdo dos melandéforos.

O mecanismo de agao dos antipsicoticos pode ser deduzido a partir do perfil de
afinidade desses farmacos. Por exemplo, sabe-se que o antipsicotico tipico
haloperidol é um potente antagonista do receptor de dopamina D,. Baseando-se
nos circuitos neurais de controle dos melanotrofos, pode-se sugerir que o
bloqueio dopaminérgico foi capaz de reduzir a ag&o inibitéria da dopamina nas
células melanotrofas da hipofise. Ao reduzir a inibicdo, o MSH foi liberado de
forma enddcrina até atingir seu receptor especifico nos melandéforos, levando a
dispersdo dos melanossomas. Como ja descrito, 0 mesmo fenbmeno ocorreu
em larvas de Xenopus tratadas com antipsicético sulpirida, farmaco que
apresenta alta poténcia pelo receptor D, (DULCIS; SPITZER, 2008). Deve ser
ressaltado que o embora haloperidol antagonize predominantemente o receptor
D,, esse farmaco também interage de maneira menos intensa com outros alvos,

como receptor adrenérgico alfa;, dopamina D3, entre outros. Contudo, acredita-
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se que o receptor D, seja de fato o responsavel pelo efeito de dispersdo do
haloperidol.

Entretanto, as células melanotrofas ndo sao reguladas apenas por dopamina,
mas também por outros neurotransmissores (ROUBOS; SCHEENEN; JENKS,
2005) (Figura 22). A ativacao das células melanotrofas depende da integracao
de sinais inibitérios (GABA, NPY e dopamina) e sinais excitatorios (serotonina e
noradrenalina). Assim, um farmaco como a clozapina, que é capaz de interagir
com varios alvos além do receptor de dopamina D,, apresenta maior propensao
de modificar esse circuito neural. Portanto, sugere-se que a clozapina foi capaz
de induzir uma dispersdo dos melanossomos de forma mais intensa por causa

do seu antagonismo multiplo de receptores distintos.

Por causa da localizagdo anatémica dos melanoforos no tegumento das larvas,
pode-se pensar que essas células sofreriam de forma direta a acédo de
moléculas externas. Entretanto, os melanéforos de larvas de peixe residem na
derme onde sdo protegidos da invasdo de quimicos por causa de uma barreira
de difusdo realizada pela epiderme (FUJII, 2000). Assim, os melanoforos estao

expostos a moléculas que estido presentes na sistema interno da larva.

Entretanto, o experimento em questdo ndo permite determinar se os efeitos dos
antipsicoticos sao indiretos, através do sistema nervoso central e hipdfise, ou
diretos, através de receptores expressos nos melandforos. Em futuros
experimentos, os melanoforos podem ser isolados e os farmacos testados em
cultura in vitro para determinar se os antipsicéticos agem diretamente na
dispersédo dos melanossomos (WAGLE; MATHUR; GUO, 2011).

Portanto, o comportamento de dispersdo de melandforos pode ser utilizado
como indicador de efeitos de antipsicéticos. Tanto antipsicoticos tipicos como
atipicos foram capazes de induzir a dispersdao, embora o tratamento com

clozapina tenha induzido um efeito maior que o do haloperidol. Dessa forma, o
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teste nao foi capaz de diferenciar antipsicotico atipico de tipico. Outros farmacos
que nao apresentam antagonismo dopaminérgico precisam ser testados para

verificar se a disperséo é dependente de antagonismo de dopamina.

4.3 Efeito de antipsicéticos atipicos no comportamento de flotagcao e na
atividade locomotora espontanea de larvas de zebrafish

Durante o experimento de dispersdo de melanossomos foi observado que as
larvas tratadas com clozapina acumulavam-se na superficie do meio, algo que
nao acontecia no grupo controle. A partir dessa observagao, perguntou-se se
esse comportamento poderia ser utilizado para avaliar o efeito de antipsicoticos
de forma sistematica. Foi desenvolvido, entdo, um teste que avaliasse o
comportamento de flotagdo de larvas sob efeito de farmacos. Nesse teste, as
larvas foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (15 larvas por tubo) aos
quais foram adicionadas concentragcbes crescentes de farmacos. Apds
tratamento agudo de 30 minutos, o comportamento das larvas foi gravado por
meio de camera filmadora, e posteriormente analisado de forma manual. Na
analise, o comportamento de flotacdo foi dividido em dois comportamentos:

acumulo de larvas na superficie e acumulo de larvas no fundo.

Ao longo da padronizagao, verificou-se que as larvas apresentavam uma grande
variagdo comportamental tanto entre experimentos diferentes, quanto entre
tubos idénticos do mesmo experimento. Assim, para reduzir a variagdo, foi
avaliado o comportamento das mesmas larvas antes (basal) e apds o tratamento
com os farmacos. Essa modificacdo permitiu que o comportamento no
tratamento fosse normalizado pelo comportamento basal, criando um indice que

indica quantas vezes o tratamento modificou o comportamento basal.

Com o intuito de avaliar se a observacéo inicial estava correta, primeiramente
avaliamos o efeito de clozapina no comportamento de flotagdo de larvas (Figura

24a). Corroborando a nossa hipétese, o tratamento com clozapina induziu um
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forte comportamento de flotagdo, com as larvas deixando o fundo do tubo para
acumular quase totalmente na superficie. Assim, o tratamento foi significativo
nas concentragdes de 5 e 10 uM quando comparados com veiculo tanto para
superficie (Kruskal-Wallis; Hs = 59.46, p < 0.0001; Teste de Dunn: DMSO vs. 5 e
10 uM, p < 0.001) quanto para o fundo do tubo (Kruskal-Wallis; Hs = 62.41, p <
0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 5 e 10 uM, p < 0.001).

Apesar da significancia do tratamento com clozapina, esse resultado ndo pode
sugerir automaticamente que outros antipsicoticos terdo a mesma atividade
sobre o comportamento de flotacdo. A clozapina, como descrito anteriormente,
apresenta grande afinidade com varios receptores (ROTH; SHEFFLER;
KROEZE, 2004) (Figura 2), tendo um perfil farmacolégico chamado clinicamente
de ‘sujo’. Além disso, a clozapina € considerada o padrdo ouro dos
antipsicoticos, apresentando superioridade clinica sobre os demais (VOLAVKA,
2012). O efeito de flotagdo pode ter sido induzido, por exemplo, por uma
atividade anticolinérgica (antagonismo de receptores muscarinicos) da
clozapina, o que poderia alterar o controle do sistema nervoso autbnomo sobre o

comportamento de flotagao.

