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RESUMO

O uso de animais modelos na pesquisa comportamental vem crescendo cada vez mais. A
utilizacdo desses animais tornou-se com o passar dos anos mais diversificada, em
comparacdo ao comeco, quando apenas roedores ou primatas eram utilizados para
pesquisa. Devido aos avancos em estudos genéticos, pode ser possivel o conhecimento
de outras espécies compativeis a nivel molecular, genético e fisioldgico com a espécie
humana. Com base nisso, o Zebrafish (Danio rerio), um pequeno peixe teledsteo nativo
dos campos de arroz da india, mostrou ser um animal ndo-mamifero com grande potencial
para estudo dentro do campo das ciéncias bioldgicas. Nas neurociéncias, a utilizacdo do
Zebrafish contribui para estudos sobre o comportamento, devido seus padrdes
comportamentais que se assemelham a comportamentos humanos, o que faz dessa espécie
uma das mais utilizadas para estudos que buscam entender transtornos psiquiatricos.
Neste trabalho, estudamos o comportamento tipo-ansiedade em Zebrafish em fase larval,
com intuito de entender possiveis fatores no desenvolvimento que contribuem para
manifestacGes anormais desse comportamento em etapas mais tardias da vida. No estudo
1, adaptamos para larvas um aparato experimental que originalmente avalia
comportamento tipo-ansiedade em Zebrafish adulto, o Labirinto em Cruz com Rampa, as
etapas de validacdo desse protocolo para larvas foram divididas em testes de
sensibilidade, onde avaliamos o perfil de resposta das larvas em diferentes colunas d’agua
e tempo de sessdo teste, e efeito de drogas. Os resultados revelaram sensibilidade ao
aparato para a altura de coluna d’adgua em 1,5cm e 5 minutos de sessdo, e os resultados
farmacoldgicos indicam que as larvas sdo sensiveis a substancias ansioliticas e
ansiogénicas. No estudo 2, buscamos compreender se disturbios no comportamento,
como transtorno de ansiedade, possuem relagdo com a participacdo da sinalizacédo
dopaminérgica durante a génese cerebral e sua relacdo com essas alteracdes
comportamentais ao longo da vida. Sabemos que a dopamina desempenha diversas
funcBes fisiologicas e comportamentais, como atividade motora, tomada de decisoes,
entre outros. Porém, os mecanismos que estdo envolvido durante a modulagdo do
neurodesenvolvimento desse neurotransmissor sdo pouco conhecidos, para issoO
utilizamos larvas de zebrafish como modelo para investigar o papel de receptores
dopaminérgicos no desenvolvimento do comportamento tipo-ansiedade. No0ssos
resultados revelaram que o0 aumento de dopamina durante a janela de desenvolvimento
do 3-5dpf apresentou alteracdes na atividade motora e aumento do comportamento tipo
ansiedade em larvas expostas ao Labirinto em Cruz com Rampa, resultados também
observados nas exposi¢oes agudas de agonistas D1 e D2.

Palavras-chaves: Zebrafish, modelo animal, larvas, ansiedade, labirinto em cruz,
dopamina, receptores dopaminérgicos.



13

ABSTRACT

The use of model animals in behavioral research is increasing. The use of these animals
has become more diverse over the years compared to the beginning when only rodents or
primates were used for research. Due to the advances in genetic studies, it has been
possible to get to know other species compatible at the molecular, genetic and
physiological level with the human species. Based on this, the Zebrafish (Danio rerio), a
small teleost fish native to the rice fields of India, proved to be a non-mammalian animal
with great potential for study within the field of biological sciences. In neurosciences, the
use of Zebrafish contributes to studies about behavior, due to its behavioral patterns that
resemble human behaviors, which makes this species one of the most used for studies that
aim to understand the psychiatric disorders. In this research, we studied the anxiety-like
behavior in the larval stage in Zebrafish, in order to understand possible factors in
development that contribute to abnormal manifestations of this behavior in later stages of
life. In study 1, we adapted an experimental apparatus for larvae that originally assesses
anxiety-like behavior in an adult Zebrafish wich is called the plus maze with Ramp. The
validation steps of this protocol for larvae were divided into sensitivity tests, where we
evaluated the response profile of larvae in different water columns and test session time,
and effect of drugs. The results showed sensitivity to the apparatus for the height of the
water column in 1.5 cm and 5 minutes of session, and the pharmacological results indicate
that the larvae are sensitive to anxiolytic and anxiogenic substances. In study 2, we aimed
to understand if behavioral disorders, such as anxiety disorder, are related to the
participation of dopaminergic signaling during brain genesis and its relationship to these
behavioral changes throughout life. We know that dopamine performs several
physiological and behavioral functions, such as motor activity, decision making, among
others However, the mechanisms that are involved during the modulation of this
neurotransmitter's neurodevelopment are hardly known for this we use zebrafish larvae
as a model to investigate the role of dopaminergic receptors in the development of
anxiety-like behavior Our results revealed that the increase in dopamine during the 3-5dpf
development window showed changes in motor activity and increased anxiety-like
behavior in larvae exposed to the Maze in Cruz with Ramp, results also observed in the
acute exposures of D1 and D2 agonists.

Keywords: Zebrafish, animal model, larvae, anxiety, plus maze, dopamine,
dopaminergic receptors.



14
Apresentacao

Em neurociéncias, modelos experimentais em animais para estudar transtornos
psiquiatricos, tém aplicacdo com sucesso em animais mamiferos, como primatas e
roedores (Agmo et al, 1997; Ribeiro & De Lima, 1998; Roth & Dicke, 2012). Por muito
tempo, ratos e camundongos foram os mais utilizados na pesquisa por apresentarem,
depois dos outros primatas, maior homologia com a espécie humana (Baumans, 2007),
além de vantagens quanto a manipulacéo, baixo custo, rapida reproducéo, etc. (Baumans,
2007; Kaliste & Mering, 2007).

Entretanto, com o passar dos anos, diversos outros modelos animais foram
inseridos em laboratdrio, e entre os modelos animais mais utilizados nas ultimas décadas,
destaca-se 0 uso do Zebrafish (Danio rerio), um pequeno peixe teledsteo nativo dos
campos de arroz da india (Howe et al., 2013).

O zebrafish possui elevada homologia molecular com humanos além de analogias
embrionarias, morfoldgicas e fisioldgicas (Howe et al., 2013; Kaslin & Panula, 2001) que
fortalecem seu uso como modelo experimental translacional em diversas areas de
pesquisa, incluindo a Neurociéncia (Meshalkina et al., 2017). Além disso, a infraestrutura
necessaria e 0s custos de manutencdo do biotério de zebrafish sdo bastante reduzidos se
comparados aos modelos roedores tradicionais (Kalueff et al., 2014). Por isso, o Zebrafish
vem se tornando um organismo modelo popular em pesquisas de farmacogenética e
neurofarmacologia (de Abreu et al., 2019). Tanto a larva do Zebrafish (Souza et al., 2011)
quanto o peixe adulto (Maximino et al., 2011) sdo usados atualmente para aumentar nossa
compreensdo da funcdo cerebral, sua disfuncdo, sua modulacdo genética e
comportamento.

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos: no primeiro desenvolvemos
um aparato para teste de comportamento tipo-ansioso e investigamos a ontogenia do
comportamento tipo-ansioso em larvas de zebrafish; e no segundo pesquisamos as
consequéncias da alteracdo na sinalizagdo dopaminérgica do 3° ao 5° dia pds-fertilizacao

(dpf) no comportamento tipo-ansioso de larvas de zebrafish.
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Capitulo 1:

Adaptacao do protocolo do teste de Labirinto em Cruz com Rampa para
analise da ontogenia do comportamento tipo-ansioso em larvas de
Zebrafish (Danio rerio)
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1. Introducéao

A ansiedade é um mecanismo fisioldgico que possui um fator emocional como
componente, e é essencial para o funcionamento do nosso corpo, por exemplo, prepara o
organismo para se proteger, lutar ou fugir precedente a uma situacdo de risco (Giacobbe
& Flint, 2018). Com base em estudos epidemioldgicos, transtornos de ansiedade estdo

entre os transtornos mentais mais prevalentes em uma populagéo (Oreskovié, 2016).

Associados a outras comorbidades, estes podem anteceder o inicio de outros
transtornos psiquiatricos, como a depressdo (Stein et al., 2017) e doencas pré-existentes
como o cancer (Curran & Butow, 2017). Tendo em vista a alta prevaléncia desses
transtornos, diversas areas de pesquisa como neurociéncia (LeDoux & Pine, 2016; Stubbs
et al., 2017), farmacologia (Zwanzger 2016), genética (Meier & Deckert, 2019), etc.,
visam o desenvolvimento de tratamentos farmacol6gicos e nao-farmacoldgicos afim de

melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Até o momento, modelos animais desempenharam um papel essencial na pesquisa
(Anisman & Matheson, 2005), entre eles, o Zebrafish (Danio rerio), cada vez mais
utilizado como modelo animal para o estudo de transtornos mentais. Sua homologia é
semelhante a espécie humana em aproximadamente 70% do genoma (Howes, 2013), e
seu sistema nervoso e suas conexdes neurais sao bem estabelecidas (Kalueff et al., 2014).
O comportamento semelhante a ansiedade nesta espécie pode ser observado quando o
animal é exposto a novidade, drogas ansiogénicas, ou lugares mais expostos (Blaser et
al., 2010).

