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RESUMO 

Distúrbios mentais são enfermidades altamente limitantes e prejudiciais. 

Investigações diversas, tem demostrado a existência do desequilíbrio dopaminérgico 

nessas condições. Entretanto, poucos são os trabalhos que demostram a participação 

da sinalização dopaminérgica durante a gênese cerebral e sua relação com esses 

distúrbios. Sabe-se que a dopamina tem diversas funções fisiológicas, incluindo 

comportamento motor voluntário, motivação, tomada de decisão, recompensa, 

processos imunológicos dentre outros. Além disso, a dopamina já é expressa em 

estágios iniciais de desenvolvimento e contribui para migração e diferenciação de 

neurônios durante a formação do cérebro. Porém, os mecanismos envolvidos na 

modulação do neurodesenvolvimento pela dopamina são pouco conhecidos. O 

desafio é ainda maior para estudar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento 

intrauterino. De acordo com esse conhecimento prévio, utilizamos larvas de zebrafish 

como ferramenta experimental para investigar o papel de receptores dopaminérgicos 

no desenvolvimento do comportamento motor. 

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, observamos que a sinalização 

dopaminérgica modula a fosforilação tanto de DARPP-32 quanto de Akt no cérebro 

de larvas com 3 e 5 dias pós-fertilização (dpf). Também foi demonstrado que o 

aumento de dopamina durante a janela desenvolvimental 3-5 dpf altera tanto o 

comportamento motor quanto o desenvolvimento do sistema GABAérgico. 

Recentemente, foi visto que algumas dessas alterações motoras se mantém até o 14 

dpf. Nesse trabalho, utilizamos ferramentas farmacológicas para investigar o papel 

dos receptores dopaminérgicos D1 e D2 no desenvolvimento do comportamento 

motor. Nós observamos que as larvas tratadas com dopamina, agonista e 

antagonistas dos receptores D2, mas não agonistas e antagonistas do receptores D1, 

entre 3-5 dpf apresentaram redução do comportamento motor, tanto em 5 dpf quanto 

em 7 dpf. Porém, com 7 dpf, as larvas apresentaram leve recuperação. Curiosamente, 

também observamos diferenças quando o comportamento motor foi analisado no claro 

comparado com escuro sugerindo um componente aversivo. 

Nossos resultados contribuem tanto para a compreensão do papel da sinalização 

dopaminérgica no desenvolvimento do cérebro quanto para o aperfeiçoamento do 

zebrafish como ferramenta experimental. 

Palavras-chave: Dopamina. Zebrafish. Neurogênese. Comportamento motor.  



 
 

ABSTRACT 

Mental disorders are highly limiting and harmful diseases. Various investigations have 

shown the existence of a dopaminergic imbalance in these conditions. However, there 

are few studies that demonstrate the participation of dopaminergic signaling during 

brain genesis and its relationship with these disorders. It is known that dopamine has 

several physiological functions, including voluntary motor behavior, motivation, 

decision making, reward, immunological processes, among others. In addition, 

dopamine is already expressed in early stages of development and contributes to the 

migration and differentiation of neurons during brain formation. However, the 

mechanisms involved in the modulation of neurodevelopment by dopamine are poorly 

understood. The challenge is even greater to study the mechanisms involved in 

intrauterine development. According to this previous knowledge, we used zebrafish 

larva as an experimental tool to investigate the role of dopaminergic receptors in the 

development of motor behavior. In previous work by our group, we observed that 

dopaminergic signaling modulates the phosphorylation of both DARPP-32 and Akt in 

the brain of larvae with 3 and 5 days post-fertilization (dpf). It has also been shown that 

increased dopamine during the 3-5 dfp developmental window alters both motor 

behavior and the development of the GABAergic system. Recently it has been seen 

that some of these motor changes are maintained until 14 dpf. In this work, we used 

pharmacological tools to investigate the role of dopaminergic receptors D1 and D2 in 

the development of motor behavior. We observed that the larvae treated with 

dopamine, D2 receptor agonist and antagonists, but not D1 receptor agonists and 

antagonists, between 3-5 dpf showed a reduction in motor behavior, both in 5 dpf and 

in 7 dpf. However, with 7 dpf, the larvae showed slight recovery. Interestingly, we also 

observed differences when motor behavior was analyzed in the light compared to the 

dark, suggesting an aversive component. Our results contribute both to the 

understanding of the role of dopaminergic signaling in brain development and to the 

improvement of zebrafish as an experimental tool. 

Keywords: Dopamine. Zebrafish. Neurogenesis. Motor behavior. 
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1 INTRODUÇÃO 

Transtornos psiquiátricos são fenômenos limitantes e altamente prejudiciais 

para os pacientes, gerando dificuldades cognitivas, de humor, dificuldades de 

relacionamentos sociais, dentre outros, gerando gastos altamente alarmantes de 

acordo com as projeções econômicas (BLOOM et al., 2017). O entendimento funcional 

dessas patologias é extraordinariamente relevante para estudos neurocientíficos, uma 

vez que o conhecimento gerado irá direcionar os recursos financeiros a fim de 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes (MERSON; BLACK; MILLS, 2012).  

Diversos neurotransmissores, tais como dopamina, serotonina, ácido gama 

amino butírico (GABA), dentre outros, têm sido cada vez mais apontados como fatores 

determinantes para o surgimento dessas doenças, como Esquizofrenia (BENES, 

2000), Depressão (FU; FAN; DAVATZIKOS, 2020), Ansiedade (STEINER; FUCHS; 

ACCILI, 1997), Transtorno de humor (DIEHL; GERSHON, 1992; GARRIGA et al., 2017) e 

Adição (TOMKINS; SELLERS, 2001).  