Para verificar se outro farmaco teria atividade similar sobre o comportamento de
flotacao, foi escolhido o antipsicético risperidona, uma vez que € da mesma
classe da clozapina (antipsicoticos atipicos). Apesar de ser da mesma classe, 0
perfil farmacologico da risperidona € bastante diferente da clozapina,
apresentando alta afinidade pelos receptores 5-HT,, e D, e praticamente
nenhuma atividade anticolinérgica (Figura 2). Apesar do perfil farmacoldgico
distinto, o tratamento com risperidona foi capaz de induzir comportamento de
flotacdo similar ao induzido pelo tratamento com clozapina (Figura 24b).
Risperidona aumentou significativamente a quantidade de larvas na superficie
do tubo nas concentracbées de 10 e 20 yM quando comparado ao veiculo
(Kruskal-Wallis; Hs = 25.57, p < 0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 10 e 20 uM, p

< 0.001). Enquanto isso, a reducg&o de larvas no fundo do tubo mostrou-se mais
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sensivel e o tratamento com risperidona foi significativo nas concentragdes de 5,
10 e 20 uyM quando comparado ao veiculo (Kruskal-Wallis; Hy = 27.96, p <
0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 5, p < 0.05; DMSO vs. 10, p < 0.01 e DMSO
vs. 20 uM, p < 0.001).
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Figura 24. Curva de concentragdo de antipsicoticos atipicos no comportamento de flotagdo de
larvas. a e b — Efeito dos antipsicéticos foi definido através de um indice de flotagdo que é
determinado pela razdo entre flotagdo no tratamento e flotagcdo no estado basal. a — Curva de
concentragao do antipsicotico clozapina (n = DMSO: 30/ 0.5 yM: 9/ 1 uyM: 9/ 5 uM: 30/ 10 pM:

14). Tratamento com clozapina aumentou significativamente a quantidade de larvas na superficie
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(Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 5 e 10 uyM, p < 0.001, indicado na figura
por ***) e reduziu a quantidade de larvas no fundo do tubo (Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de
Dunn: DMSO vs. 5 e 10 uM, p < 0.001, indicado na figura por ***) quando comparado ao veiculo
b — Curva de concentragéo do antipsicotico risperidona (n = DMSO: 8/ 1 yM: 8/ 5 yM: 8/ 10 uM:
8/ 20 uM: 8). Tratamento com risperidona aumentou significativamente a quantidade de larvas na
superficie (Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 10 e 20 uM, p < 0.001, indicado
por ***) e reduziu o numero de larvas no fundo do tubo (Kruskal-Wallis; H, = 27.96, p < 0.0001;
teste de Dunn: DMSO vs. 5 uyM, p < 0.05; DMSO vs. 10 yM, p < 0.01 e DMSO vs. 20 yM, p <

*k*k

0.001, indicado por *, ** e , respectivamente) quando comparado ao veiculo. Graficos

apresentam média + SEM.

O efeito similar dos antipsicoticos clozapina e risperidona indica um mecanismo
de acédo convergente entre ambos os farmacos. Ao analisar o perfil
farmacoldégico de ambos antipsicoticos (Figura 2) varios receptores surgem
como possivel (ou possiveis, se envolver mais de um receptor) alvo na indugao
do comportamento de flotagdo. Por exemplo, o antagonismo nos receptores
dopaminérgicos (D, D3 e D4), histaminérgicos (H+), serotoninérgicos (5-HT2, e 5-
HT2.) e adrenérgicos (alfa; e alfaz) podem estar envolvidos no mecanismo de
acdo. Dessa forma, procurou-se utilizar antagonistas especificos desses
receptores, pois poderiam estar envolvidos na indugdo do comportamento de

flotacao.

Uma vez que o antagonismo de D, € caracteristica de todos antipsicoticos
(KAPUR; REMINGTON, 2001), foi avaliado o efeito do haloperidol no
comportamento de flotacédo de larvas (Figura 25a). O tratamento com haloperidol
aumentou significativamente a quantidade de larvas na superficie nas
concentragbes de 0.6, 2.4 e 6 yM quando comparado ao veiculo (ANOVA de
uma via; Fsgs = 9.272, p < 0.0001; teste de Bonferroni: DMSO vs. 0.6, 2.4 € 6
MM, p < 0.001). Além disso, o tratamento com haloperidol também reduziu de
forma significativa a quantidade de larvas no fundo do tubo nas concentragdes
de 0.6 e 2.4 yM quando comparado ao veiculo (Kruskal-Wallis; Hs = 31.47, p <
0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 0.6 pM, p < 0.01; DMSO vs. 2.4 uM, p <

0.001). Os resultados sugerem, portanto, que o antagonismo do receptor D, esta
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envolvido no comportamento de flotagdo. Deve ser ressaltado que, embora o
tratamento com haloperidol tenha sido significativo, ele foi visivelmente menor
que o observado no tratamento com antipsicéticos atipicos. Por exemplo,
clozapina, na concentragao de 5 yM, e risperidona, na concentracéo de 10 uM,
tiveram em média um efeito de 3.4 e 2.9 vezes no aumento da quantidade de
larvas na superficie, respectivamente. Enquanto isso, haloperidol, na
concentracado de 2.4 uM, teve em média um efeito de 1.9 vezes no aumento do
numero de larvas. Isso indica o antagonismo de D, exerce um efeito parcial

gquando comparado efeito induzido pelos antipsicoticos atipicos.

O tratamento com haloperidol n&do seguiu um efeito dependente da
concentragcdo. Dessa forma, a concentragcdo de 1.2 yM de haloperidol n&o foi
significativa tanto para superficie quanto para o fundo. Isso parece estar ligado
ao comportamento bifasico dos receptores Dy, ja citado anteriormente. Além
disso, enquanto a concentragdo de 6 uM aumentou significativamente o numero
de larvas na superficie, ndo foi significativa a redu¢do do numero de larvas no
fundo. Um numero maior de larvas no fundo pode estar relacionado com efeito

téxico do haloperidol nessa concentracio.

Segundo esses resultados, o antagonismo de D, parece ser um dos
mecanismos envolvidos no comportamento de flotagdo. Portanto, seria possivel

induzir um comportamento oposto ao utilizar um agonista dopaminérgico?

Dessa forma, escolheu-se bupropiona, um antidepressivo que inibe a recaptacao
dopamina, para avaliar o efeito do agonismo dopaminérgico no comportamento
de flotacdo. De forma oposta ao haloperidol, o tratamento com bupropiona
reduziu significativamente a quantidade de larvas na superficie (Kruskal-Wallis;
Hs = 34.42, p < 0.0001; teste de Dunn: controle vs. 12.5 pM, p < 0.05; controle
vs. 25, 50 e 100 pM, p < 0.001) enquanto aumentou o numero de larvas no
fundo quando comparado ao controle (Kruskal-Wallis; Hs = 31.22, p < 0.0001;
teste de Dunn: controle vs. 3, 6, 12.5 e 50 yM, p < 0.05; controle vs. 25 uM, p <
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0.01; controle vs. 100 uM, p < 0.001) (Figura 25b). Os resultados demonstram,
portanto, que a dopamina produzida endogenamente é capaz de aumentar o
numero de larvas no fundo de uma coluna d’agua, o oposto do observado com o