Outros parametros comportamentais caracterizam o comportamento tipo-ansioso
em zebrafish, para isso, € essencial 0 uso de testes para mensurar este comportamento.
Na literatura encontramos o teste de campo aberto, que avalia 0 comportamento
exploratério do animal em um ambiente novo (Ahmand & Richardson, 2012; Stewart et
al., 2012), outro teste verifica a preferéncia por ambientes mais claros ou escuros, como
o teste de claro-escuro (Maximino et al., 2011), e a preferéncia inicial pelo fundo em um
ambiente, como indicativo de comportamento tipo-ansiedade no teste de tanque novo
(Haghani et al., 2019). Essas evidéncias representam a adequagdo desta espécie para
modelar varios aspectos aos estudos relacionados a ansiedade, assim como também o

efeito de drogas ansioliticas e ansiogénicas.
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Neste estudo utilizamos o Zebrafish em fase larval, considerando seu crescimento
dentro da pesquisa neurocomportamental (Basnet et al., 2019). O ciclo de vida curto do
zebrafish € uma das vantagens para estudo do desenvolvimento: periodo embrionério que
dura 72 horas pés fertilizacdo dos ovos (hpf), larvas juvenis ja a partir dos 30 dias pds

fertilizacdo (dpf), e o inicio da fase adulta ja observada aos 90 dpf (Kimmel et al., 1995).

Parametros no comportamento motor em larvas sdo observados desde o periodo
embrionario (Souza et al., 2011), iniciam-se aproximadamente 17hpf via transmissédo
sinaptica gap junction através de movimentos de cauda, e se tornam mais perceptiveis no
decorrer do desenvolvimento das larvas (Saint-Amant & Drapeau, 2000). Sendo assim,
estudos comportamentais envolvendo larvas levam em consideracdo as alteragOes
motoras ainda nos estagios iniciais e a influéncia dessas alteragdes em outros

comportamentos.

Em um estudo recente, Walsh-Monteiro e colaboradores (2016) desenvolveram
um novo aparato para o estudo de comportamento tipo-ansioso em Zebrafish adulto, o
labirinto em cruz com rampa (LCR). O LCR consiste em um aquario em forma de cruz
que representa uma ferramenta de investigacdo analoga ao Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) para roedores. O LCR apresenta 0s mesmos paradigmas etoldgicos investigados
em roedores, como a preferéncia por lugares fechados e seguros de predadores, assim
evitando locais onde ficam mais expostos (Walsh-Monteiro et al., 2016; Bourin, 2019;
Varga et al., 2018).

Neste estudo, adotamos os critérios sugeridos por Willner (1991) para validacao
do protocolo de LCR para as larvas, sendo eles: valor de face, valor preditivo e valor de
construto. O valor de face esta relacionado ao nivel de semelhanca entre o que se propds
e a realidade, ou seja, se as larvas expostas ao aparato irdo manifestar um comportamento

semelhante ao que manifestariam em um ambiente natural quando mais expostas.

O valor preditivo indica a capacidade de se prever aquilo que se espera simular,
por exemplo, quando expostas a uma substancia que altere o comportamento, essas larvas
podem manifestar um estado mais desinibido ou ansiogénico, dependendo da droga. Ja o
valor de construto indica se 0 modelo proposto faz referéncia aquilo que se estuda, se o
modelo apresentado representa entdo validade para estudos relacionados ao
comportamento tipo-ansiedade e bases neurais, assim como o desenvolvimento de novos

tratamentos com base nos resultados obtidos no aparato proposto.
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Deste modo, levando em consideracédo a disponibilidade de técnicas de triagem e
eficiéncia de recursos e imagens de alta resolucdo para larvas (Vargas et al., 2018), o
objetivo deste estudo é adaptar o protocolo do LCR para larvas de zebrafish, podendo
assim investigar possiveis fatores do desenvolvimento que acrescentem na formacéao de
um transtorno tipo ansiedade, além de verificar o efeito da exposicdo de doses agudas de

Alcool e Clonazepam sobre o comportamento tipo-ansiedade.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Manejo dos animais e reproducéo

Zebrafish adultos foram usados apenas como matrizes reprodutoras adquiridos no
biotério do Laboratério de Neuroquimica e Comportamento do Instituto Federal de

Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Para - Campus Tucurui.

No biotério do laboratério, os animais foram acomodados em aquarios viveiros
de 50L. O sistema de aeragéo e de filtragdo foi constante com compressores de ar (S-
2000A Boyu) acoplados a filtros biolégicos. A sala foi mantida em temperatura de
26+3°C, o ciclo de luz nesta sala é controlado automaticamente por um interruptor horario
(Altronic-Torn - modelo PDS02) e fornece 14 horas de luz e 10 horas de escuro, buscando
simular uma iluminagéo similar ao ambiente natural desses animais. Os parametros da
agua foram: temperatura 27 £ 1 °C; pH 7 £ 0,2, livre de cloro (Kit Teste pH e cloro, HTH)
e com niveis despreziveis de amodnia e nitrito (Kit Nitrito Labcon Test, Labcon), sendo
estes dois ultimos verificados a cada 48h. Todos esses parametros foram monitorados

diariamente buscando diminuir ao maximo qualquer estresse aos peixes.

A alimentagédo aconteceu duas vezes ao dia (manha e tarde) com racdo floculada.
Uma hora ap06s a ultima alimentacao do dia, que ocorre no final do periodo vespertino,
sdo selecionados uma fémea e dois machos para a reproducédo. Esses foram transferidos
por uma rede de coleta para 0s aquarios de reproducdo, que possui um fundo falso com
pequenas aberturas por onde 0s ovos passam e permanecem ao fundo, o aquério de
reproducdo possui um volume final de um litro. Os peixes entdo foram deixados neste
aquario em um lugar mais reservado do biotério, sem qualquer tipo de movimento, até a

manh& seguinte, quando ovos fertilizados foram coletados (Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico da reproducéo, coleta de ovos e manejo das larvas de
zebrafish.

Na coleta dos ovos, os peixes foram cuidadosamente retirados do aquario de
reproducdo e devolvidos a seus aquarios de origem, e a agua do aquario de reproducgéo
foi vertida em um coador com poros finos, onde os ovos ficaram retidos. Logo apds, esses
ovos foram lavados com o auxilio de uma pisseta com agua do sistema para remover
qualquer sujeira aderida ao cérion dos embriGes. Logo em seguida, os ovos foram
transferidos para uma Placa de Petri (100mm-24ml), em uma densidade de 60 ovos por
placa, na qual possui meio de embrido E2 (15mM NaCl, 0.5mM KCL, 0.49mM
MgSO4.H20, 0.15mM KH2PO4, 0.042mM Na2PO4, 0.1mM CaCl2 e 0.07mM
NaHCO3, pH 7+ 0,5) (Figura 1). Esse meio € necessario, pois o0s sais que fazem parte da
sua composicao garantem um bom desenvolvimento dos embriGes e mantém o meio

tamponado.

As Placas de Petri foram mantidas em uma temperatura de 28°C, com 0 mesmo
fotoperiodo que as matrizes (14 horas claro, 10 horas escuro) controlado por um
interruptor horario. O meio E2 foi trocado diariamente sempre verificando se 0 mesmo
precisa ter o pH corrigido para 70,5 caso seja necessario; embrides ndo viaveis, opacos,

que ndo foram fertilizados, corions eclodidos, e qualquer outros detritos foram removidos.

As larvas foram mantidas nessas Placas até o 7dpf, mesmo apds a eclosdo das
mesmas por volta do 3dpf. A partir do 7dpf, as larvas comegaram a serem alimentadas
com alimentos vivos (paramécio, rotifera) e racdo rica em proteina. Antes disso, as larvas
se mantiveram através da metabolizacdo de seu proprio vitelo (Kimmel et al., 1995). A
racao para larvas rica em proteina (Sera Micron) foi administrada duas vezes ao dia, uma
vez no periodo da manha e uma vez no periodo da tarde até o 14dpf juntamente com o

alimento vivo, exceto para larvas um dia antes e no dia dos seus experimentos.

Os experimentos foram aprovados pelo comité de ética da UFMG (16/2019).

2.2 Adaptacéo do Aparato

O LCR é um aparato experimental descrito por Walsh-Monteiro e colaboradores
em 2016 para Zebrafish adultos, que representa uma adaptacdo do labirinto em cruz
elevado de roedores (Pellow & File, 1986; Handley & Mithiani, 1984) e do mergulho
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vertical em tanque novo para peixes (Gerlai, 2010). Neste trabalho, foi feita a adaptacéo
para larvas de zebrafish utilizando as mesmas referéncias estruturais do labirinto e as

medidas espaciais do aquério claro-escuro para larvas aplicadas em nosso laboratério.

Desta maneira, 0 LCR para larvas possui 7,5cm de comprimento e 2,5cm de
largura e também 2,5cm de altura. Cada brago possui 2,5¢cm de comprimento, resultando
em quatro bragos de 2,5x2,5cm, o valor de angulacéo da rampa nos bracos é de 18,66°, e
uma area central com a mesma medida que os bragos (Figura 1). Dois bracos opostos
entre si possuem rampas que ascenderam do inicio do brago (mais préximo a area central)
até seu fundo, a uma altura final de 1 cm. Além disso, todo o aparato foi pintado com uma

tinta branca atoéxica.

Sendo assim, o0 aparato conta com dois bragos com rampa, dois bracos planos e

uma area central. O teste inicia com a insercdo do individuo na area central do labirinto.

brago
plano 2 Sem

VY drea
| central

Y 2.5cm brago com
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K

25cv;| —
7.5em

Figura 2. Detalhes do Labirinto em Cruz com Rampa

2.3 CondicOes Experimentais

Todos os experimentos foram realizados pela manhd em um ambiente com baixo
ruido, levando em consideracdo a maior atividade da espécie no periodo matutino
(MacPhail et al., 2009). Os aquarios possuiam o fundo e paredes pintadas de branco fosco,

evitando assim reflexos na agua, e as larvas eram cuidadosamente colocadas no centro de
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cada aparato. Apos os testes, a gua de cada aquario-teste foi trocada, a fim de evitar que
a presenca de possiveis substancias sinalizadoras estressoras pudessem vir a influenciar

0 animal seguinte a ser testado (Brito, 2011).