O desequilíbrio na sinalização destes neurotransmissores em estágios distintos 

de desenvolvimento, pode implicar no possível surgimento dessas patologias 

(RUGER, 2012). Dentre esses componentes moleculares, a dopamina concentra em 

si uma classe diversa de funções fisiológicas  que podem gerar patologias de grave 

teor a partir de alterações disfuncionais em seus mecanismos modulatórios (BENES, 

2000; CARLSSON, 2001; SOUZA, Bruno R. et al., 2006; BJÖRKLUND; DUNNETT, 

2007; WATANABE, 2008; PASTERKAMP; SMIDT; BURBACH, 2009). Sabe-se 

também, que a dopamina tem um papel fundamental na formação do cérebro, 

contribuindo para migração neuronal, arborização e diferenciação celular (TODD, 

1992; SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011; CRANDALL et al., 2007). De 

acordo com essa premissa, é possível que alterações na sinalização da dopamina 

durante o neurodesenvolvimento estejam envolvidas em alguns dos transtorno 

neuropsiquiátricos.        

Sendo assim, como objetivo central, investigamos o papel da dopamina na fase 

inicial do desenvolvimento do cérebro no desenvolvimento do comportamento motor, 

uma vez que sua sinalização já é expressa nos estágios iniciais de desenvolvimento 

(CRANDALL et al., 2007).  

https://www.zotero.org/google-docs/?7ubI3f
https://www.zotero.org/google-docs/?7ubI3f
https://www.zotero.org/google-docs/?pp8S3u
https://www.zotero.org/google-docs/?duU80C
https://www.zotero.org/google-docs/?duU80C
https://www.zotero.org/google-docs/?qkDTZJ
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1.1 AÇOES FISIOLÓGICAS DA DOPAMINA 

A dopamina tem papel fundamental no sistema nervoso central, na regulação 

de movimento voluntário (CARLSSON, 2001), sono (MONTI; PANDI-PERUMAL; 

CHOKROVERTY, 2016) memória de trabalho (COOLS; D’ESPOSITO, 2011), afeição 

(DE BOER; VAN BUEL; TER HORST, 2012), recompensa e aprendizado (FITZGERALD; 

DOLAN; FRISTON, 2015). Paralelo a essas funções, a dopamina também atua no 

sistema periférico regulando a visão (WITKOVSKY; DEARRY, 1991), olfação 

(HARVEY; HEINBOCKEL, 2018), processos imunológico (VIDAL; PACHECO, 2019) e 

sistema simpático (GARLAND; BIAGGIONI, 1993).  

1.1.1 Síntese de dopamina e circuitos 

dopaminérgicos em mamíferos 

O mesencéfalo contém uma 

quantidade maciça de neurônios e aferências 

dopaminérgicas (WILLIAMS; GOLDMAN-

RAKIC, 1998), subdivido em camadas 

dorsais e ventrais, ambas inervando o 

estriado e neocórtex em primatas não 

humanos, humanos e roedores, exercendo 

funções inerentes a atividade da dopamina 

atuando sobre a classe diversa de receptores 

pré e pós-sinápticos (BJÖRKLUND; 

DUNNETT, 2007).  

Pertencente ao grupo dos catecóis 

ligado a um grupamento amino, a dopamina 

contém na sua primeira etapa de síntese a 

partir do aminoácido L-tirosina, uma reação 

catalisada via tirosina hidroxilas (TH), tendo 

como co-substrato o oxigênio originando o 

precursor l-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-

DOPA). Essa etapa é crucial para controlar a 

velocidade de síntese de dopamina. Em 

  

 

 L - Tirosina 

Tirosina  

Hidroxilase 

Dihidroxifenilalanina  

 (L – DOPA)  

 

L – Amonioacido  

Aromatico 

Descarboxilase 

 
DOPAMINA 

Esquema representativo da síntese de 

dopamina. O aminoácido L-tirosina 

sofre uma catalise via TH na presença 

do O2, sintetizando a L-DOPA, que em 

seguida e alcançada pela AACD 

sintetizando a dopamina.  Adaptado de  

(PURVES, 2018). 

 

Figura 1 – Síntese de dopamina 

https://www.zotero.org/google-docs/?9hwgHa
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seguida a L-DOPA é alcançada pela L-aminoácido aromático descarboxilase (AACD) 

e permite a síntese de dopamina (Fig. 1) (BARBEAU, 1969; KIM; FROELICK; 

PALMITER, 2002). A partir desse ponto, a dopamina está hábil para atuar sobre os 

receptores disponíveis tanto em neurônios pós-sinápticos quanto pré-sinápticos e 

exercer suas funções conforme as demandas biológicas (PURVES, DALE, 2018). Em 

seguida, a dopamina pode ser recaptada para os neurônios pré- sinápticos através de 

transportadores de dopamina (DAT) ou ser degradada ainda na fenda sináptica por 

outros alvos moleculares (MCHUGH; BUCKLEY, 2015).    

Aferências mais detalhadas dos circuitos dopaminérgicos e suas distribuições 

foram descritas a partir de métodos de fluorescência por formaldeído em tecido 

cerebral de ratos, doze tipos de grupamentos neuronais catecolaminérgicos (A1 - A12) 

foram identificados inervando a medula oblonga e hipotálamo (BJÖRKLUND; FALCK; 

STENEVI, 1971). Adicionalmente, cinco grupos neuronais (A13 - A17) foram inseridos 

no diencéfalo, retina e bulbo olfatório, e mais três grupos celulares do tipo adrenalina 

também foram inseridos (C1 -C3) (PALKOVITS; BROWNSTEIN, 1989). A marcação 

da maquinaria enzimática intracelular envolvida na síntese, a partir da reação 

catalisada pelo complexo aminoácido L-tirosina, TH e finalmente a ação da AACD e 

sua degradação via catecol-O- metiltrasferase (COMT), ampliou o conhecimento e a 

disposição das vias dopaminérgicas em larga escala de diversos modelos 

experimentais (Björklund and Dunnett, 2007).  