tratamento com antipsicoticos.
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Figura 25. Curva de concentragédo de haloperidol e bupropiona no comportamento de flotagdo de
larvas. a e b — Efeito dos farmacos foi definido através de um indice de flotagdo que é
determinado pela razdo entre flotagdo no tratamento e flotagcdo no estado basal. a — Curva de
concentragao do antipsicotico haloperidol (n = DMSO: 27/ 0.3 uM: 10/ 0.6 pyM: 14/ 1.2 yM: 11/ 2.4
uM: 26/ 6 uM: 12). Tratamento com haloperidol aumentou significativamente a quantidade de
larvas na superficie (ANOVA de uma via, p < 0.0001; teste de Bonferroni: DMSO vs. 0.6, 2.4 e 6
UM, p < 0.001, indicado por ***) e reduziu a quantidade de larvas no fundo do tubo (Kruskal-
Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. 0.6 yM, p < 0.01, indicado por **; DMSO vs. 2.4
UM, p < 0.001, indicado por ***) quando comparado ao controle b — Curva de concentragao do
antidepressivo bupropiona (n = controle: 14/ 3 uM: 6/ 6 yM: 6/ 12.5 yM: 11/ 25 yM: 8/ 50 uM: 8/
100 pyM: 8). Tratamento com bupropiona reduziu significativamente a quantidade de larvas na
superficie (Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: controle vs. 12.5 yM, p < 0.05, indicado
por *; controle vs. 25, 50 e 100 yM, p < 0.001, indicado por ***) e aumentou o niumero de larvas
no fundo do tubo (Kruskal-Wallis; Hg = 31.22, p < 0.0001; teste de Dunn: controle vs. 3, 6, 12.5 e
50 uM, p < 0.05; controle vs. 25 yM, p < 0.01; controle vs. 100 pM, p < 0.001) quando

comparado ao veiculo. Graficos apresentam média + SEM.

Um dos problemas € que a bupropiona também bloqueia a recaptacdo de
noradrenalina, entdo o efeito poderia estar sendo mediado por aumento da via
adrenérgica. Sabe-se, por exemplo, que a deflacdo da bexiga natatoria de
zebrafish adulto € estimulada diretamente por noradrenalina através de
receptores beta-adrenérgicos (DUMBARTON et al., 2010). Entretanto, a
concentracdo maxima de bupropiona (100 pM) foi inferior a utilizada em estudo
sobre o papel da dopamina na atividade locomotora de larvas de zebrafish, no
qual foi utilizado concentracdo 200 pM (THIRUMALAI; CLINE, 2008). Além
disso, o farmaco bupropiona possui duas vezes mais afinidade pelo
transportador de dopamina do que pelo transportador de noradrenalina (HORST;
PRESKORN, 1998). Isso sugere que bupropiona induziu o comportamento
através da via dopaminérgica, porém ndo é possivel excluir totalmente se ha

componente adrenérgico envolvido.

Enfim, o comportamento de flotacdo parece ser controlado de forma parcial pela
modulac¢do da via dopaminérgica. Dessa forma, sugere-se que outros receptores

controlam de forma aditiva ou sinérgica o comportamento de flotagdo juntamente
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com o receptor D,. Dentre os possiveis alvos, decidiu-se investigar
primeiramente o papel dos receptores histaminérgicos Hi. Os antipsicoticos
clozapina e risperidona apresentam alta afinidade pelo receptor H1 (clozapina >
risperidona), e se portam como agonistas inversos, reduzindo a atividade
intrinseca do receptor (BAKKER et al., 2007). Portanto, para investigar o papel
do receptor H4 foi escolhido o farmaco mepiramina, um seletivo e potente
agonista inverso do receptor Hy (VAN DER GOOT; TIMMERMAN, 2000).

O antagonista mepiramina ja tinha sido utilizado anteriormente em larvas de
zebrafish (5 dpf), nas concentragdes de 1a 100 uM, para avaliar seu efeito na
atividade locomotora (PEITSARO et al.,, 2007). Assim, as concentragdes
utilizadas no comportamento de flotagdo foram baseadas nesse trabalho. O
tratamento com mepiramina aumentou a quantidade de larvas na superficie do
tubo nas concentragdes de 5 e 10 uM quando comparado ao controle (Kruskal-
Wallis; Hy = 26.15, p < 0.0001; teste de Dunn: controle vs. 5 uM, p < 0.05;
controle vs. p < 0.001) (Figura 26a). Consequentemente, mepiramina também
reduziu a quantidade de larvas no fundo nas concentragcdes de 5 e 10 yM
quando comparado ao controle (Kruskal-Wallis; Hs = 15.22, p < 0.001; teste de
Dunn: controle vs. 5e 10 uM, p < 0.05).

Dessa forma, a mepiramina foi capaz de induzir um comportamento de flotagcao
de maneirar similar aos antipsicéticos atipicos. Porém, enquanto mepiramina, na
concentragcédo de 10 uM, aumentou 1.9 vezes em média a quantidade de larvas
na superficie, clozapina foi capaz de aumentar a quantidade de larvas cerca de
3.4 vezes, na concentracdo de 5 uM. Isso sugere que, tal como haloperidol, o
tratamento com mepiramina induz um efeito parcial do comportamento de
flotacdo quando comparado ao efeito dos antipsicéticos atipicos. Assim, o
receptor de histamina H; parece compor um dos mecanismos de acido de

inducdo do comportamento de flotacio.
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Deve ser ressaltado que mepiramina nao alterou o comportamento de flotagao
na concentracdo de 100 yM o que pode estar relacionado a toxicidade dessa
concentracdo. Corroborando com esse dado, foi relatado que a concentragao de
100 M de mepiramina foi a unica a alterar drasticamente a atividade locomotora
de larvas de zebrafish (PEITSARO et al., 2007). Além disso, sabe-se que
mepiramina pode interagir com outros alvos em alta concentragdo, como
receptores muscarinicos, receptor de histamina H,; e transportadores de
monoaminas (VAN DER GOOT; TIMMERMAN, 2000). Isso sugere que as
significancias encontradas nas concentragbes de 5 e 10 yuM refletem um
antagonismo real do receptor H4, enquanto na concentragdo 100 pM inicia-se

interagdo com outros receptores.

Outro alvo que os antipsicéticos clozapina e risperidona interagem com grande
afinidade é o receptor de serotonina 5-HTy, (risperidona > clozapina). Os
antipsicoticos atipicos antagonizam o receptor 5-HT,, através de agonismo
inverso (WEINER et al., 2001), reduzindo a atividade intrinseca do receptor.
Dessa forma, para avaliar o papel do receptor 5-HT,,, foi escolhido o farmaco
ketanserina, um antagonista seletivo do receptor 5-HT,, (LEYSEN et al., 1981)
que também apresenta agonismo inverso (EGAN; HERRICK-DAVIS; TEITLER,
1998). O tratamento com ketanserina (concentragbes de 5, 10 e 20 yM) nao
alterou o comportamento de flotagao tanto na superficie (ANOVA de uma via; Fs.
28 = 0.570, p = 0.639) quanto no fundo (ANOVA de uma via; Fz2s = 1.196, p =
0.329) quando comparado ao veiculo (Figura 26b). Esse resultado sugere que o
antagonismo do receptor 5-HT2, ndo esta envolvido no comportamento de
flotacao.
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Figura 26. Curva de concentragdo de mepiramina e ketanserina no comportamento de flotagéo
de larvas. a e b — Efeito dos farmacos foi definido através de um indice de flotacdo que é
determinado pela razdo entre flotagdo no tratamento e flotagcdo no estado basal. a — Curva de
concentragao do antihistaminico mepiramina (n = controle: 22/ 1 yM: 14/ 5 yM: 9/ 10 uM: 21/ 100
pUM: 8). Tratamento com mepiramina aumentou significativamente a quantidade de larvas na
superficie Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: controle vs. 5 uM, p < 0.05, indicado por *;
controle vs. p < 0.001, indicado por ***) e reduziu a quantidade de larvas no fundo do tubo
quando comparado ao controle (Kruskal-Wallis, p < 0.001; teste de Dunn: controle vs. 5 e 10

MM, p < 0.05; indicado por *) b — Curva de concentragéo de ketanserina (n = DMSO: 8/ 5 yM: 8/
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10 uM: 8/ 20 uM: 8). Tratamento com ketanserina nao alterou significativamente a quantidade de
larvas na superficie (ANOVA de uma via, p = 0.639) € nem no fundo do tubo (ANOVA de uma

via, p = 0.329) quando comparado ao veiculo. Graficos apresentam média + SEM.