No caso das transposicdes ou entradas dos animais em &reas distintas dos aquarios
teste, foi considerada a passagem para 0 outro compartimento quando 2/3 do corpo do
animal estivesse neste outro ambiente, essa atividade locomotora foi avaliada pelo
namero de entradas dos individuos nos bragos planos e bracos com rampa. Ja para o
comportamento semelhante a ansiedade, mediu-se o tempo total nos compartimentos

(bracos planos, bragos com rampa e area central).

Todos os testes foram registrados em alta definicdo por filmadoras digitais
(DCRSR45, Sony e GZ-EX210, JVC) para em seguida serem analisados através do
software livre X-Plo-Rat versao 0.3.3 (FFCLRP-USP). Todas as analises foram realizadas
por pesquisador treinado. Apos a analise das variaveis, os dados obtidos foram transcritos
para planilhas do software Excel 2007 (Microsoft Office 2007, Microsoft, EUA),
considerando os milésimos de segundos nas variaveis referentes & medida de tempo.

Foram utilizadas 25 larvas de zebrafish por grupo experimental.

2.4 Sensibilidade do LCR

Considerando que o objetivo da adaptacdo do LCR ¢ estabelecer um protocolo
para larvas que seja equivalente ao protocolo feito com peixes adultos e com roedores,
foram realizados testes de identificacdo de equivaléncias utilizando as variaveis: altura da
coluna d’agua (1,1cm —1,2cm — 1,5¢cm), que vai influenciar diretamente na altura da dgua
nas bordas da rampa (mais rasa ou mais profunda); e tempo de teste por sessao (5 min —
10 min — 15 min), para avaliar o tempo minimo analise comportamental (Tabela 1)
(Figura 3).

Tabela 1. Grupos experimentais para estudo da sensibilidade de larvas com 5, 14 e 21
dias pos fertilizacdo, cada grupo composto por N=25.

Coluna d’agua Tempo de Sesséao Grupo Experimental
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1,1cm 15 minutos 1,1-5dpf
15 minutos 1,1-14dpf
15 minutos 1,1-21dpf

1,2cm 15 minutos 1,2-5dpf
15 minutos 1,2-14dpf
15 minutos 1,2-21dpf

1,5¢cm 15 minutos 1,5-5dpf
15 minutos 1,5-14dpf
15 minutos 1,5-21dpf

2.5 Investigacdo ontogenética do comportamento tipo-ansioso na larva de zebrafish

Para investigar qual em qual idade emerge a manifestagdo do comportamento
tipo-ansioso em zebrafish em fase larval, testamos larvas em trés idades diferentes: 5dpf,

14dpf, 21dpf. Cada idade foi testada nos parametros acima citados em 2.4. (Figura 3).
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Figura 3. Desenho experimental testes de sensibilidade no LCR.

2.6 Ensaio Farmacoldgico

Apos a identificagdo do tempo de sesséo e da altura da coluna d’agua ideal para
avaliar o comportamento tipo-ansioso no LCR, fizemos a validacdo farmacol6gica
através da exposicao de farmacos ansioliticos. Antes dos testes, as larvas foram expostas
de forma aguda a farmacos com diferentes variacdes de concentracdo por via hidrica
(Magno et al., 2015). Os farmacos utilizados (Tabela 2) foram escolhidos com base nos
mesmos utilizados por Walsh-Monteiro e colaboradores (2016) (alcool e clonazepam),
(Alcool etilico absoluto, Sigma-Aldrich, Brasil; Rivotril, Roche, Brasil).

Os farmacos foram diluidos em agua filtrada e pré-tratada no laboratorio, com os
mesmos parametros da agua do sistema para uso nos aquarios do biotério. Apos a
diluicéo, as larvas foram expostas a 100ml dessa solu¢cdo em um béquer de vidro de 500mi
por cinco minutos, considerando que durante as filmagens, 6 aparatos eram filmados de
uma vez, foram colocadas 6 larvas expostas as solu¢es em cada béquer, logo depois,
imediatamente cada uma foi colocada com o auxilio de uma Pipeta Pasteur no centro de

cada labirinto, quando iniciou-se o teste (Figura 4).

Tabela 2. Farmacos e doses utilizados para as idades 5, 10 e 14dpf (cada dose representa

um grupo N=25 para cada idade).
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Farmaco Efeito Dose(s)
Alcool Depressor SNC 0,5%; 1%; 2%
Clonazepam Ansiolitico 0,003mg; 0,006mg
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Figura 4. Desenho experimental ensaio farmacolégico no LCR.

2.7 Andlise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software Sigma Plot 12.5. Inicialmente
foram obtidos dados de média aritmética e erro padrdo, como valores de referéncia. O
passo seguinte foi a determinacdo do perfil de normalidade das amostras através do teste
de Shapiro-Wilk. De acordo com as variaveis analisadas e o resultado do teste de
normalidade, foram utilizados os testes: Anova two way; Kruskal-Wallis; Anova de trés
vias; Kruskal-Wallis; t de Student ou Mann-Whitney. Foi aplicado como pds-teste o teste
Tukey Para os testes estatisticos, foi admitido um nivel de confiabilidade de 95% ou valor
de p<0,05.
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3. Resultados

3.1 Sensibilidade do teste LCR para larvas de zebrafish

O estudo da sensibilidade ao aparato, considerando como variaveis a altura da coluna
d’4gua e o tempo de sessdo revelou diferencas, principalmente para a avaliagdo do tempo

de permanéncia nos bragos planos ou com rampa.

A andlise da interacdo entre idade, coluna d’agua e tempo de sessdo revelou
diferengas estatisticas para a medida de tempo nos bracos planos [F(26,648)= 2.056;
p=0,038]. A analise pos-teste mostrou diferencas para os animais expostos as trés alturas
de coluna d’agua por 5Smin de sessao, entre 0s grupos: 5 dpfx 14dpf (p=0,017) (Figura 5A
e 6A). Quando a altura foi de 1,2cm, também em 5min, as diferencas foram entre 5 x
21dpf (p=0,025) (Figura 5A e 7A). Na altura de 1,5cm, também houve diferencas entre:
5x 21 (p=0,017), e 14 x 21dpf (p=0,05) (Figura 5A e 7A).
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Figura 5. Testes de sensibilidade no teste de LCR em larvas de 5dpf expostas a
diferentes alturas de coluna d’agua e tempo de sessdo teste. A) tempo gasto nos
compartimentos; B) nimero de entradas nos bragos. Valores representados por N= 25;

média aritmética e erro padrdo, *p< 0,05; #p < 0,01.
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Figura 6. Testes de sensibilidade no teste de LCR em larvas de 14dpf expostas a

diferentes alturas de coluna d’agua e tempo de sessdo teste. A) tempo gasto nos

compartimentos; B) numero de entradas nos bracos. Valores representados por N= 25;
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Figura 7. Testes de sensibilidade no teste de LCR em larvas de 21dpf expostas a

diferentes alturas de coluna d’agua e tempo de sessdo teste. A) tempo gasto nos

compartimentos; B) nimero de entradas nos bragos. Valores representados por N= 25;

média aritmética e erro padrdo, *p< 0,05; #p < 0,01.

Para o tempo passado nos bragcos com rampa, a interacdo entre as trés variaveis
também revelou diferenca estatistica [F(26,648)= 2.728; P=0,006], com uma quantidade
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razoavel de interacdes significativas, 0 que mostra que houve diferengas quanto ao tempo
de sessao teste e coluna d’agua sobre o tempo gasto no ambiente mais aversivo do aparato.
Observamos diferencas entre os grupos de 5 x 14 (p=0,17) (Figura 5A e 6A), e 5 x 21dpf
(p=0,025) (Figuras 5A e 7A) expostos a 1,2cm e qualquer um dos trés tempos de sessdo
testados, para as idades de 14 e 21dpf mostrando preferéncia nos bracos planos. Os
grupos expostos a 1,5cm por 15min de sessdo manifestaram diferengas entre: 5 x 14
(p=0,017) (Figuras 5A e 6A), e 5 x 21 (p=0,025) (Figuras 5A e 6A). Considerando-se
individuos com 5dpf, foram encontradas diferengas entre as alturas de coluna d’agua,
indiferente do tempo de sessdo, para 0s grupos expostos a: 1,1 x 1,2 (p=0,017), e 1,1 x
1,5cm (p=0,025) (Figura 5A).

A anélise do tempo no centro no labirinto ndo encontrou diferencas entre as
interagdes, apenas para idade [F(26,648)= 25.808; p<0,001] e altura de coluna d’agua
[F(26,648)= 3.288; p=0,038]. A analise pds-teste mostrou diferencas entre 5 x 14
(p=0,017) (Figuras 5A e 6A), e 5 x 21dpf (p=0,025) (Figuras 5A e 7A). Para a coluna
d’agua a diferenga foi entre 1,1 x 1,5cm (p=0,017) (Figura 5A).

Para a avaliacdo da atividade motora, foi utilizado o nimero de entradas nos
bracos planos e com rampa, também convertidos para valores percentuais para, assim
como para as medidas de tempo de permanéncia, equalizar os trés diferentes tempos de

sessdo experimental adotados.