Sabe-se hoje, que o sistema dopaminérgico é constituído de uma estrutura 

definida em quatro vias principais descritas em mamíferos (SHIN et al., 2011): (1) 

mesolímbica; contém grupamento de neurônios que partem da área tegmental ventral 

(ATV- A10) e projetam para o núcleo accumbens e regiões límbicas, e são 

relacionadas aos comportamentos de recompensa, prazer, afeição, adição e 

motivação (Puglisi-Allegra and Ventura, 2012); (2) mesocortical; contém grupamento 

de neurônios da ATV - A10 que projetam para regiões mais subjacentes no córtex pré-

frontal e modulam motivação, memória de trabalho, atenção, aprendizado e controle 

cognitivo (ROBBINS; ARNSTEN, 2009); (3) nigroestriatal; contém grupamento de 

neurônios área A9 na substância nigra e projetam para o estriado dorsal, e regulam 

funções motoras (IVERSEN; IVERSEN, 2007); e por fim (4) tuberoinfundibular, que 

contém grupamento de neurônios área A8 no hipotálamo e projetam para a eminência 

https://www.zotero.org/google-docs/?z2UPVM
https://www.zotero.org/google-docs/?NuJAge
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mediana da glândula pituitária modulando a liberação de prolactina, compondo uma 

fração do eixo hormonal (GUDELSKY, 1988) (Fig. 2).  

No entanto, essa descrição tem caráter sumarizado, uma vez que neurônios da 

A9 também enviam projeções para regiões límbicas e corticais, bem como a A10 

enviam projeções para o estriado ventral e núcleo caudado, há também uma projeção 

originada no tálamo em direção a substância paraquedutal cinzenta e hipotálamo.  

Além disso, uma extensão da Nigro estriatal A8 contém projeções para os eixos 

mesolímbicos, mesocorticais e estriado. Porém, essa caracterização secundária ainda 

não é bem compreendida de acordo com funcionalização do sistema dopaminérgico 

(PALKOVITS; BROWNSTEIN, 1989).  

 

 

 

Visão geral das vias dopaminérgicas em mamíferos. As setas represetam os locais de projeção. 

Via mesocortical (azul), via mesolimbica (azul escuro), Nigroestriatal (roxo), Tuberoinfundibular 

(laranja). Uma quarta via ainda não bem caracterizada, descrita como mesotalamica representada 

em vermelho, e sua projeção em direcão ao hipotalamo e area paraquedutal. Adpatado 

(SCHATZBERG; NEMEROFF, 2004; SZABO; GOULD; MANJI, 2004).     

 

Figura 2 - Vias e aferências dopaminérgicas  
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1.1.2 Receptores dopaminérgicos 

 

Os 5 receptores dopaminérgicos são separados em duas famílias, 

denominadas receptores tipo-D1 e tipo-D2 (SEEMAN; VAN TOL, 1994). Ambos 

contêm estrutura e genoma bem definidos em mamíferos (BEAULIEU; 

GAINETDINOV, 2011). 

 A classificação dos receptores é inerente à capacidade de modular a produção 

ou redução de segundos mensageiros via ativação (tipo-D1) e inibição (tipo-D2) da 

adenilato ciclase (AC), através de um complexo heterodimérico transmembrana 

constituído pelas subunidades Alfa (α), Beta (β) e Gama (γ) (KESHELAVA et al., 2018; 

VALLONE; PICETTI; BORRELLI, 2000). Inicialmente, acreditava-se que somente um 

dos grupos estaria hábil para ativar a AC (SPANO; GOVONI; TRABUCCHI, 1978), 

contudo, trabalhos subsequentes baseado em técnicas de clonagem, permitiram a 

separação das classes de acordo com suas propriedades farmacológicas e funcionais 

(KEBABIAN, J. W.; CALNE, 1979; BUNZOW et al., 1988). 

1.1.3 Receptores dopaminérgicos 

tipo-D1 

A família dos receptores tipo-

D1, subdivido em subtipos D1 (DRD1 

- 5q35.1) e D5 (DRD5 - 4p16.1), detém 

cerca de 80% de homologia entre si e 

não apresenta introns em sua face 

codificadora, contendo um loop 

citoplasmático curto e uma cauda C-

terminal longa. A presença de 

resíduos de serina e treonina na 

cauda C-terminal contribuem para o 

mecanismo de fosforilação (Fig. 3) 

(MISSALE et al., 1998). Os receptores 

do subtipo-D1 estão amplamente 

distribuídos na região nigroestriatal, 

mesolímbica, mesocortical tais como, 

caudado-putamen (estriado), núcleo 

Representação estrutural dos receptores de 

dopamina tipo-D1. No espaço extracelular é 

possível observar a cauda N –terminal curta 

(NH2) e a cauda C – terminal longa (COOH) no 

espaço intracelular. Adaptado (MISSALE et al., 

1998). 