Portanto, dentre os receptores avaliados, sugere-se que o antagonismo dos
receptores D, e Hy esteja envolvido no comportamento de flotagdo. Porém, o
efeito de cada antagonismo parece ser parcial se comparado ao efeito dos
antipsicoticos atipicos. Assim, foi hipotetizado que, ao combinar o antagonismo
de Dz e H4, o efeito no comportamento de flotagdo seria aditivo ou sinérgico, com
resultados similares aos observados com antipsicoticos atipicos. Dessa forma,
foi avaliado o efeito combinado dos antagonistas haloperidol e mepiramina sobre
o comportamento de flotagdo das larvas de zebrafish (Figura 27). As
concentragbes escolhidas foram baseadas nas que foram significativas nos
experimentos anteriores, sendo de 2.4 uM para haloperidol e de 10 uyM para

mepiramina.

(@)

Analise de Kruskal-Wallis indica que o tratamento foi significativo tanto para

A

aumento da quantidade de larvas na superficie (Kruskal-Wallis; Hz = 28.42, p

0.0001) como para redugao de larvas no fundo do tubo (Kruskal-Wallis; Hs
2452, p < 0.0001) (Figura 27). O teste post-hoc de Dunn indica que as
concentracbes de 2.4 pM de haloperidol, 10 yM de mepiramina e os dois
antagonistas combinados aumentaram significantemente a quantidade de larvas
na superficie quando comparado ao veiculo (haloperidol 2.4 yM e mepiramina
10 uM, p < 0.01; haloperidol 2.4 yM + mepiramina 10 uyM, p < 0.001). Além
disso, haloperidol 2.4 uyM e a combinagdo haloperidol-mepiramina foram
capazes de reduzir a quantidade de larvas do fundo do tubo quando comparado
ao veiculo (haloperidol 2.4 uM, p < 0.05; haloperidol 2.4 yM + mepiramina 10
uM, p < 0.001).

O tratamento combinado aumentou de forma muito mais significativa a
quantidade de larvas na superficie (p < 0.001), com probabilidade de

significancia 10 vezes maior quando comparado com os tratamentos com um
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unico antagonista (p < 0.01). Além disso, o tratamento combinado também
reduziu a quantidade de larvas no fundo tubo (p < 0.001), com significancia
cerca de 200 vezes maior que o tratamento com 2.4 uyM de haloperidol (p <
0.05). Outro ponto a ser ressaltado é que o efeito combinado de haloperidol e
mepiramina aumentou, em média, 3 vezes a quantidade de larvas na superficie,
de forma similar aos antipsicoticos atipicos (clozapina: 3.4 vezes e risperidona
2.9 vezes). Isso indica que o antagonismo combinado dos receptores D, e Hj
resulta em efeito aditivo no comportamento de flotagdo, com as larvas
apresentando comportamento similar ao observado no tratamento com

antipsicaoticos atipicos.
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Figura 27. Efeito combinado de haloperidol e mepiramina no comportamento de flotagdo de
larvas. Efeito dos farmacos foi definido através de um indice de flotagdo que é determinado pela
razdo entre flotagdo no tratamento e flotagdo no estado basal (n = DMSO: 13/ haloperidol 2.4
UM: 12/ mepiramina 10 yM: 11/ haloperidol 2.4 yM + mepiramina 10 uyM : 11). Anadlise de
Kruskal-Wallis indica que o tratamento foi significativo tanto para o aumento da quantidade de
larvas na superficie (Kruskal-Wallis, p < 0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. haloperidol 2.4 yM e
mepiramina 10 uM, p < 0.01, indicado por **; DMSO vs. haloperidol 2.4 uM + mepiramina 10 yM,

p < 0.001, indicado por ***) como para reducéo de larvas no fundo do tubo (Kruskal-Wallis, p <
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0.0001; teste de Dunn: DMSO vs. haloperidol 2.4 yM p < 0.05, indicado por *; DMSO vs.
haloperidol 2.4 yM + mepiramina 10 uyM, p < 0.001, indicado por ***). Grafico apresenta média +
SEM.

Coincidentemente, a administracdo intramuscular combinada de haloperidol e
prometazina (Fenergan), um antihistaminico com propriedade sedativa, é
amplamente utilizada na clinica em paises como Brasil e india (HUF et al.,
2002). uso combinado é recomendado para a rapida tranquilizagdo de pacientes
agitados/violentos com historico de doengca mental. A adigdo da prometazina
parece faciltar a sedagcdo e prevenir os sintomas extrapiramidais,
particularmente a distonia, que esta associado ao uso de haloperidol (BREIER et
al., 2002). Em um estudo clinico sobre tratamento agudo de pacientes agitados,
foi demonstrado que o uso do haloperidol combinado com prometazina € melhor
que haloperidol sozinho devido efeito mais rapido e menor incidéncia de efeitos
extrapiramidais (HUF; COUTINHO; ADAMS, 2007).

Em outro estudo, no qual comparou-se o uso combinado de haloperidol-
prometazina com olanzapina, foi relatado que o uso combinado apresentou
efeitos terapéuticos mais prolongados que olanzapina, necessitando de menor
intervencdo médica apos a primeira administracdo (RAVEENDRAN et al., 2007).
Além disso, a combinacao haloperidol-prometazina parece provocar sedac¢ao de
forma mais rapida que lorazepam (benzodiazepinico), o que pode ser util para
alguns pacientes (ALEXANDER et al., 2004). De forma similar, o comportamento
de flotagc&o foi mais intenso com o uso combinado de haloperidol-mepiramina do
que haloperidol ou mepiramina sozinho. Assim, sugere-se que mepiramina
parece ser capaz de aumentar o efeito farmacolégico de haloperidol e vice-
versa, a0 mesmo tempo que mepiramina parece atenuar algum sintoma motor

causado pelo haloperidol.

O comportamento de flotagcdo (chamado de ‘surfacing’ em inglés) de peixes
possui potencial pouco aproveitado na avaliagdo de farmacos que atuam no

sistema nervoso central. O primeiro estudo que se tem noticia, verificou que LSD
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diluido na agua é capaz de induzir peixes Betta adultos (Betta splendens) a
nadarem por até seis horas na superficie da coluna d’agua (ABRAMSON;
EVANS, 1954). Um comportamento similar foi demonstrado em zebrafish adultos
expostos a LSD, com os peixes permanecendo consideravelmente mais tempo

na superficie quando comparado ao controle (GROSSMAN et al., 2010).