Para as entradas nos bragos planos, a diferenca estatistica foi observada na
interacdo entre idade e coluna d’agua [F26,648)=7.925; p<0,001]. Os grupos com 5dpf
revelaram diferencas poOs-teste entre todas as trés alturas de coluna d’agua (p<0,05)
(Figura 5B). Para os animais com 21dpf as diferencas foram entre: 1,1 x 1,5 (p=0,025), e
1,2x 1,5 (p=0,017) (Figura 7B). Considerando coluna de 1,1cm, as diferencas foram entre
5 x 14dpf (p=0,017) (Figuras 5B e 7B). Para a coluna de 1,2cm as diferencas foram entre
todas as idades (p<0,05) (Figuras 5B, 6B e 7B) . Ja para a coluna de 1,5cm as diferencas
foram entre 5 x 14 (p=0,025) (Figuras 5B e 6B), e 5 x 21dpf (p=0,017) (Figuras 5B e 7B).
Quando considerado o tempo de sessdo, indiferente da duracdo da sesséo, foram
encontradas diferengas entre 5 x 14 (Figura 5B e 6B), e 5 x 21pdf (Figuras 5B e 7B)
(p=0,05). Especificamente para 5min, também houveram diferengas entre 5 x 14dpf
(p=0,017) (Figuras 5B e 6B).
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A analise das entradas nos bragos com rampa revelaram diferencas nas interagdes
entre idade e altura de coluna d’agua [F(26,648)= 18.930; p<0,001] e, entre coluna e
tempo de sessdo [F(26,648)= 3.024; p<0,017]. No pos-teste, indiferente a idade, foram
encontradas diferentes entre grupos expostos as colunas de 1,1 x 1,5cm (p<0,05) (Figuras
5B, 6B e 7B). Especificamente para 5dpf, também foram encontradas diferencas entre 1,1
x 1,2 (p=0,017), e 1,2 x 1,5cm (p=0,025) (Figura 5B). Da mesma forma, indiferente o
tempo de sessdo, também foram encontradas diferencas recorrentes entre 5 x 14dpf
(p=0,017) (Figuras 5B e 6B). No caso das sessdes de 5min, também houveram diferencas
entre 14 x 21dpf (p=0,025) (Figuras 5B e 7B). Animais expostos a 1,2cm de altura de
coluna d’agua diferiram entre 5 x 10 (p=0,025) ¢ 5 e 15min (p=0,017) (Figuras 5B, 6B e
7B). Por fim, nos grupos com sessdes de 10 ou 15min, houveram diferengas entre os
grupos expostos a 1,1 x 1,2 (p=0,017) (Figuras 5B, 6B e 7B). Para as sess6es de 10min
também houveram diferencas entre 1,2 x 1,5cm (p=0,025) e, para as de 15min, entre 1,1
x 1,5cm (p=0,025) (Figuras 5B, 6B e 7B).

Nossos resultados concluem que, para as idades de 14 e 21dpf houve preferéncia
nos bragos planos do aparato em relacdo aos bragos com rampa e a area central do LCR,
independentemente do tempo de sesséo e altura de coluna d’agua. Esse comportamento
foi observado mais claramente para a coluna d’agua de 1,5cm e, durante todos os 15
minutos de sessdo 0 comportamento apresentou estabilidade. Portanto, percebeu-se que
ja com 5 minutos de sessdo, larvas de zebrafish de 14 e 21pdf demonstram sensibilidade
ao LCR (Figuras5e 7).

3.2 Validacao Farmacolégica do LCR
3.2.1 Alcool

A exposicdo farmacologica as doses de alcool, considerando como variaveis as
concentragfes da substancia revelou diferencas, principalmente para a avaliacdo do

tempo de permanéncia nos bracgos planos e com rampa.

Para andlises estatisticas dos grupos que receberam doses de alcool em 5dpf, para
0 tempo gasto nos bragos planos, houveram diferencas para essa medida [F(3,96)=
21,677; p<0,001]. O pos-teste mostrou diferencas quanto ao tempo de permanéncia nos

bracos planos entre a dose de 0,5% x 2% (p<0,05) e entre a dose de 2% x 1% (p<0,05)
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(Figura 5A). Néo foram encontradas diferencas em relacdo ao tempo nos bragos com
rampa. Para as analises do tempo no centro do aparato, foram encontradas diferengas
[F(3,96)= 14,196; p=0,003], com diferengas pds-teste entre as doses 2% x 1% (p<0,05)
(Figura 8A).

Quanto ao nimero de entradas nos bragos, as larvas 5dpf, indicaram diferencas
para o0 numero de entradas nos bragos planos [F(3,96)=54,415; p<0,001], com diferencas
pos-teste entre as doses de 0,5% x 1% (p<0,05), 0,5% x 2 (p<0,05), e também entre o
grupo controle e as doses de 0,5% e 1%, sendo p<0,05 em ambos os casos (Figura 8B).
Quanto as anélises para 0 nimero de entradas nos bracos com rampa, também foram
encontradas diferencas estatisticas [F(3,96)= 45,355;p<0,001] e, a andlise pds-teste
revelou diferencas entre a dose de 0,5% com as doses de 1% e 2% (p<0,05), enquanto

que o grupo controle diferiu apenas da dose de 0,5% (p<0,05) (Figura 8B).
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Figura 8. Larvas de 5dpf expostas as doses agudas de alcool testadas no LCR. A)
tempo gasto nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bracos. Valores
representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

Para larvas de 10dpf expostas as doses de alcool, a anélise apresentou diferencas
quanto ao tempo de permanéncia nos bragos planos [F(3,96)= 43,930; p<0,001], com
diferengas pds-teste entre o grupo controle e as doses de 0,5% e 2% (p<0,05); entre 0,5%
X 1% (p<0,05) e, entre 1% x 2%, (p<0,05) (Figura 6A). Com relacdo ao tempo de
permanéncia nos bragos com rampa, a andlise revelou diferengas entre 0s grupos
[F(3,96)= 54,169; p<0,001], com diferencas pos-teste entre o grupo controle e as doses
de 0,5% e 2% (p<0,05); entre a dose de 1% e as demais doses 0,5%, 2% (p<0,05) (Figura
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9A). Para 0 tempo de permanéncia no compartimento central, foram observadas
diferengas [F(3,96)= 13,757; p=0,003] entre os grupos, com diferencas pos-teste entre o
controle e a dose de 0,5% (p<0,05) (Figura 9A).

Quanto a atividade locomotora, as larvas de 10dpf expostas ao alcool revelaram
diferencas para o nimero de entradas nos bracos planos [F(3,96)= 9,334; p= 0,025], com
diferencas pos-teste entre 1% x 2% (p<0,05). Para as entradas nos bracos com rampa
tambeém foram encontradas diferengas [F(3,96)=39,317 p<0,001], com diferencas pos-
teste entre controle x 2% (p<0,05); e a dose de 1% diferiu das doses 0,5% e 2%, ambas
com p<0,05 (Figura 9B).
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Figura 9. Larvas de 10dpf expostas as doses agudas de alcool testadas no LCR. A)
tempo gasto nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bracos. Valores
representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

Para a idade de 14dpf, as analises mostraram diferencas quanto ao tempo de
permanéncia nos bracos planos [F(3,96)=26,064; p<0,001], onde o pds-teste revelou
diferencas entre o grupo controle e as doses de 0,5% e 1% (p<0,05), e entre 2% X 1%
(p<0,05). Para o0s bragcos com rampa também foram encontradas diferencas
[F(3,96)=14,102; p=0,003], onde o grupo controle diferiu das doses 1% e 2% (p<0,05),
no pos-teste. N&o foram encontradas diferencas em relacdo ao tempo de permanéncia no
centro (Figura 10A).

Para a atividade locomotora, foram encontradas diferencas estatisticas quanto ao
namero de entradas nos bracos planos [F(3,96)=39,165; p<0,001] e, o pos-teste indicou

haver diferencas entre o grupo controle e todas as doses, sempre com p<0,05. Quanto ao
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numero de entradas nos bracos com rampa, as analises também mostraram diferencas
[F(3,96)= 23,102; p<0,001], com diferenca pds-teste entre o grupo controle com as doses
de 1% e 2% (p<0,05) (Figura 10B).
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Figura 10. Larvas de 14dpf expostas as doses agudas de alcool testadas no LCR.
A) tempo gasto nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bragos. Valores

representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

3.2.2 Clonazepam

A exposicao farmacoldgica as doses de clonazepam (0,003 mg/kg e 0,006 mg/kg),
revelaram diferencas, principalmente para a avaliacdo do tempo de permanéncia nos

bracos planos ou com rampa.

Para as larvas de 5dpf, foram encontradas diferengas no tempo de permanéncia
nos bracos planos [F(2,72)= 25,409; p<0,001], com diferencas pos-teste entre o controle
e as doses de clonazepam, sempre com p<0,05. Com relacdo ao tempo de permanéncia
nos bragos com rampa, também foram observadas diferencas [F(2,72)= 9,375; p=0,009],
sendo a diferenca pds-teste restrita entre o grupo controle x 0,006 (p<0,05). Nao foram
encontradas diferencas para o tempo no centro (Figura 11A).

Quanto ao numero de entradas nos bracos, ainda para larvas de 5dpf, a analise
para os bragos planos revelaram diferencas entre os grupos [F(2,72)= 39,609; p<0,001],
com diferengas pos-testes entre o controle e as doses de clonazepam (p<0,05). Para as

entradas nos bracos com rampa, também foram observadas diferengas [F(2,72)= 18,965;
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p<0,001], com diferenca pds-teste, entre a dose de 0,003 x 0,006 e, entre 0,003 x controle,
todos apresentando p<0,05 (Figura 11B).
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Figura 11. Larvas de 5dpf expostas as doses agudas de clonazepam testadas no LCR.
A) tempo gasto nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bragos. Valores
representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

Para a idade de 10dpf, também foram encontradas diferengas quanto ao tempo de
permanéncia nos bragos planos, para 0s animais expostos ao clonazepam [F(2,72)=7,350;
p=0,025]. A anélise pos-teste revelou diferencas entre o grupo controle x 0,006 (p<0,05).
Por outro lado, o tempo de permanéncia nos bragcos com rampa e centro do labirinto néo

indicou diferencas entre os grupos (Figura 12A).