 

Espaço intracelular 

Espaço 

extracelular 

NH2 

COOH 

Cauda C –terminal longa 

Cauda C –terminal curta 

Figura 3 - Receptores tipo-D1 

https://www.zotero.org/google-docs/?QP1P0V
https://www.zotero.org/google-docs/?QP1P0V
https://www.zotero.org/google-docs/?QP1P0V
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accumbens, substância nigra, córtex pré-frontal, amígdala, bulbo olfatório e em menor 

densidade, no hipotálamo, cerebelo, regiões talâmicas, hipotalâmicas e medium spiny 

neurons (MSNs) GABAérgicos (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011; VALLONE; 

PICETTI; BORRELLI, 2000; SHUEN et al., 2008).  

Já os receptores do subtipo D5 se concentram em regiões contendo neurônios 

piramidais, múltiplas regiões do córtex pré-frontal, córtex pré-motor, córtex cingulado, 

córtex entorrinal, substância nigra, hipotálamo, hipocampo, giro denteado e MSNs 

(MISSALE et al., 1998; SHUEN et al., 2008). Ambos receptores estão presentes 

predominantemente nos terminais pós-sinápticos e modulam a cascata intracelular 

pela ativação de AC e a produção de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP), uma 

vez que esses receptores estão acoplados a face estimulatória Gαs/olf da proteína G 

(SIBLEY; MONSMA, 1992; VALLONE; PICETTI; BORRELLI, 2000; VALLONE; 

PICETTI; BORRELLI, 2000; MISSALE et al., 1998). Os altos níveis de cAMP tem como 

propriedade ativar proteína quinase A (PKA) que por sua vez irá atuar sobre outros 

substratos, entre eles uma proteína de 32 kilodaltons denominada DARPP-32 (NISHI; 

SNYDER; GREENGARD, 1997). Esses mecanismos intracelulares, estão envolvidos 

em uma classe diversa de funções celulares, a partir de regulação genica e síntese 

proteica que geram fenômenos comportamentais de acordo com a sinalização da 

dopamina (NISHI; SNYDER; GREENGARD, 1997; ALBERT, KATHERINE A. et al., 

2002; BIBB et al., 1999; GIRAULT et al., 1989; ANDERSSON et al., 2005; 

SVENNINGSSON et al., 2000). 

1.1.4 Receptores dopaminérgicos tipo-D2 

 Uma segunda família de receptores dopaminérgicos, classificada como 

tipo-D2, é composta pelos subtipos D2 (DRD2 - 11q23.1), D3 (DRD3 - 3q13.3) e D4 

(DRD4 - 11p15.5) (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011). Eles contém estrutura 

semelhante aos receptores do tipo-D1, porém a estrutura C-terminal dos receptores 

tipo-D2, exibe sete vezes menos grupamentos aminos que a família tipo-D1 

(SOKOLOFF et al., 2006). Sobretudo, apresentam mecanismos intracelulares 

distintos e estão dispostos em neurônios pré- e pós-sinápticos, compondo entre si 

aproximadamente 53 a 75% de homologia (SOKOLOFF et al., 2006; MISSALE et al., 

1998). Em linhas gerais, o mecanismo funcional dessa classe atua reduzindo a 

produção de cAMP pelo mecanismo inibitório da AC, uma vez que os receptores tipo-

https://www.zotero.org/google-docs/?LwR3sI
https://www.zotero.org/google-docs/?LwR3sI
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D2 pertencem à superfamília de receptores acoplados à proteína Gi/o (KEBABIAN, 

JOHN W.; GREENGARD, 1971). Além disso, essa classe exibe mecanismos de ação 

independente de cAMP, que atuam através de um complexo quinase-serina/treonina 

(Akt) concomitante a regulação de glicogênio síntese quinase (GSK3/β) (BEAULIEU, 

Jean-Martin et al., 2005). Essa ativação, atua inibindo a Akt por desfosforilação da Thr 

308 via proteína fosfatase 2A (PP2A) permitindo a ativação de GSK3/β compondo 

comportamentos via receptores tipo-D2 (BEAULIEU, Jean-Martin et al., 2005; SOUZA; 

ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011). 

O subtipo D2 foi o primeiro a ser clonado demonstrando, em seu complemento 

genômico, seis regiões não codificadoras (ALBERT, PAUL R. et al., 1990; DAL TOSO 

et al., 1989). A ação variante de Splice em 87 pares de base do tipo exon entre os 

introns 4 e 5 permitiu a existência de 29 aminoácidos no terceiro loop citoplasmático, 

que gerou duas isoformas descritas como subtipo D2S (D2- curto) e D2L (D2-longo) 

(GIROS et al., 1989). Ambos contêm estrutura anatômica, fisiologia e mecanismos de 

sinalização similares. A isoforma D2S existe em maioria nos terminais pré-sinápticos, 

compondo fenômenos de auto regulação no limiar de disparo e na secreção de 

dopamina, enquanto a isoforma D2L está, em sua maioria, nos terminais pós-

sinápticos exercendo o papel de inibição via proteína Gi/0. Usielo e colaboradores 

(2000) realizaram um estudo observando a funcionalização de ambas isoformas. 

Neste trabalho, foi identificando a participação do subtipo D2S exercendo mecanismo 

inibitório a atividade dos receptores do tipo-D1, ao passo que o agonista seletivo (-) 

cloridrato-quinpirole ativa essa isoforma em neurônios pré-sinápticos inibindo a 

liberação de dopamina (USIELLO et al., 2000). Em linhas gerais, o subtipo D2 está 

distribuído no núcleo accumbens, tubérculo olfatório, estriado, e em maior densidade, 

na glândula pituitária, substância nigra, área tegmental ventral, áreas corticais, 

amígdala, septum, hipocampo, MSNs e em menor concentração na retina (SHUEN et 

al., 2008; MISSALE et al., 1998; SEEMAN; VAN TOL, 1994; VALLONE; PICETTI; 

BORRELLI, 2000).  