Quanto aos antipsicoticos, o primeiro estudo demonstrou que exposicdo a
clorpromazina induziu comportamento de flotagdo em trés espécies de peixes
(dourado - Carassius auratus, guppy — Lebistes reticulatus e tetra-cego
Anoptichthys hubbsy) (CUTTING et al, 1959). Além disso, outro artigo
demonstrou a possibilidade de utilizar o comportamento de flotagdo de peixes-
mosquito adultos (Gambusia affinis) para estimar a presenga de clorpromazina
diluida em agua (AVIVI; CHARI-BITRON, 1970). Interessantemente, esse artigo
utilizou uma estratégia de avaliagcdo similar a utilizada nesta tese, onde os
peixes foram dispostos em tubos de vidro e submetidos a uma curva de
concentracéo de clorpromazina (Figura 28). Nesse estudo, uma concentragéo de
1.4 uM de clorpromazina foi suficiente para acumular os peixes-mosquito na

superficie apds 30 minutos de tratamento.

Figura 28. Peixes-mosquito adultos (Gambusia affinis) tiveram o comportamento de flotagédo

(‘surfacing’) induzido apés tratamento de duas horas com clorpromazina (concentragbes de 0-0.5
pug/mL). Figura extraida de outro artigo (AVIVI; CHARI-BITRON, 1970).
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Em relacdo aos antipsicoticos atipicos, um artigo recente demonstrou que o
tratamento com olanzapina foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia de
peixes zebrafish adultos na parte superior do aquario (SEIBT et al., 2010). Além
do LSD e antipsicéticos, outras moléculas parecem induzir comportamento de
flotacdo em zebrafish adultos, como cetamina (RIEHL et al.,, 2011) e MK-801
(SEIBT et al., 2010), ambos antagonistas do receptor de NMDA. Isso parece ser
um paradoxo: enquanto clozapina, olanzapina e risperidona possuem
propriedades antipsicéticas, os alucinégenos LSD, cetamina e MK-801 s&o
capazes de induzir surto psicético. No entanto, ndo se sabe qual mecanismo €&
responsavel para que tanto antipsicéticos quanto pré-psicéticos induzam o
comportamento de flotacdo, nem se ha uma ligacdo entre o mecanismo de

ambos.

Uma das explicagdbes para o comportamento de flotacdo induzido pelos
antipsicoéticos atipicos pode ser o descontrole da bexiga natatoria. Como ja
descrito, a bexiga natatoria no zebrafish se distingue por n&o apresentar
estruturas que transferem gas do sangue para infla-la (FINNEY et al., 2006).
Assim, para inflar, o zebrafish precisa aspirar bolhas de ar pelo eséfago para
entdo introduzi-lo na bexiga natatéria através do duto pneumatico (RIEGER;
SUMMERFELT, 1998). Por outro lado, a deflagdo da bexiga envolve, ao mesmo
tempo, a contragdo do musculo liso que a envolve a bexiga natatéria com o
relaxamento do esfincter do duto pneumatico (DUMBARTON et al., 2010;
SMITH; CROLL, 2011). Portanto, sugere-se que o tratamento com antipsicoticos
atipicos deva ter alterado alguns desses mecanismos. O tratamento, por
exemplo, pode ter estimulado as larvas a aspirarem ar da superficie ou de
bolhas dentro do tubo, o que fez inflar a bexiga natatoria. Ao mesmo tempo, o
mecanismo de deflagdo pode ter sido reduzido, impedindo as larvas de
descerem na coluna vertical. Dessa forma, varios fatores podem estar

associados no desenvolvimento do comportamento de flotagao.
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O papel do sistema nervoso autbnomo no controle da inflacdo e deflagdo nao é
muito bem conhecido no zebrafish. Sabe-se que ha enervagao colinérgica nos
musculos do esfincter do duto pneumatico e noradrenérgica no musculo liso que
envolve a bexiga (FINNEY et al., 2006). No caso do zebrafish, a deflacdo da
bexiga se da pela ativagcado de receptores beta-adrenérgicos (DUMBARTON et
al., 2010). Como os antipsicoticos estudados nao interagem com receptores
beta-adrenérgicos, supde-se que pelo menos a deflagdo da bexiga natatéria n&o
foi bloqueada. Além disso, o antagonismo muscarinico na regido do esfincter
parece nao ser importante para o comportamento de flotagdo visto que
risperidona ndo interage com esses receptores. Sabe-se que neurdnios positivos
para serotonina, NPY e VIP também sdo encontrados na regido da bexiga
natatoria. No caso de serotonina, ha varicosidades ao longo da parede do duto
pneumatico e na artéria da bexiga natatoria, o que pode contribuir para o
controle neural do musculo liso do duto pneumatico (FINNEY et al., 2006).

Assim, o0s receptores serotoninérgicos nessas regides poderiam,
hipoteticamente, ser modulados por clozapina e risperidona visto que esses
antipsicoticos interagem com varios outros receptores de serotonina além do 5-
HT,.. Entretanto, acredita-se que a modulacdo do comportamento de flotagao
pelos antipsicoticos atipicos ocorra através de circuitos desconhecidos no
sistema nervoso central onde o bloqueio dos receptores D, e Hi, e
provavelmente de outros alvos, altera a atividade do sistema nervoso no

controle da bexiga natatoria.

Além da desregulagdo da bexiga natatéria, o comportamento de flotagdo pode
estar associado a efeitos sedativos. Dessa forma, foi desenvolvido um ensaio
para avaliar o efeito dos farmacos sobre a atividade locomotora espontanea de
larvas 7 dpf. No teste, foi avaliado quantas vezes cada larva cruzou linhas que
estavam dispostas no fundo de cada pogo da placa de 24 pogos (Figura 18).
Assim, o teste reflete o quanto cada larva deslocou, mas n&o indica diretamente

se a velocidade ou se o numero de movimentos foram alterados. Para avaliar a
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atividade locomotora, foi utilizada a concentragdo que foi mais significante no

comportamento de flotagdo, para cada farmaco (Figura 29a).

A avaliagdo do deslocamento das larvas revelou uma enorme variagao.
Enquanto algumas larvas deslocaram o tempo todo, outras ndo movimentaram
durante toda a avaliagdo. Portanto, foi decidido demonstrar a variacdo entre
larvas através de um grafico de dispersao, no qual pode ser observado como o
tratamento parece afetar as larvas de forma heterogénea (Figura 29). O
tratamento agudo com clozapina (5 uM), risperidona (10 uM) e mepiramina (10
MM) reduziram o numero de vezes que as larvas cruzaram as linhas quando
comparado com o veiculo, como indicado pelo teste Mann-Whitney (clozapina: U
= 22, p < 0.0001; risperidona: U = 85, p < 0.0001; mepiramina: U = 155.5, p <
0.01) (Figura 29a). Enquanto isso, o tratamento com haloperidol (2.4 uM) nao foi
capaz de alterar o numero de cruzamentos de forma significativa quando
comparado ao veiculo, como indicado pelo teste-t ndo pareado (46 = 1.245, p =
0.22) (Figura 29a).

Nota-se que o antipsicético clozapina reduziu o deslocamento de maneira mais
intensa que risperidona, e risperidona reduziu de maneira mais intensa que
mepiramina. Dessa forma, a redugcdo do numero de deslocamentos parece
correlacionar com o comportamento de flotacdo, provavelmente devido a
sedacao. Além disso, percebe-se que parte das larvas nos grupos mepiramina e
risperidona ndo sido afetadas pelo tratamento. Isso pode indicar apenas uma
variagdo no desenvolvimento, pode estar relacionado a diferenga genética entre

as larvas.