A andlise da atividade locomotora das larvas de 10dpf expostas ao clonazepam
apresentaram diferencas quanto as entradas nos bragos planos [F(2,72)= 22,686; <0,001],
de maneira que a analise pos-teste revelou diferenca entre o grupo controle com as doses
de 0,003 e 0,006 (p<0,05). Ja para as entradas nos bracos com rampa [F(2,72)= 8,955;
p=0,011], e o pos-teste indicou diferencas entre o grupo controle e a dose de 0,006
(p<0,05) (Figura 12B).
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Figura 12. Larvas de 10dpf expostas as doses agudas de clonazepam testadas no LCR.
A) tempo gasto nos compartimentos; B) numero de entradas nos bracos. Valores
representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

Considerando as larvas com 14dpf expostas ao clonazepam, foram encontradas
diferencas no tempo de permanéncia nos bragos planos [F(2,72)=8,475; p=0,014],
havendo diferencas pos-teste entre o controle e a dose de 0,006 (p<0,05). J& o tempo de
permanéncia nos bragos com rampa indicou diferencas entre os grupos[F(2,72)= 10,380;
p=0,006], com confirmagéo pds-teste 0,003 x 0,006 (p<0,05) e, entre 0,006 e o0 grupo
controle (p<0,05) (Figura 13A).

A anélise locomotora para os individuos com 14dpf expostos ao clonazepam
revelaram diferencas quando ao numero de entradas nos bracos com rampa
[F(2,72)=37,268; p<0,001], com confirmacdo no pos-teste entre 0,003 x 0,006 (p<0,05),
e grupo controle x 0,006 (p<0,05) (Figura 13B).
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Figura 13. Larvas de 14dpf expostas as doses agudas de clonazepam testadas no LCR.
A) tempo gasto nos compartimentos; B) numero de entradas nos bracos. Valores

representados por N= 25; média aritmética e erro padrdo, *p< 0,05.
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4. Discussao

Existem hoje diversos testes encontrados na literatura para avaliar 0 comportamento
tipo-ansioso em larvas de zebrafish (Varga et al., 2018; Bai et al., 2016;), neste estudo,
utilizamos o protocolo do LCR, previamente desenvolvido para identificar
comportamento tipo-ansioso em zebrafish adultos (Walsh-Monteiro et al., 2016), para a
analise do comportamento tipo-ansiedade em larvas. Os resultados obtidos nos testes de
sensibilidade, nos permitiram inferir que sessdes de 5 minutos de duragdo em colunas
d’agua com 1,5cm de altura s@o suficientes para determinar o comportamento tipo-

ansioso em larvas de zebrafish no LCR.

Sendo uma busca por uma adaptacdo ao protocolo desenvolvido em 2016 para
adultos, utilizamos as mesmas substancias (alcool e clonazepam), como forma de
apresentar essa validade do aparato para analise do efeito de drogas também com larvas.
Como medida de avaliacdo do comportamento semelhante a ansiedade foi utilizado o
tempo de permanéncia nos compartimentos (bracos planos, bragos com rampa e area
central), e como medida de avaliacdo motora utilizamos o nimero total de entradas nos
bracos (planos ou com rampa). Refor¢a-se que os bragos com rampa sdo considerados 0s
ambientes mais aversivos, principalmente nas por¢6es mais distantes da area central, onde
a coluna d’agua é mais rasa (Blaser & Goldsteinholm, 2012). Estudos com outros modelos
piscinos mostraram que a espécie possui maior preferéncia por ambientes menos
aversivos (Maximino et al., 2010; Haghani, S. et al., 2019), evitando assim ambientes

mais rasos (Blaser & Goldsteinholm, 2012).

A é&rea central do aquério pode ser classificada como um ambiente de escolha, onde o
animal escolhe entre os bracos mais rasos ou profundos estando em um ambiente aberto
(Walsh-Monteiro et al., 2016) em que o nivel de exposi¢do € mais alto e, desta forma, a
avaliacdo de risco pelo animal € por entrar em ambientes mais protegidos (bragos planos)

ou explorar (bragos com rampa).

Os farmacos utilizados neste estudo complementam a valida¢do do LCR analisando
0 efeito que essas substancias causam sobre o comportamento tipo-ansiedade em larvas.
e sdo consistentes quando comparados com resultados encontrados na literatura para

peixes adultos e LCE para roedores (Walf & Frye, 2007). Nosso trabalho utilizou trés
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concentracdes de alcool etilico (0,5%, 1% e 2%) encontradas em diferentes trabalhos
(Ramlan, 2017; Baiamonte et al., 2016; Sylvain et al., 2010). As larvas com 10 e 14dpf
apresentaram reducdes no tempo de permanéncia nos bragos planos e aumento nos bracgos
com rampa quando expostas as doses 0,5% e 1% de alcool. Para estas larvas, mais
desenvolvidas, assim como ja descrito para os adultos, estas doses indicam efeito
ansiolitico do alcool sobre 0 comportamento dos animais (Tsang et al., 2019). Assim, 0s
animais, mais desinibidos, explorariam mais o labirinto, com aumento da atividade
locomotora e acesso a ambientes mais aversivos. Ja a dose de 2% indica efeito de
intoxicacdo, com reducdo da atividade locomotora e na permanéncia nos bragos com
rampa. Tais resultados sdo equivalentes ao descrito por Walsh-Monteiro e colaboradores
(2016) para zebrafish adultos.

O clonazepam é um benzodiazepinico com efeito seletivo sobre receptores GABAA,,
potencializando a hiperpolarizagdo neural (Rudolph & Knoflach, 2011). Em nosso
estudo, larvas com idade de 10 e 14dpf tiveram menor tempo de permanéncia nos bracos
planos em relacdo ao controle, para a concentracdo de 0,006mg. Especificamente para
larvas com 14dpf, 0,006mg de clonazepam, além de reduzir a presenca nos bracos planos,
aumentou a presenca nos bragcos com rampa em relagdo ao controle e a concentracédo de
0,003mg. Isto fortalece a ideia de efeito ansiolitico da droga sobre o comportamento dos
individuos. Maximino e colaboradores (2011) também encontraram efeito ansiolitico do
clonazepam em zebrafish adultos testados em aquarios claro-escuro, onde 0s animais
reduziram a aversividade passando mais tempo no aquario branco, porém tiveram reducgéo
da atividade locomotora. Quanto ao nimero de entradas, a dose de 0,006mg indicou
reducdo na atividade locomotora, o que também é caracteristico do efeito do clonazepam
(Cao et al., 2019).

Jéa as larvas de 5dpf se comportaram de maneira diferente das demais idades. Em um
primeiro momento, ndo parece haver distincdo entre ambientes rasos e profundos na sua
exploracdo. Isso pode ser explicado pelo seu desenvolvimento natatorio em busca de
alimento, enchimento da bexiga natatdria (Palmér et al., 2017), e também a possibilidade
de ainda haver imaturidade dos circuitos neurais nas regides do pallium e subpallium, que

provavelmente estejam envolvidas com a manifestacdo do comportamento tipo-ansioso.

A andlise das variagdes de tempos de sessdo e altura de coluna d’agua para estas larvas

com 5dpf, sugere uma preferéncia pelos bracos com rampa e uma aversdo ao fundo,
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comportamento potencializado quando expostas aos farmacos. Tal situacdo nos permite

levantar a hipotese de haver um efeito ansiogénico contrario para larvas de 5dpf no LCR.

As larvas de 5dpf expostas as diferentes concentracdes de alcool apresentaram
diferengas nos tempos de permanéncia nos bracos planos e area central do LCR. Nos
bragos planos, percebe-se que a concentracdo de 1% é aquela que indica maior tempo de
permanéncia nestes bracos, em comparacao as demais concentracdes. O efeito observado
¢ caracteristico da exposicao alcodlica em animais expostos a protocolos de estudo da
ansiedade: o comportamento exploratério aumenta até uma dose intermediaria e depois
reduz, indicando intoxicacdo (Rico et al., 2007). Em nosso estudo, como mencionado
anteriormente, sugerimos que para larvas de 5dpf tém os bragos planos como o local
aversivo em comparagdo aos bragos com rampa. Desta forma, com a dose de 1% de
alcool, as larvas sofrem efeito ansiolitico, aumentando a permanéncia no aversivo,
enquanto com 2% o efeito é de intoxicacdo, com reducdo no tempo de permanéncia no

aversivo e correspondente reducdo da atividade locomotora geral.