 O subtipo D3 apresenta 5 regiões não codificadoras e tem um padrão 

mais limitado de distribuição no cérebro, podendo ser encontrado no tubérculo 

olfatório, MSNs regiões ventrais/dorsais do núcleo accumbens e Islands of Calleja 

(MISSALE et al., 1998), e em menor expressão, na substância nigra, área tegmental 
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ventral e hipotálamo (SOKOLOFF et al., 2006). Os mecanismos mediados por esse 

subtipo, também exibem auto regulação, ajuste na taxa de disparo, liberação e síntese 

de dopamina, uma vez que se encontram em terminais pré-sinápticos (LEVANT, 1997; 

WOLF; ROTH, 1990). Os receptores do subtipo D3 são alvos críticos para o tratamento 

desordens mentais, considerando a capacidade auto regulatória concomitante com o 

subtipo D2S (SOKOLOFF et al., 2006). Já os receptores do subtipo D4 possuem 3 

regiões não codificadoras (MISSALE et al., 1998) e limitado padrão de distribuição e 

funcionalização em relação aos subtipos do mesmo grupo (BEAULIEU; 

GAINETDINOV, 2011). Sua distribuição se estende nas regiões da amígdala, 

hipocampo, hipotálamo, globo pálido e tálamo, predominantemente em neurônios pós-

sinápticos nos eixos dendríticos e espinhas/estriatais, projetando-se de volta a 

substância nigra modulando a secreção de dopamina (RIVERA et al., 2002; 

RONDOU; HAEGEMAN; VAN CRAENENBROECK, 2010). A funcionalização desse 

subtipo ainda é pouco compreendida, relacionado pobremente aos fenômenos de 

alvos antipsicóticos e controle motor de acordo a expressão mínima no córtex primário 

(MISSALE et al., 1998; BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011; RONDOU; HAEGEMAN; 

VAN CRAENENBROECK, 2010; RIVERA et al., 2002). 

1.1.5 Desenvolvimento do sistema dopaminérgico   

 Glucksmann (1951), foi pioneiro em discutir a formação dos tecidos nos 

vertebrados, abordando os fenômenos de proliferação celular, migração e os locais 

de geração de zonas ativas e a agregação com outros tipos celulares, capazes de 

gerar a estrutura anatômica bruta de formação do encéfalo (GLÜCKSMANN, 1951). 

Em mamíferos, os principais neurônios corticais originam da zona ventricular 

proliferativa e do telencéfalo dorsal e migram em direção ao córtex para a formação 

da placa cortical (RAKIC, 1974, p. 1). Em seguida, ocorre uma regressão seletiva de 

morte celular mediada por secreção, transcrição gênica, substratos de adesão e 

fatores ambientais externos que compõem a estrutura morfológica neuronal, 

determinação de áreas de atividade e os mecanismos de transmissão simpática 

(PURVES, D.; LICHTMAN, 1980). Esse importante mecanismo de formação acontece 

em decorrência do balanço excitatório e inibitório de diversos neurotransmissores que 

são liberados durante o período de formação do cérebro (COWAN et al., 1984; 

MOUNTCASTLE, 1997). Durante o período de desenvolvimento do cérebro, 

https://www.zotero.org/google-docs/?qq5zg1
https://www.zotero.org/google-docs/?CL1fFq
https://www.zotero.org/google-docs/?fQUIDy
https://www.zotero.org/google-docs/?ffuxkj
https://www.zotero.org/google-docs/?XHnkwU
https://www.zotero.org/google-docs/?XHnkwU
https://www.zotero.org/google-docs/?XHnkwU
https://www.zotero.org/google-docs/?9DKQ6I
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neurônios dopaminérgicos, bem como seus receptores, podem ser identificados em 

idades e áreas distintas de formação em diversos modelos experimentais (LA MANNO 

et al., 2016). Em camundongos, os neurônios dopaminérgicos nascem 

aproximadamente no estágio embrionário E10.5 no assoalho basal do mesencéfalo a 

partir da transcrição por Lmx1a (PRAKASH; WURST, 2006). Ao passo que o cérebro 

avança no desenvolvimento, a distribuição circunscrita dos neurônios surgem em 

outros locais a partir de migração e proliferação (POPOLO; MCCARTHY; BHIDE, 

2004). No E13 e E15 é possível observar neurônios dopaminérgicos em camundongos 

no prosencéfalo, telencéfalo basal (neoestriado) e áreas neocorticais (córtex pré-

frontal) respectivamente. Ainda nessa fase, é possível observar também, o 

desenvolvimento das projeções axonais crescendo em ponta (POPOLO; 

MCCARTHY; BHIDE, 2004). Nesse período embrionário, a liberação de dopamina e 

a atividade dos seus receptores atuam na proliferação e diferenciação celular e 

permite a comunicação entre a eminência ganglionar lateral e o telencéfalo (OHTANI 

et al., 2003). Além disso, neurônios dopaminérgicos também estão presentes no 

prosencéfalo no E12, E13, E14 e E15 em camundongos (OHTANI et al., 2003).  