A reducgado do deslocamento de larvas de zebrafish ja tinha sido demonstrada
para clozapina (BOEHMLER et al., 2007) e para mepiramina (PEITSARO et al.,
2007), embora em concentragdes mais altas que as demonstradas por esta tese.
Em relacdo a clozapina, a primeira concentragédo significativa que reduziu o

deslocamento das larvas foi de 12.5 pM. Essa discrepancia ndo é devido a
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diferente método, visto que tanto nesse artigo (BOEHMLER et al., 2007) como
nesta tese a quantificagdo do deslocamento foi avaliada através do numero de
cruzamentos. Uma das razdes dessa diferenga pode estar vinculado a grande
variabilidade genética entre linhagens de zebrafish. A variacdo genética entre
individuos da mesma populagdo chega a 7%, enquanto entre individuos
selvagens chega a 37% (GURYEV et al., 2006). Dessa forma, a interpretacao
entre experimentos de grupos diferentes deve ser avaliada de forma cautelosa.
Além disso, foi demonstrado que o agonismo do receptor D4, mas n&o o
agonismo de D , foi capaz de reverter parcialmente a redu¢do do deslocamento
causado pela clozapina (BOEHMLER et al., 2007). Esse resultado explica o
dado que o haloperidol, através do antagonismo do receptor D», n&o foi capaz

de alterar o deslocamento de larvas.

No entanto, atividade locomotora parece ser composta por varios
comportamentos discretos que s&o regulados por vias dopaminérgicas distintas.
O primeiro artigo a avaliar o efeito do haloperidol na atividade locomotora relatou
que esse antipsicoético foi capaz de reduzir a velocidade média de larvas na
concentracdo de 9 uM apds duas horas de tratamento, com algumas larvas
apresentando movimentos erraticos (GIACOMINI et al., 2006). Em outro
trabalho, foi demonstrado que o tratamento com haloperidol, na concentragcédo de
30 uM, foi capaz de reduzir o numero de movimentos realizados por larvas de 7
dpf, o qual foi compensado por uma maior velocidade a cada movimento iniciado
(FARRELL et al., 2011). Nessa linha, um estudo recente demonstrou que o
agonismo do receptor D, € capaz de reduzir significativamente a porcentagem
de movimentos iniciados em larvas de zebrafish (SOUZA; ROMANO-SILVA;
TROPEPE, 2011). Isso parece sugerir que o antagonismo e o agonismo de D»
nao é capaz de alterar o deslocamento total das larvas, mas sim a quantidade e

a velocidade dos movimentos iniciados.

Portanto, a atividade locomotora pode ser dividida em varios moddulos

comportamentais que sao representados pelo numero de movimentos
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realizados, velocidade, deslocamento total, velocidade de cada movimento e a
porcentagem do tempo que a larva se desloca (FARRELL et al., 2011). Dessa
forma, o método escolhido na avaliagdo da atividade locomotora ira influenciar

na interpretagéo do resultado.
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Figura 29. Avaliagdo do efeito de varios farmacos sobre a atividade locomotora de larvas. A
atividade locomotora das larvas refere-se ao niumero de cruzamentos realizados por cada larva
em trés minutos de avaliagcdo. Os dados estdo demonstrados em graficos de dispersdo, com
traco indicando a mediana. a — Teste de Mann-Whitney indica que o tratamento com clozapina
(clo), risperidona (ris) e mepiramina (mep) reduziram significativamente o nimero cruzamentos
quando comparado com o veiculo (n = 24 larvas por grupo; clozapina: U = 22, p < 0.0001,
indicado por #; risperidona: U = 85, p < 0.0001, indicado por #; mepiramina: U = 155.5, p < 0.01,
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indicado por **). b — Analise de Kruskal-Wallis indica que o tratamento combinado haloperidol-
mepiramina reduziu significativamente o deslocamento de larvas quando comparado ao
tratamento com haloperidol sozinho (n = 24 larvas por grupo; H; = 9.735, p < 0.05; teste de
Dunn: hal 2.4 yM vs. hal 2.4 uM + mep 10 uM, p < 0.05, indicado por *).

Como demonstrado, o haloperidol combinado com mepiramina parece ter efeito
aditivo no comportamento de flotagdo. Entretanto, é desconhecido se esse efeito
esta associado a uma reducao da atividade locomotora das larvas. Dessa forma,
foi avaliado o efeito combinado de ambos antagonistas na atividade locomotora
de larvas com 7 dpf (Figura 29b). Aparentemente, o tratamento combinado de
haloperidol (2.4 yM) mais mepiramina (10 yM) reduziu de forma significante o
deslocamento das larvas apenas quando comparado com o grupo tratado com
haloperidol 2.4 uM (Kruskal-Wallis; H; = 9.735, p < 0.05; teste de Dunn: hal 2.4
MM vs. hal 2.4 uM + mep 10 uM, p < 0.05). A falta de significancia entre o grupo
controle e os demais grupos parece estar relacionada a uma menor atividade
espontanea do grupo controle. Dessa forma, como as larvas ja apresentavam
uma baixa atividade, o tratamento ndo reproduziu o efeito verificado no

experimento anterior (Figura 29a).

Sabe-se que a atividade locomotora das larvas € influenciada por varios fatores
como a intensidade luminosa e o horario do dia (MACPHAIL et al., 2009), o que
pode ter contribuido para a discrepancia desse resultado. De qualquer forma, o
tratamento combinado de haloperidol-mepiramina mostrou-se capaz de reduzir
significativamente o deslocamento quando comparado a haloperidol sozinho,
enquanto mepiramina sozinha nao apresentou reducdo significativa quando
comparado com haloperidol. Isso sugere que o bloqueio de receptores D, e Hj
produz um efeito aditivo tanto no comportamento de flotagdo quando na reducgéo
da atividade locomotora.

Enfim, os resultados acima demonstram que o comportamento de flotacao,
juntamente com a atividade locomotora espontédnea podem ser utilizados na

avaliacdo dos efeitos farmacolégicos de antipsicoticos. Aparentemente, foi a
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primeira vez que o comportamento de flotagdo foi induzido farmacologicamente
em larvas de peixe. O uso de larvas apresenta uma grande vantagem em
relacdo ao uso de adultos, principalmente porque as larvas desenvolvem em
apenas sete dias enquanto os adultos precisam de trés meses. Além disso, as
larvas apresentam menor variabilidade comportamental, exigem menos
manutengdo, podem ser obtidas em grandes numeros. Todos esses fatores
permitem utilizar as larvas em experimentos de grande escala, facilitando a

descoberta e o estudo de farmacos.