J& na érea central do LCR, concentracdes de 2% indicaram preferéncia por
permanéncia em relacdo as outras doses o que, considerando a reducdo motora em relagédo
as outras doses, indica efeito de intoxicacdo semelhante a embriaguez (Guo et al.,2015).
Especificamente para as larvas de 5dpf, foi observada preferéncia pelos bracos planos em
relacdo ao grupo controle para a dose de 0,006mg. Mais uma vez esta observacao sugere
uma resposta ansiolitica para esta idade que, diverge de individuos com idade a partir de
10dpf até adultos (Walsh-Monteiro et al., 2016). Além disso, estas larvas de 5dpf também
manifestaram maior atividade locomotora nos bragos planos em relacdo ao controle, em
ambas as doses de clonazepam adotadas. Esses resultados também reforcam a nossa

hipotese de que larvas de 5dpf possuem preferéncia pelo raso.
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5. Conclusoes

O protocolo do teste de LCR adaptado para larvas apresentou resultados equivalentes
aos encontrados na literatura para peixes adultos (Walsh-Monteiro et al., 2016). Os testes
de sensibilidade permitiram o uso de uma coluna d’agua de 1,5cm de altura em 5 minutos
de sessdo teste. O efeito de drogas mostrou que o aparato € sensivel ao efeito de
substancias ansioliticas e, e a utilizacao neste trabalho de trés diferentes idades larvais do
Zebrafish mostraram que, podemos analisar o desenvolvimento do comportamento, visto
que larvas de 5dpf apresentaram resposta diferente das demais idades quando expostas
no teste de LCR por conta do desenvolvimento ainda de seus circuitos neurais que podem
estar envolvidos na manifestacdo de comportamentos (Vanwalleghem et al., 2018), e a
deteccdo do comportamento tipo-ansiedade em larvas de zebrafish em um novo aparato
experimental também pode representar uma vantagem no auxilio de desenvolvimento de
novos farmacos, visto que as larvas também mostraram sensibilidade aos farmacos no
teste de LCR.
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Capitulo 2:

Desequilibrio dopaminérgico na janela desenvolvimental de 3 dpf a 5 dpf
alteram o comportamento tipo-ansioso em larvas de zebrafish (Danio
rerio)
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1. Introducéao

Transtornos de ansiedade sd@o umas das morbidades e comorbidades psiquiatricas
mais prevalentes na populacdo mundial (de Souza & Machado-De-Sousa, 2017).
Diversos mecanismos fisioldgicos desses transtornos ja sdo bem estudados em modelos
animais de laboratdrio, como efeito de drogas e testes comportamentais. Essas pesquisas
visam o descobrimento tanto da etiologia quanto o desenvolvimento de novos tratamentos
farmacologicos e ndo-farmacoldgicos, que possam melhorar a qualidade de vida dos

pacientes (Campos et al., 2013).

Neste trabalho, estudamos se 0 comportamento tipo-ansioso pode estar associado
a alteragOes durante o neurodesenvolvimento, com foco no sistema dopaminérgico, como
acontece no surgimento de outros disturbios psiquiatricos como a esquizofrenia (Howes
etal., 2017), autismo (Paval, 2017; Hazlett et al., 2017), e TDAH (Coelho et al., 2010).

Compreendemos que receptores dopaminérgicos sdo um dos principais alvos de
drogas psicoativas (Beaulieu & Gainetdinov, 2011), e que pacientes que fazem uso dessas
substancias podem apresentar alteracdes na ansiedade (Garay et al., 2015). Existem
evidéncias de que diferentes regides do cérebro estdo envolvidas na modulacdo e
expressdo da ansiedade, como amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal (Zarrindast
& Khakpai, 2015), essas regides estdo relacionadas ao neurocircuito da ansiedade em
humanos (Adhikari et al., 2010), assim como também varios outros mecanismos de

neurotransmissao podem estar relacionados ao estado ansioso (Viveros et al., 2005).

A dopamina € a principal catecolamina no cérebro de mamiferos (Chakravarthy
et al., 2018), tendo influencias na regulacdo da atividade motora (Felger & Treadway,
2017), reforco positivo (Berke, 2018), cognicao, emocdo (Tank & Lee Wong, 2015) e,
etc. E esperado que alteragbes na sua sinalizagdo provoque alteracdes nessas funcdes,
como na resposta de ansiedade (de la Mora et al., 2010).

Conexfes dopaminérgicas também ja podem ser observadas no inicio do
neurodesenvolvimento (Robinson & Gradinaru, 2018), e procuramos compreender as
alteracdes nesse sistema durante uma janela de oportunidade, ou desenvolvimento, podem
influenciar no comportamento tipo ansiedade usando como modelo o Zebrafish (Danio

rerio) em fase larval.
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O Zebrafish vem ganhando cada vez mais espago como modelo animal nas
neurociéncias, gragas sua grande homologia com a espécie humana (Panula et al., 2010).
Diversos mecanismos neurais ja sdo bem estabelecidos nesta espécie (Kalueff et al.,
2014), e varios comportamentos semelhante aos dos mamiferos também sdo bem
determinados, como estresse (Steenbergen et al., 2011), depressdo (Fonseka et al., 2016),
e ansiedade (Walsh-Monteiro et al., 2016).

No presente trabalho, estudamos quais 0os mecanismos dopaminérgicos podem
estar envolvidos na formacdo do comportamento tipo-ansiedade em Zebrafish, para isso,
usamos o peixe em sua fase larval. As larvas apresentam vantagens quanto a manipulagéo
e o rapido desenvolvimento embrionério: crescimento em ovos e eclosdo no terceiro dia

apos a fecundacao (Kimmel et al., 1995).

Os primeiros neurénios dopaminérgicos do Zebrafish sdo formados cerca de 18h
pos fertilizacdo (hpf), e os primeiros grupos completos desses neurdnios ja podem ser
observados no 4 dia pos fertilizacdo (Schweitzer & Driever, 2009). Muitas das classes de
genes de receptores dopaminérgicos sdo semelhantes aos encontrados em mamiferos
(Schweitzer & Driever, 2009). A expressao dos receptores do tipo D1 foram detectados
pela primeira vez em larvas de 30dpf, e durante o periodo de somitogénese para 0s
receptores D2 e D3 (Yamamoto et al., 2015), esses achados apresentam outra vantagem

para a utilizacdo deste modelo.

Estudos anteriores do nosso grupo mostram que durante o 3 ao 5dpf a sinalizacéo
dopaminérgica é importante para a diferenciacdo neuronal GABAEérgica, e que alteracdes
neste periodo, como o aumento da dopamina, afeta 0 comportamento motor das lavas e
essas alteragcGes comportamentais sdo sustentadas até idades mais posteriores (Souza, et
al., 2011; Limaetal.,2020). Assim como também estudos mostram que a exposi¢do aguda
a agonistas D1 e D2 como SKF-38393 e Quinpirole alteram a atividade motora em larvas
de 6dpf (Irons et al., 2013).

Com base nesses achados, neste trabalho, investigaremos se essas alteragoes
dopaminérgicas durante a janela de desenvolvimento e exposi¢des agudas de agonistas
dos receptores D1 e D2 podem influenciar também no comportamento tipo-ansioso em
larvas de 5, 10 e 14dpf no teste de LCR.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Cuidados gerais com o0s animais e reproducéo

2.2 Cuidado com as larvas

2.3 Grupos experimentais

Descrigédo no capitulo 1.

Descricao no capitulo 1.

Neste estudo foram utilizadas larvas de 5, 10 e 14dpf, para cada idade foram

utilizadas 150 larvas divididas em 6 grupos com N=25, sendo 0s respectivos grupos:

Controle Agudo, Dopamina Agudo, SKF Agudo, Quinpirole Agudo; Controle crénico,

Dopamina cronico.

2.4 Exposi¢Bes Farmacologicas Agudas

Os farmacos utilizados neste estudo fora adquiridos pela Sigma Aldrich com

concentragfes de: A administracdo aguda da Dopamina 100uM (codigo H8502) e
agonistas D1 (SKF-38393) 10uM (cédigo D047) e D2 (Quinpirole) 10uM (cédigo Q102).

As concentracOes foram estabelecidas de acordo com Souza e colaboradores (2011) e

foram expostas 30 minutos antes do teste para ambas as idades em placas de 24 pocos,

sendo uma larva por pogo com volume total de 2ml (Figura 14).
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Figura 14. Desenho experimental exposic6es farmacoldgicas agudas de agonistas e

teste no LCR.



44

2.5 Exposicado Farmacologica Cronica

Para a administracdo crénica de dopamina na janela de desenvolvimento do 3-
5dpf, larvas recém eclodidas foram colocadas em placas de 24 pocos, sendo uma larva
por pogo, e foram expostas desde o dia da ecloséo até o 5dpf com uma dose de dopamina
(informagdes sobre o farmaco descritas no item 2.4) de 100uM diluida em 2ml de E2 em
cada poco (Souza et al., 2011), essa solucéo foi trocada uma vez por dia até o 5dpf, apds
cada troca as placas de 24 pocos foram envolvidas com papel aluminio e devolvidas a
estufa incubadora numa temperatura de 28°C, o intuito € impedir que a presenca da luz
degradasse a dopamina fotossensivel, 0 mesmo processo foi feito para as larvas do grupo
controle, com excecdo de receberem a dose de dopamina.

S " 1 Registro em HD SHRE e S b 5E RaE
“““\-,\. egistro em . 3

N\,

larvas zebrafish -3
Danio rerio (n= 25/6) N 1

=
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/ . 2. Analise dos videos
/ Iesctl?sﬁ 10] 3. Transcricdo dos dados seAnalse Estatishca

5dpf 14dpf N Teste t (pos-teste Mann-Whitney)
[dopamina 100um] [dopamina 100pm] [1,5cm; 5min de sessdo]
[controle negativo] [controle negativo]

10pdf
[dopamina 100pm] Tempo no compartimento Entradas
[controle negativo] - -
[bragos planos; bragos com rampa; centro] [bracos planos; bragos com rampa; centro)

Figura 15. Desenho experimental exposicdo cronica de dopamina e teste no LCR.

2.6 Labirinto em Cruz com Rampa

Descrigdo no capitulo 1.

2.7 Comportamento tipo ansiedade e atividade motora

Descrigéo no capitulo 1.

2.8 CondicOes experimentais



Descrigdo no capitulo 1.

2.9 Andlise dos videos

Descrigédo no capitulo 1.

2.10 Anédlise estatistica

Descricao no capitulo 1.
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3. Resultados

3.1 Exposicdes Agudas de Dopamina e Agonistas

Os resultados da exposicdo farmacoldgica a doses agudas de Dopamina (100uM),
SKF-38393 (10uM) e Quinpirole (10uM) nas idades de 5, 10 e 14dpf revelou diferencas,
principalmente para a avaliacdo do tempo de permanéncia nos bracos planos ou com
rampa.