1.1.6 Funções da sinalização dopaminérgica no desenvolvimento 

A dopamina tem papel fundamental durante a formação do cérebro, ao passo 

que sua síntese e liberação está presente nos estágios iniciais de desenvolvimento 

(TODD, 1992). Lankford e colaboradores (1988) demonstraram a influência da 

dopamina sobre a redução na motilidade e crescimento de neuritos em células da 

retina de galinha in vitro (Gallus domesticcus) no E8, a partir da estimulação dos 

receptores do tipo-D1, evidenciado pelo aumento de cAMP e o imageamento 

micrográfico. Além disso, foi demonstrado também que a inibição por haloperidol 

(inibidor inespecífico receptores tipo-D2) e -(-) SCH-23390 (inibidor receptor tipo-D1) 

recuperou o efeito nos neuritos (LANKFORD; DEMELLO; KLEIN, 1988). Em sintonia 

com esse fenômeno demonstrado pelas estimulação dos receptores tipo-D1, há 

também evidências de que a ativação oposta aos receptores tipo-D2 ampliam esse 

crescimento e contribuem para a ramificação celular (TODD, 1992). A estimulação 

com (-) cloridrato-quinpirole para receptores tipo-D2, em fatias do córtex pré-frontal de 

camundongos no E17 e E18, demonstrou um aumento no crescimento e ramificação 

de neuritos. Além disso, foi discutido também que esse crescimento pode ser atribuído 

https://www.zotero.org/google-docs/?zdoIJr
https://www.zotero.org/google-docs/?zdoIJr
https://www.zotero.org/google-docs/?zdoIJr
https://www.zotero.org/google-docs/?zdoIJr
https://www.zotero.org/google-docs/?digOBM
https://www.zotero.org/google-docs/?Sxf1U2
https://www.zotero.org/google-docs/?Sxf1U2
https://www.zotero.org/google-docs/?4xKYSp
https://www.zotero.org/google-docs/?4xKYSp
https://www.zotero.org/google-docs/?ezo5hu
https://www.zotero.org/google-docs/?ezo5hu
https://www.zotero.org/google-docs/?ezo5hu
https://www.zotero.org/google-docs/?ezo5hu
https://www.zotero.org/google-docs/?VhrwmP
https://www.zotero.org/google-docs/?VhrwmP
https://www.zotero.org/google-docs/?VhrwmP
https://www.zotero.org/google-docs/?sWMZcr
https://www.zotero.org/google-docs/?rSSmoV
https://www.zotero.org/google-docs/?rSSmoV
https://www.zotero.org/google-docs/?rSSmoV
https://www.zotero.org/google-docs/?Tvmbwu
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a isoforma D2L, uma vez que ela foi identificada em maior quantidade nas regiões do 

pré-frontal (TODD, 1992). Neurônios dopaminérgicos, bem como seus receptores, 

estão presentes em quantidades consideráveis nos gânglios basais e nascem 

aproximadamente no E12 no neoestriado de camundongos (OHTANI et al., 2003; 

ANDERSON et al., 1997) O estímulo 24/48h com agonista seletivo para a família tipo-

D2 (SKF-81297) em fatias do telencéfalo de camundongos entre eminência ganglionar 

medial e lateral no E15 demonstrou a predominância de migração de neurônios 

GABAérgicos para a parede cerebral, enquanto a estimulação de receptores tipo-D2 

com (-) cloridrato-quinpirole reduziu (CRANDALL et al., 2007). Igualmente, a 

estimulação com dopamina + SCH-23390 também reduziu a migração desses grupos 

neuronais, uma vez que o possível input de dopamina aumentou para classe de 

receptores oposta. Nesse mesmo experimento, o estímulo dos receptores tipo-D2 via 

eticloprida + dopamina exerceu o mesmo efeito na migração de neurônios 

GABAérgicos quando comparados com o agonista dos receptores tipo-D1 

(CRANDALL et al., 2007). Em modelos in vivo, também é possível observar a 

participação da dopamina e seus receptores no neurodesenvolvimento.  

A abordagem experimental em modelos knockout, tanto para a família D1 

quanto D2, manteve a participação dicotômica de ambas classes, uma vez que os 

animais transgênicos knockout para tipo-D1 reduziu a migração de neurônios 

GABAérgicos e o grupo knockout para tipo-D2 quando tratados com agonistas, 

antagonistas e dopamina (OHTANI et al., 2003; POPOLO; MCCARTHY; BHIDE, 2004; 

ARAKI et al., 2006CR; ANDALL et al., 2007).  Além disso, nosso grupo, utilizando 

larva de zebrafish como modelo experimental, demonstrou redução no número de 

neurônios GABAérgicos quando tratadas com dopamina e (-) cloridrato-quinpirole 

entre 3 dpf e 5 dpf, quando tratadas com inibidor de Akt que compõem a via intracelular 

mediada pela ativação dos receptores tipo-D2 (SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 

2011). Nosso grupo também demonstrou que a redução da expressão da DARPP-32 

por injeção de morpholinos também diminui o número de neurônios GABAérgicos nas 

larvas de zebrafish (Souza et al., submetido). Em ambos os estudos também foi 

observado a redução do comportamento motor. 

Outras evidências consistentes sobre o mecanismo intracelular mediada pela 

família tipo-D1 no desenvolvimento também são sustentadas (FRIEDMAN; YADIN; 

https://www.zotero.org/google-docs/?AAzhCe
https://www.zotero.org/google-docs/?alQ7Kv
https://www.zotero.org/google-docs/?alQ7Kv
https://www.zotero.org/google-docs/?alQ7Kv
https://www.zotero.org/google-docs/?cqrDnf
https://www.zotero.org/google-docs/?cqrDnf
https://www.zotero.org/google-docs/?CN8QFp
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WANG, 1996). Em um estudo realizado em coelhos tratados com cocaína entre o 

estágio embrionário de 8 a 29 dias, e avaliado as fatias do córtex pré-frontal e giro do 

cíngulo com 10-100 dias de vida, foi observado que houve uma redução da ligação da 

dopamina nos receptores tipo-D1 a medida que o cérebro avançava no 

desenvolvimento, evidenciado pela atividade de GTPγS (guanosina 5'-O- gama-tio 

trifosfato), um análogo a proteína Gsα, o principal sítio de ativação transmembrana 

mediado pela família D1 (FRIEDMAN; YADIN; WANG, 1996). Como base nesses 

achados, e fundamental ampliar o conhecimento da participação da dopamina durante 

a fase desenvolvimental, sobre tudo com o uso de novos modelos experimentais que 

apresentem características aplicadas para essas investigações.   