4.4 Clozapina inibe comportamento de agregacao de cepas sociais de C.
elegans

Além dos sintomas psicoticos, os pacientes esquizofrénicos apresentam varios
sintomas negativos, como isolamento social e comportamento apatico (VAN OS;
KAPUR, 2009). Como normalmente roedores n&o apresentam sintomas
negativos, esse fenotipo pode ser induzido com uso de antagonistas de NMDA
(RUNG et al., 2005) ou através da producdo de camundongos geneticamente
modificados que apresentam reducido da expressao de subunidades do receptor
NMDA (MOHN et al.,, 1999). De qualquer forma, o desenvolvimento desses
modelos é trabalhoso, ndo sendo possivel avaliar varios farmacos de maneira
sistematica. Portanto, faz-se necessario estabelecer modelos mais robustos que
possam ser utilizados na descoberta de medicamentos de maneira mais
produtiva. Assim, procurou-se encontrar um modelo simples mas que também

apresentasse um comportamento social complexo.

Dentre os varios modelos analisados na literatura, o comportamento social de
algumas cepas de C. elegans demonstrou potencial para ser utilizado na
avaliagdo farmacolodgica. Enquanto a cepa padrédo N2 alimenta-se sozinha, as
cepas sociais formam agregados na hora de alimentar (DE BONO; BARGMANN,
1998). Essa variagao comportamental é determinada por uma mutag&o no gene

NPR-1, homdlogo do receptor NPY encontrado em mamiferos. Essas cepas
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foram utilizadas apenas uma vez em estudo farmacolégico, no qual foram
avaliados os efeitos da mutacdo do NPR-1 na resposta comportamental ao
etanol (DAVIES et al., 2004).

Portanto, procurou-se avaliar se o antipsicotico clozapina era capaz de alterar o
comportamento de agregacéo das cepas sociais. Uma vez que as cepas sociais
apresentam um fundo genético diferente, foram avaliadas duas cepas sociais
distintas, AB3 e RC301, que apresentam a mesma mutagédo no gene NPR-1. Se
ambas apresentassem o mesmo fendtipo apds o tratamento, isso excluiria a
influéncia de outros polimorfismos genéticos. A curva de concentracédo de
clozapina foi baseada em outros estudos com C. elegans no qual foi
demonstrado o efeito desse antipsicotico na modulagdo do batimento faringeo
(DONOHOE et al., 2008) e na estimulagado da oviposicdo (KARMACHARYA et
al., 2011).

Para induzir a agregagao natural das cepas sociais, 80 vermes hermafroditas
adultos foram transferidos para uma placa de agar contendo camada circular de
bactérias e as placas foram incubadas por duas horas (Figura 30a). Como pode
ser observado no grupo DMSO (veiculo) (Figura 30a), ambas as cepas
apresentaram um intenso comportamento de agregacdo, com os nematodeos
acumulando na borda da camada de bactérias. Esse comportamento social foi
inibido apds tratamento agudo com clozapina, com o0s nematodeos se
alimentando de forma solitaria (Figura 30a). Com o intuito de quantificar o
comportamento de agregacdo, foi avaliada a porcentagem de vermes que
estavam em contato com dois ou mais vermes. Em relagdo a cepa AB3 (Figura
30b), o tratamento com clozapina inibiu significativamente o comportamento de
agregacao de forma dependente da concentracdo, em todas as concentragdes
testadas quando comparado ao veiculo (ANOVA de uma via; F425 = 38.71, p <
0.0001; teste de Bonferroni: DMSO vs. 60 uM, p < 0.01; DMSO vs. 80, 120 e 160
uM, p <0.001).
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Enquanto isso, a cepa social RC301 apresentou grande variabilidade no
comportamento de agregacao apos o tratamento com clozapina, o que fez com
que os resultados ndo seguissem normalidade pelo teste Kolgomorov-Smirnov.
Dessa forma, através da analise de Kruskal-Wallis, apenas as concentragdes de
120 e 160 uM foram significativas quando comparadas ao veiculo no teste post-
hoc de Dunn (Hs = 16, p < 0.01; teste de Dunn: DMSO vs. 120, p < 0.05; DMSO
vs. 160, p < 0.01) (Figura 30b). No entanto, percebe-se que nas concentragdes
de 60 e 80 uM ha uma forte tendéncia a significancia, que poderia ser obtida

apenas aumentando o numero amostral.
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Figura 30. Clozapina inibe comportamento de agregacdo em cepas sociais de C. elegans.
Foram transferidos 80 vermes hermafroditas adultos para placas de agar contendo camada de
bactérias. As placas foram pré-equilibradas com concentragdes crescentes de clozapina ou
DMSO um dia antes. O efeito do farmaco no comportamento de agregacao foi avaliado duas
horas apds a transferéncia dos vermes. a - Figuras representativas da curva de concentragéo de
clozapina sobre o comportamento de agregacdo das cepas sociais AB3 e RC301. b e ¢ —

comportamento de agregacao foi quantificado ao definir a porcentagem de vermes que estavam
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em contato com dois ou mais vermes, num total de 80. b — Quantificagdo do efeito de clozapina
sobre o comportamento de agregacdo da cepa AB3. Exposicdo a clozapina inibiu
significativamente o comportamento de agregagcdo de forma dependente da concentragao,
quando comparado ao veiculo, para todas concentragdes avaliadas (ANOVA de uma via, p <
0.0001; teste de Bonferroni: DMSO vs. 60 uyM, p < 0.01, indicado por **; DMSO vs. 80, 120 e 160
MM, p < 0.001, indicado por ***). ¢ - Quantificagdo do efeito de clozapina sobre o comportamento
de agregacdo da cepa RC301. Clozapina inibiu significativamente o comportamento de
agregacdo apenas nas concentragbes de 120 e 160 uyM de clozapina quando comparado ao
veiculo (Kruskal-Wallis, p < 0.01; teste de Dunn: DMSO vs. 120, p < 0.05, indicado por *; DMSO
vs. 160, p < 0.01, indicado por **).

Alguns estudos demonstraram a capacidade de diferentes antipsicéticos em
alterar o comportamento do C. elegans. Tanto antipsicoticos tipicos e atipicos
mostraram ser capazes de modular o batimento faringeo e, por consequéncia, o
comportamento alimentar do verme (DONOHOE et al., 2008). Em outro estudo,
foi demonstrado que a clozapina promove a oviposicao e este efeito € mediado
por receptor de aminas ndo convencionais (KARMACHARYA et al., 2011). Além
disso, clozapina, em concentracbes elevadas, induz a suspensdo do
desenvolvimento larval aparentemente através da via de sinalizagdo mediada
por fostatidilinositol-3-quinase/insulina (KARMACHARYA et al.,, 2009). Em um
estudo recente, foi demonstrado que a inibicdo do desenvolvimento por
clozapina é mediada através do agonismo do receptor ACR-7, homdlogo do
receptor nicotinico tipo alfa (SAUR et al., 2013). Em varios desses estudos,
outros antipsicoticos, tanto tipicos como atipicos, ndo puderam repetir os efeitos

da clozapina, indicando um mecanismo de acgao distinto dos outros farmacos.

Como ja descrito, sabe-se que o NPR-1 selvagem é ativado por dois ligantes, o
FLP-21 e FLP-18, que nado apresentam homologia com o peptideo NPY
(ROGERS et al., 2003). No caso das cepas sociais, apenas o FLP-21 é capaz
de ativar o NPR-1 mutante, embora de maneira menos eficiente. De forma

interessante, o comportamento de cepas sociais péde ser revertido quando a
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expressédo de FLP-21 foi aumentada geneticamente, indicando a possibilidade
de reversao do fendtipo social (Rogers et al., 2003).