A analise estatistica quanto as exposi¢Ges agudas com Dopamina e agonistas D1
e D2: SKF-38393 e Quinpirole respectivamente, para larvas de 5dpf foram encontradas
diferencas quanto ao tempo de permanéncia nos bracos planos [F(3,96)= 20,606;
p<0,001]. O pos teste revelou diferenca entre o grupo Quinpirole e os demais grupos
(p<0,05); para a analise do tempo gasto nas rampas, foram observadas diferencas
[F(3,96)= 20,606; p<0,001], e na analise pds teste o Quinpirole diferiu do grupo controle
(p<0,05). Nédo foram encontradas diferencas estatisticas para o tempo gasto no centro e
namero de entradas nos bragos (Figura 16A).

150 - [Tl 15 -

1001 104 5dpf

Plano
Rampa

Tempo nos compartimentos (%)
= 3
==
—
=
——
—
——
]
—t—
s
Entradas (n°)
(4]

T e £ A SO @ F & A S SN ¢ & & 4o
oééd‘ocal;@ e\&oé;é\& oé&ofoﬁ\@ & O F & & T & é\@
3 9 3 9

& o & ¢ & N

Figura 16. Exposi¢Oes agudas de dopamina e agonistas em larvas de 5dpf testadas no
LCR. A) tempo de permanéncia nos compartimentos; B) nimero de entradas nos

bragos. Valores representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

A anélise estatistica para as larvas de 10dpf expostas as doses agudas dos

agonistas e dopamina, foram encontradas diferencas na medida de tempo gasto nos bragos
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planos [F(3,96)=44,497; p<0,001]. A analise pos teste mostrou diferencas entre grupo
controle x SKF-38393 (p<0,05); grupo controle x Quinpirole (p<0,05); dopamina x SKF-
38393 (p<0,05); dopamina x Quinpirole (p<0,05). Para a analise estatistica do tempo
gasto nas rampas foram encontradas diferencas [F(3,96)= 42,639; p<0,001], e 0 pos teste
revelou diferencas entre controle x dopamina (p<0,05); controle x SKF-38393 (p<0,05);
dopamina x Quinpirole (p<0,05). Diferengas estatisticas significativas também foram
encontradas com relacdo ao tempo gasto no compartimento central [F(3,96)=41,985;
p<0,001], e o pds teste revelou diferencas entre os grupos SKF-38393 e Quinpirole com
relacdo ao grupo controle (p<0,05), diferenca também encontrada quando comparados

com o grupo dopamina (p<0,05) (Figura 17A).

Quanto a analise estatistica do numero de entradas nos bragos, foram observadas
diferencas para as entradas nos bragos planos [F(3,96)=31,477; p<0,001]. O pds teste
mostrou diferencgas entre o grupo controle para todas as doses agudas (p<0,05). Com
relacdo ao numero de entradas na rampa, as analises estatisticas apresentaram diferencgas
[F(3,96)=30,606; p<0,001], e o pos teste revelou diferenca entre o grupo controle x
dopamina (p<0,05); controle x SKF-38393 (p<0,05). (Figura 17B).
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Figura 17. Exposi¢des agudas de dopamina e agonistas em larvas de 10dpf testadas no
LCR. A) tempo de permanéncia nos compartimentos; B) nimero de entradas nos

bragos. Valores representados por N=25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.
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Larvas de 14dpf revelaram diferencas quanto a analise estatistica para o tempo
gasto nos compartimentos planos [F(3,96)=31.317;P<0,001], e a analise pos teste
mostrou diferenga entre 0s grupos: controle x SKF-38393 (p<0,05); SKF-38393
apresentou diferencas também em relacdo ao grupo Quinpirole e dopamina para ambos
p<0,05. Com relacdo ao tempo gasto nas rampas, a analise estatistica apontou diferencas
[F(3,96)=28,339;P<0,001]. O pos teste revelou diferencas entre o grupo controle quando
comparado com dopamina e SKF-38393 (p<0,05); Quinpirole x dopamina (p<0,05) e
SKF-38393 (p<0,05). Para o0 tempo gasto no compartimento central
[F(3,96)=22,097;p<0,001], a analise pos teste mostrou dopamina diferindo do grupo
SKF-38393 (p<0,05); SKF-38393 x Quinpirole (p<0,05) (Figura 18A).

Para o nimero de entradas nos bracos foram encontradas diferencas estatisticas
com relagcdo a entradas no plano [F(3,96)=23,156;p<0,001], e o pés teste revelou
diferenca entre os grupos: controle x dopamina (p<0,05); controle x SKF-38393
(p<0,05); dopamina x Quinpirole (p<0,05); SKF-38393 x Quinpirole (p<0,05). Para o
namero de entradas na rampa, foram observadas diferencas estatisticas [F(3,96)=27,475;
p<0,001] e o pds teste revelou diferenca entre Quinpirole e os demais agonistas, ambos
com p<0,05. (Figura 18B).
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Figura 18. Exposi¢des agudas de dopamina e agonistas em larvas de 14dpf testadas no
LCR. A) tempo de permanéncia nos compartimentos; B) namero de entradas nos

bragos. Valores representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

3.2 Exposi¢do Cronica de Dopamina
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Os resultados da exposicdo farmacologica a dose cronica de Dopamina (100uM)
durante a janela de desenvolvimento do 3-5dpf, considerou como variaveis as
concentragcdes da substancia, revelou diferencas, principalmente para a avaliagdo do

tempo de permanéncia nos bragos planos ou com rampa.

Os resultados das larvas de 5dpf expostas ao LCR duas horas apds a ultima
exposicdo cronica de dopamina, mostraram que houveram diferencas com relacdo ao
tempo gasto nos bragos com rampa com relacdo ao grupo controle [T(1,48)= 328,000;
p<0,001]; para o braco plano e centro ndo foram encontradas diferencas (Figura 19A).
Quanto a atividade motora, o numero de entradas para ambos os bragcos mostraram
diferengas apds o tratamento com dopamina com relacdo ao grupo controle [T(1,48)=
286,500; p<0,001]; [T(1,48)= 282,000; p<0,001] (Figura 19B).
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Figura 19. Larvas de 5dpf que passaram pela exposi¢éo cronica de dopamina durante a
janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf expostas ao teste de LCR: A) tempo de
permanéncia nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bragos. Valores

representados por N= 25; média aritmética e erro padrdo, *p< 0,05.

Para larvas de 10dpf testadas no LCR que foram expostas do 3-5dpf com
dopamina, a analise estatistica revelou diferenga apenas entre o tempo gasto nas rampas
[T(1,48)= 292,000;P<0,001] entre o grupo controle e o grupo tratado (Figura 20A). Nao
foram encontradas diferengas quanto ao tempo nos bragos planos e centro. Quanto a
andlise estatistica do numero de entradas, foi observada diferengas entre os grupos para
0s bracos planos [T(1,48)= 278,000;P<0,001] e diferengas entre 0s grupos para 0s bracgos
com rampa [T(1,48)= 297,500; p<0,001] (Figura 20B).
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Figura 20. Larvas de 10dpf que passaram pela exposi¢ao cronica de dopamina durante
a janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf expostas ao teste de LCR: A) tempo de

permanéncia nos compartimentos; B) nimero de entradas nos bracos. Valores

representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.

As larvas de 14dpf apresentaram diferencas estatisticas para o tempo gasto nos
bracos planos [T(1,48)=399,000; p<0,001] para o grupo controle e dopamina. A analise

estatistica também revelou diferenca entre o0 tempo gasto na rampa

[T(1,48)=765,000;p<0,001] com relacdo ao grupo controle, houve também diferencas
com relagéo ao tempo gasto no centro entre os grupos [T(1,48)=729,500;p=0,004] (Figura
21A). A anadlise estatistica para 0 nimero de entradas nos bracos ndo apresentou

diferencas significativas entre os grupos (Figura 21B).
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Figura 21. Larvas de 14dpf que passaram pela exposicao cronica de dopamina durante

a janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf expostas ao teste de LCR: A) tempo de



permanéncia nos compartimentos; B) niumero de entradas nos bragos. Valores

representados por N= 25; média aritmética e erro padrao, *p< 0,05.
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4. Discussao

Muitos disturbios neuropsiquiatricos estdo associados a hipoteses de alteragoes
no neurodesenvolvimento (Bale et al.,2010; Hazlett et al., 2017) e na sinalizacdo
dopaminérgica (Howes et al., 2009; Lau et al., 2013; Zarrindast et al., 2015). Neste estudo
replicamos tratamentos farmacol6gicos, com concentragdes e métodos baseados em
trabalhos anteriores do nosso grupo (Souza et al., 2011; Lima et al.,2020), como a
exposicdo de dopamina durante a janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf, e exposi¢édo

aguda de dopamina e agonistas D1 e D2 (SKF-38393 e Quinpirole).

Pra investigar como alteragcdes no comportamento tipo-ansiedade podem estar
relacionadas a desequilibrios durante o desenvolvimento, o primeiro objetivo é verificar
se a exposi¢do aguda a Dopamina e agonistas D1 e D2 podem causar alteracbes no
comportamento tipo-ansiedade em larvas no LCR. O segundo, € verificar como a
exposicdo cronica de dopamina durante uma janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf

altera a reposta tipo-ansiosa em etapas mais posteriores da vida (Souza & Tropepe, 2011).

4.1 Exposicdes agudas de dopamina e agonistas

Nesta fase do estudo, investigamos os efeitos sob o comportamento tipo
ansiedade no LCR das larvas expostas a doses agudas de agonistas dopaminérgicos,

respectivamente agonista D1 (SKF-38393) e D2 (Quinpirole), e dose aguda de Dopamina.