2 ZEBRAFISH (Danio rerio) COMO MODELO EXPERIMENTAL 

Todos os modelos experimentais têm vantagens e desvantagens, por isso, 

modelos experimentais diversos para abordagens desenvolvimentais e a relação com 

o sistema dopaminérgico são 

requeridos. Sendo assim, o 

teleósteo zebrafish (Danio rerio) 

contém uma grande contribuição 

para investigações dessa esfera, 

uma vez que a descrição dos 

neurônios dopaminérgicos e sua 

funcionalização estão presentes em 

estágios iniciais de desenvolvimento 

(SCHWEITZER; DRIEVER, 2009). 

A utilização do zebrafish 

como modelo experimental vem 

aumentando consideravelmente nas 

últimas décadas, devido ao seu 

genoma bem caracterizado 

compondo 70% de equivalência 

genética com humanos (HOWE et 

al., 2013). Outras vantagens podem 

ser observadas no modelo, como o 

Visão geral do encéfalo de osteícte; a. Visão 

lateral do Palio representado nas estruturas A, B 

e C e Subpalium (sp), ambas estruturas se 

esticam lateralmente para formar a tela coroide 

(tc). Células ventriculares dispostas na região do 

Palio e Subpalium em vermelho. b. Visão dorsal 

do encéfalo evertido. V (ventrículo). Adaptado 

(FOLGUEIRA et al., 2012).  

a

. 

b

. 

a

. 

tc 

Figura 4 - Anatomia do encéfalo de 

osteíctes 

https://www.zotero.org/google-docs/?CN8QFp
https://www.zotero.org/google-docs/?KtcWA7
https://www.zotero.org/google-docs/?KtcWA7
https://www.zotero.org/google-docs/?KtcWA7
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
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baixo custo de manutenção, facilidade no manuseio, alta taxa de reprodução e 

fertilidade (GRUNWALD; EISEN, 2002). A arquitetura do cérebro do zebrafish é 

composta por 2 hemisférios principais; Subpalium (estriado, pallium e domínio pálio-

septal) e pálio (estruturas corticais) (GANZ et al., 2012).  A estrutura bruta se 

apresenta de forma evertida separada por um ventrículo único (Fig. 4) (FOLGUEIRA 

et al., 2012), além disso, regiões conservadas evolutivamente, tais como, bulbo 

olfatório, retina, cerebelo e corda espinal são preservados no zebrafish (FRIEDRICH; 

JACOBSON; ZHU, 2010).  

O ciclo de vida do zebrafish apresenta vários estágios distintos de 

desenvolvimento; 0-72 horas pós- fertilização (hpf) pré-incubação no estágio 

embrionário, 72-120 dpf no estágio larval e entre 30-89 dpf na fase juvenil, atingindo 

a maturidade sexual em 90 dpf (SPENCE et al., 2008). Diversos comportamentos 

podem ser avaliados desde a fase embrionária até a fase adulta, tais como tipo-

ansiedade (MAXIMINO et al., 2010, LIMA et al., 2020), interação social (MILLER; 

GERLAI, 2007), tipo-depressivo (ZIV et al., 2013) adição (COLLIER; ECHEVARRIA, 

2013), memória (YU et al., 2006) e controle motor (SOUZA; ROMANO-SILVA; 

TROPEPE, 2011). O desenvolvimento do comportamento motor no zebrafish inicia 

aproximadamente a 17 hpf via transmissão sináptica gap junction ainda no córion, 

através de movimentos de cauda, e se tornam mais robustos a medida que as larvas 

avançam no desenvolvimento (SAINT-AMANT; DRAPEAU, 2000). Sendo assim, 

várias investigações que utilizam a larva de zebafish como modelo experimental se 

concentram em alterações de comportamento motor ainda nos estágios iniciais. 

Somado a isso, outros comportamentos também são estudados no zebrafish 

ainda em estágios iniciais. Sabe-se que a 5 dpf, a larva de zebrafish apresenta 

resposta de sobressalto, caça, interação social, resposta de fuga e ansiedade a partir 

de estímulos luminosos e locais de preferência. É sabido que, mesmo antes da 

formação completa do sistema visual conectada ao encéfalo, é possível que as células 

contendo opsinas na medula espinal respondam a estímulos luminosos inibindo 

movimentos espontâneos (FRIEDMANN et al., 2015). Além disso, à medida que os 

animais avançam no desenvolvimento, ocorre uma mudança na transição de 

respostas durante o estímulo luminoso em várias etapas de controle motor (BASNET 

et al., 2019). Larvas com 5dpf apresentam uma resposta estereotipada durante a 

https://www.zotero.org/google-docs/?X1WIAa
https://www.zotero.org/google-docs/?X1WIAa
https://www.zotero.org/google-docs/?X1WIAa
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlzcX
https://www.zotero.org/google-docs/?3K64oy
https://www.zotero.org/google-docs/?3K64oy
https://www.zotero.org/google-docs/?Ow5b82
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mudança repentina de claro para escuro, exibindo um aumento na locomoção e 

reduzindo vagarosamente (BURGESS; GRANATO, 2007). Ainda assim, é sabido que 

o zebrafish é de hábito diurno, o que compõe um aumento da locomoção durante o 

dia e à medida que os animais avançam no desenvolvimento a locomoção se torne 

ainda mais evidente (BURGESS, Harold A.; SCHOCH; GRANATO, 2010).  