Portanto, sugere-se como hipétese que o tratamento com clozapina foi capaz de
aumentar a expressdo do ligante FLP-21, o que levou a redugdo do
comportamento de agregacdo. Em linha com essa tese, sabe-se que alguns
antipsicoticos sao capazes de modular areas hipotalamicas onde se localizam
neurdnios produtores de NPY, os quais sdo responsaveis por controlar o
comportamento alimentar e metabolismo energético (KIM et al., 2007). Além
disso, ja foi demonstrado que clozapina, mas nao haloperidol, aumenta a
expressado de NPY no hipotalamo de ratos (KIRK et al., 2009). Essas evidéncias
apontam a hipotese de que a clozapina € capaz de alterar o comportamento de
agregagao das cepas sociais ao aumentar a expressédo de FLP-21. Uma maior
expressao desse ligante compensaria a menor atividade do NPR-1 mutante, o

que inibiria a agregacéo.

Uma outra possibilidade é que o antagonismo de receptores de dopamina e
serotonina impede os nematdédeos de detectarem a presenca de bactérias.
Sabe-se que o comportamento de agregagao somente € induzido na presenga
de comida (DE BONO; BARGMANN, 1998), o que indica que sinais
provenientes das bactérias sdo capazes de induzir o comportamento de
agregacéao. Nessa linha, sabe-se que a dopamina esta envolvida na detecgéo de
comida nos nematddeos (KINDT et al.,, 2007; SAWIN; RANGANATHAN;
HORVITZ, 2000). Existem oito neurdnios dopaminérgicos em hermafroditas de
C. elegans que possuem terminagdes sensoriais expostas para o ambiente
externo, as quais detectam textura de particulas pequenas, como bactérias
(SAWIN; RANGANATHAN; HORVITZ, 2000). A estimulacdo desses neurdnios
leva a liberacdo de dopamina endogena que faz com que o animal reduza a
locomogéo. Assim, pode-se pensar que o bloqueio dopaminérgico faz com que
as cepas sociais ndo detectem eficientemente a camada de bactéria, o que nao

induz os vermes a reduzirem a locomogao para iniciar o comportamento de



132

agregacao. Por outro lado, sabe-se que a via serotoninérgica é necessaria para
que o animal reduza a velocidade ao encontrar comida (SAWIN;
RANGANATHAN; HORVITZ, 2000), com um efeito muito mais intenso do que o
mediado pela dopamina. Assim, o antagonismo associado dos receptores
dopaminérgicos e serotoninérgicos pode ser um dos mecanismos pelo qual o

comportamento de agregacao foi inibido pela clozapina.

As vantagens de se utilizar o nematédeo C. elegans se devem a possibilidade
de combinar ferramentas farmacoldégicas com o uso de vermes mutantes e
transgénicos. A juncdo dessas duas abordagens permite decifrar as vias
moleculares de maneira mais sistematica. Portanto, os resultados demonstram a
viabilidade de usar o modelo de comportamento social utilizando cepas de C.
elegans para avaliar o efeito de antipsicoticos. O método desenvolvido n&o
necessita de estrutura laboratorial complexa o que facilita a implementagao do
meétodo. Além disso, esse teste provavelmente n&o se restringe a antipsicoticos,

logo outros farmacos poderiam ser avaliados.

5 Conclusao

O campo de estudo da farmacologia sempre utilizou os animais como meio de
estudar os efeitos fisiologicos dos medicamentos. Entretanto, devido a pressao
para desenvolver novos medicamentos e pela introducdo das ferramentas de
biologia molecular, a abordagem farmacoldgica migrou do estudo de farmacos
através de fenotipos para uma abordagem focada no alvo, utilizando sistemas in
vitro. Porém, o desenvolvimento de farmacos psiquiatricos depende inteiramente
da complexidade do sistema in vivo, o que dificulta o desenvolvimento e o
estudo de farmacos in vitro. Assim, recentemente, tem-se procurado
desenvolver novas metodologias que combinem as vantagens ja conhecidas dos
estudos in vivo com o potencial de realizar experimentos em grande escala.

Dessa forma, modelos animais alternativos como o zebrafish e o C. elegans
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preenchem esses requisitos e, portanto, surge a necessidade de estabelecer
fendtipos observaveis para esses estudos.

No caso do zebrafish, demonstramos a utilidade de usar distintos
comportamentos da larva para avaliar o efeito de antipsicéticos. Enquanto a
analise do comportamento de flotacdo e o de dispersdao de melanéforos ainda é
feita manualmente, ja é possivel avaliar a atividade locomotora de centenas de
larvas ao mesmo tempo utilizando sistema automatizado (KOKEL et al., 2010;
RIHEL et al., 2010; WOLMAN et al., 2011). Isso indica que o zebrafish tem o
potencial de ser utilizado em ‘screenings’ farmacéuticos para acelerar a
descoberta de novos medicamentos. A vantagem de se utilizar larvas no lugar
de peixes adultos é clara, e € o que torna competitivo o zebrafish em

comparagao aos modelos que utilizam os roedores.

Enfim, pode-se indicar que os comportamentos de flotacdo, dispersdo de
melanoforos e atividade locomotora foram sensiveis para avaliar o efeito dos
antipsicoticos. Em especial, o comportamento de flotacdo parece ser mediado
pelo antagonismo do receptor histaminérgico Hy e dopaminérgico D,, enquanto o
antagonismo do receptor serotoninérgico 5-HT,, ndo altera esse
comportamento. Portanto, os resultados indicam que o comportamento de
flotacdo e os outros comportamentos avaliados podem ser utilizados na
avaliacao farmacologica de antipsicoticos.

Enquanto isso, a mobilizacdo do vitelo ndo foi sensivel aos antipsicéticos
atipicos clozapina e olanzapina, somente a agonismo dopaminérgico. Logo, a
mobilizag&o de vitelo ndo € indicada para avaliar os efeitos metabdlicos causado
por antipsicéticos atipicos.

Em relagdo ao modelo de comportamento social utilizando cepas mutantes de C.
elegans, verificou-se que a clozapina foi capaz de inibir o comportamento de
agregagdo das cepas AB3 e RC301. Isso indica a sensibilidade do



134

comportamento ante ao tratamento com clozapina. Uma vez que o
comportamento de agregacao é facilmente analisado por microscopia 6tica, esse
método permite avaliar o mecanismo de acao de farmacos sem depender de
técnicas avangadas. As vantagens do C. elegans em relagdo ao zebrafish se
devem a grande oferta de mutantes com varios fenoétipos comportamentais e ao
sistema nervoso mais simples, com um numero definido de neurdnios. Por outro
lado, o zebrafish, por ser vertebrado, esta mais perto filogeneticamente dos
mamiferos que o nematddeo, apresentando maior homologia tanto genética

como morfologica.

O campo da farmacologia precisa de varias estratégias para estudar os
farmacos, sem que nenhuma exclua a outra. Dessa forma, o desenvolvimento
de modelos animais alterativos auxilia outras abordagens na dificil tarefa de
desenvolver farmacos inovadores, como também ajuda no entendimento dos
mecanismos de acdo dos farmacos ja existentes. Assim, espera-se que as
metodologias desenvolvidas e aprimoradas nesta tese possam ser uteis

futuramente.
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