E entendido que a ativagio de receptores D1 aumentam a atividade motora
enquanto que receptores D2 reduzem essa atividade em mamiferos (Jaber et al., 1996),
porém, Irons e colaboradores (2013) mostraram que agonistas D1 e D2 (SKF-38393 e
Quinpirole) aumentam de forma significativa o comportamento motor em larvas de
Zebrafish com 6dpf. Porém ainda é pouco compreendido qual o efeito desses agonistas
sob o comportamento tipo-ansiedade.

Os resultados das larvas de 5dpf que foram expostas aos agonistas e dopamina,
mostram que em relagdo ao tempo nos bracgos planos do labirinto, o Quinpirole, agonista
D2, revelou maior tempo de permanéncia nesse compartimento com relagéo aos outros
grupos (Figura 14). Para o tempo gasto nos bragos com rampa, 0 agonista D2 mostrou

diferenca em relacdo ao grupo controle, dessa vez apresentando um menor tempo no
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compartimento. Com relacdo a atividade locomotora, ndo foram encontradas diferencas

em relagdo ao numero de entradas nos bracos do Labirinto em Cruz com Rampa.

Com base nas diferencas encontradas, para os resultados das larvas de 5dpf,
observamos que houve uma preferéncia pelos bracos planos do aparato para o agonista
D2, isso sugere comportamento ansiogénico (preferéncia pelo compartimento mais
seguro) no protocolo do teste do LCR, porém quando comparado esse resultado com o
que foi observado no capitulo anterior para larvas de 5dpf, esse dado ainda parece ser
inseguro para determinar se o efeito do agonista foi ansiogénico ou ansiolitico. Para isso,
andlises neuroquimicas podem ser feitas em conjunto ao teste comportamental, para

determinar qual efeito o agonista D2 apresentou na larva de 5dpf.

Para as larvas de 10dpf, os agonistas novamente mostraram diferencas com
relagcdo ao grupo controle e para o grupo que recebeu dopamina. Para os agonistas D1 e
D2, houve menor tempo gasto nos bragos planos, e nos bragos com rampa. Quanto ao
tempo no centro, 0s agonistas mostraram maior preferéncia, sugerindo efeito de um
comportamento ansioso mais exacerbado, apontando o conflito de escolha para qual
compartimento do LCR ir, como freezing, 0 que pode ser potencializado por uma
substancia ansiogénica, como mostram trabalhos feitos com roedores no Labirinto em
Cruz Elevado (Korte & De Boer, 2003), e em peixes adultos expostos a nicotina (Ziani et
al., 2018) e cafeina (Egan et al., 2009).

Com relacdo ao efeito das substancias sob o nimero de entradas nos bracos,
todos os grupos apresentaram reducdo da atividade locomotora para os bracos planos
(Figura 15), e para o nimero de entradas nas rampas, apenas dopamina e SKF-38393
diferiram do grupo controle, mostrando também uma reducéo dessa atividade.

Estudos encontrados na literatura sugerem que as larvas de zebrafish exibem
alteracdes comportamentais quando expostas a drogas que sao conhecidas por agirem em
receptores de dopamina em mamiferos (lrons et al., 2013). Nossos resultados sobre a
diminuicdo da locomocdo das larvas de 10dpf no LCR corroboram com um estudo feito
por Boehmler e colaboradores (2007) onde foi relatado que a administracdo aguda de
Quinpirole aumenta a atividade locomotora dependendo da dose. Para as larvas de 10dpf
entdo, as doses utilizadas causaram redugdo da atividade motora e um aumento no

comportamento tipo-ansiedade.
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Quando analisamos os resultados para as larvas de 14dpf, claramente
observamos preferéncia pelos bracos planos dos grupos que receberam os agonistas.
Podemos sugerir uma hipotese de que esse comportamento mais ansioso e com menor
efeito de congelamento nesta idade, pode estar relacionado ao fato de que larvas de 14dpf
estdo em um estagio de desenvolvimento e amadurecimento da resposta comportamental

para as doses utilizadas com relacdo as larvas de 10dpf.

Para o0 numero de entradas nos bragos do labirinto, novamente observamos em
larvas de 14dpf uma reducéo dessa atividade locomotora, ambos os agonistas D1 e D2
apresentaram reducdo nesse comportamento quanto comparados com 0s respectivos

grupos controle.

As exposicOes agudas de dopamina para ambas as idades apresentaram
novamente diferengas quanto ao tempo de permanéncia nos bragos, assim como na
exposicdo cronica (discutido logo no proximo topico), a dose aguda de dopamina revelou
efeito ansiogénico e as larvas apresentaram preferéncia pelos bragos planos e reducdo do
nimero de entradas. Esses resultados sugerem que o aumento da sinalizacdo
dopaminérgica ndo somente na janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf apresenta

alteracdes do comportamento tipo-ansiedade das larvas no LCR.

4.2 Exposicdo Cronica de Dopamina

Os resultados da exposicdo cronica de dopamina durante a janela de
desenvolvimento do 3 ao 5dpf nas trés idades revelaram diferencgas quanto ao tempo gasto
nos compartimentos do LCR como também o nimero de entradas nos bracos planos e

com rampa.

Para as medidas de ansiedade, foi levada em consideracdo o tempo gasto nos
bragos planos, com rampa e centro, e para as larvas de 5dpf foi observada uma reducao
no tempo de permanéncia nos bracos com rampa em compara¢do ao grupo controle
(Figura 11). No capitulo anterior, uma hipotese de que larvas de 5dpf apresentam resposta
contréaria no LCR foi levantada, onde foi discutido que elas podem preferir nesta idade
um ambiente mais exposto, porém nossos resultados quanto ao comportamento tipo-

ansiedade no LCR para essas larvas ainda sdo pouco conclusivos. Com rela¢do ao niumero



55

de entradas nos bracos, foi revelada uma diminuicéo da atividade locomotora para larvas

que passaram pelo tratamento cronico de dopamina.

Assim como nas larvas de 5dpf, larvas de 10 dias que passaram pela exposi¢do
cronica revelaram diferengas quanto ao tempo de permanéncia nos bragcos com rampa,
quando comparado com o grupo controle, houve uma diminui¢do do tempo gasto nesses
bracos, 0 que sugere efeito ansiogénico da exposicao cronica em larvas que foram testadas
aos 10dpf; houve um aumento no nimero de entradas nos bragcos com rampa com relagédo
ao grupo controle, novamente apontando as alteracdes da atividade locomotora em larvas

que passaram pela exposicdo cronica de dopamina durante a janela de desenvolvimento.

Larvas de 14dpf apresentaram diferencas quanto ao tempo de permanéncia para
todos os bragos, mostrando haver uma diminui¢do no tempo gasto nos bragos com rampa
e aumento de permanéncia nos bracos planos. Quanto a atividade locomotora ndo foi

encontrada diferencas para essa idade.

Os resultados mostram que houve alteragdo no comportamento tipo ansiedade
no teste de Labirinto em Cruz com Rampa em larvas de ambas as idades que passaram
pela exposicdo durante a janela de desenvolvimento, os resultados mostram que a
exposicdo cronica apresentou alteracdes em larvas de 10 e 14dpf, revelando efeito
ansiogénico, quando ha maior preferéncia pelos compartimentos planos (mais seguros)

do aparato.

Essa resposta tipo-ansiosa em larvas de 10 e 14dpf sugerem que larvas dessas
idades ja apresentam um desenvolvimento mais maduro que larvas de 5dpf, o que mostra
que, mesmo apés todo o desenvolvimento que essas larvas apresentam, as alteracOes
durante o tratamento crénico foram mantidas e podem ser observadas de maneira mais

nitida.

No estudo anterior deste trabalho, que as larvas de 5dpf demonstram ainda uma
resposta imatura no teste de Labirinto em Cruz com Rampa, por conta disso, ha uma
hipotese que elas possuem uma preferéncia pelos bragos mais expostos do aparato, visto
que nessa idade elas ainda ndo tenham a percepc¢do do que é raso ou fundo (Mork &
Crump, 2015), por isso, 0s resultados para avaliar a ansiedade nessas larvas no LCR ainda
sdo pouco conclusivos. Porém, quanto a atividade locomotora das larvas de 5dpf,
observamos que houve uma menor atividade para larvas que passaram pelo tratamento

crénico de dopamina (Figura 11), o que mostra, e corrobora, com estudos anteriores, que
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a exposicao crénica de dopamina durante a janela de desenvolvimento do 3 ao 5dpf reduz
0 numero de receptores GABAérgicos quanto o nimero de movimentos iniciados em

larvas com 5dpf (Souza et al., 2011).
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5 Conclusoes

Dado o exposto no presente estudo, nossos resultados sugerem que pouco ainda
sabemos sobre a maquinaria do sistema dopaminérgico em zebrafish. As larvas
apresentaram maior comportamento ansiogénico e redugdo da atividade motora para
todas as exposicoes, com agonistas e dopamina, o que levanta a hipotese de haver diversos
fatores envolvidos, como as diferencas individuais dos animais, as diferentes fases larvais
e janelas de desenvolvimento. Diferindo novamente de outros resultados encontrados na
literatura. Porém levamos em consideracao que essas respostas comportamentais podem
estar influenciadas pelo protocolo do teste de Labirinto em Cruz com Rampa, recém
adaptado para larvas de zebrafish.

Dessa forma, para confirmar os efeitos dessas substancias em larvas, seria
necessaria uma medicdo mais especifica das drogas e células receptoras, além do auxilio
de analises neurobioquimicas mais aprofundadas junto ao teste comportamental, para que
assim possamos compreender com mais segurancga quais os circuitos estariam envolvidos

nas alteracdes observadas no nosso trabalho.
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