2.1 SISTEMA CATECOLAMINÉRGICO NO ZEBRAFISH 

O início da formação dos circuitos dopaminérgicos já pode ser identificado a 

partir de 18 hpf no diencéfalo ventral (DC) dentro do tubérculo posterior e com 4 dpf a 

maioria da maquinaria neural já está presente (KIMMEL et al., 1995; KUWADA, 1995).  

As primeiras identificações se desenvolveram a partir da descrição dos 

substratos TH para a identificação de neurônios dopaminérgicos e dopamina-β-

hidroxilas (DβH) para síntese de neurônios noradrenérgicos (MA, 1997), essa 

abordagem se concentra em regiões anatômicas de expressão gênica que torna 

possível a correlação com mamíferos, uma vez que genes ortólogos inerentes a esses 

substratos são sustentados em ambos modelos experimentais (RINK, ELKE; 

WULLIMANN, 2002; HOWE et al., 2013).  

De acordo com o projectoma neural do zebrafish em 4 dpf é possível observar 

os grupamentos neuronais e suas ramificações. A projeção mais extensa observada 

origina do tubérculo posterior interligando o diencefaloespinal descendente à porção 

endohipotalâmica. Há também neurônios presentes em quantidades maciças na 

porção subpalial que conecta o DC e se consolida como a principal via de projeção 

dopaminérgica (TAY et al., 2011). Uma descrição mais detalhada do circuito 

catecolaminérgico no zebrafish é possível de acordo com a marcação da maquinaria 

enzimática presente no estágio inicial de desenvolvimento em 4 dpf (SCHWEITZER; 

DRIEVER, 2009). Sendo assim, grupamentos catecolaminérgicos do tipo 

noradrenalina estão presentes no locus coeruleus (LC), medula oblonga vagal (MO) e 

área postrema (AP) (TAY et al., 2011). Uma segunda estrutura de ramificação de 

neurônios dopaminérgicos, originados do DC 1, projetam localmente e de forma mais 

intermediária do tálamo posterior e periventriculares e os neurônios dopaminérgicos 

pré-retal. Outro grupo descrito DC 3 e DC 7, envia suas projeções mais localmente 

em regiões da retina (pre-óptica) e olfativa. Já os grupos neuronais DC 2, DC 4, DC 5 

https://www.zotero.org/google-docs/?5x3UyR
https://www.zotero.org/google-docs/?5x3UyR
https://www.zotero.org/google-docs/?5x3UyR
https://www.zotero.org/google-docs/?HvVLpb
https://www.zotero.org/google-docs/?ypoBTj
https://www.zotero.org/google-docs/?gBPmFX
https://www.zotero.org/google-docs/?gBPmFX
https://www.zotero.org/google-docs/?gBPmFX
https://www.zotero.org/google-docs/?gBPmFX
https://www.zotero.org/google-docs/?xZmoqW
https://www.zotero.org/google-docs/?xZmoqW
https://www.zotero.org/google-docs/?xZmoqW
https://www.zotero.org/google-docs/?OJ7LYc
https://www.zotero.org/google-docs/?OJ7LYc
https://www.zotero.org/google-docs/?OJ7LYc
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e DC 6 possuem um perfil de projeção mais disperso, atingindo distintas áreas 

anteriores e posteriores do rombencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, telencéfalo e 

corda espinal (Fig. 5). Finalmente os grupos de neurônios no Subpalium projetam para 

regiões do hipotálamo (TAY et al., 2011; RINK, ELKE; WULLIMANN, 2002; MA, 1997; 

SCHWEITZER; DRIEVER, 2009; FRIEDRICH; JACOBSON; ZHU, 2010).    

 

Esquema representativo do sistema catecolaminérgico na larva de zebrafish 4 dpf. a. Visão 

ventral dos neurônios DA (azul escuro) e dorsal (azul claro). Grupos DC1 (tubérculo 

paraventricular posterior), DC3 (hipotálamo medial), DC7 (hipotálamo caudal) células 

amácrinas retinais. b. Projeções DA DC2 (azul escuro), DC4 (azul claro), DC5 (marrom) e 

DC6 (roxo), as setas indicam a áreas de projeção em direção ao telencéfalo, diencéfalo, 

mesencéfalo, rombencéfalo e corda espinhal, visão lateral. c. Projeções locais e 

intermediárias dos grupos DA subpaliais (roxo), neurônios pré-tectais (azul escuro), neurônios 

DC1 (laranja) em direção ao telencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo, neurônios da área pré-

óptica anterior (roxo claro), grupamento de neurônios DC3 e DC7 (verde e verde claro), visão 

lateral. Projeções noradrenérgicas em distintas regiões do telencéfalo, diencéfalo, 

mesencéfalo, rombencéfalo e medula espinhal, visão lateral. Células amácrinas retinais (AC), 

trato anterior (act), trato endohipotalamico (eht), trato medial longitudinal (mlct), comissura 

posterior (pc), comissura pós-optica (poc), projeções pré-tectais (prp), projeções pretectotectal 

(prtep), medula oblonga (MO), bulbo olfatório (OB), locus coeruleus (LC), área postrema (AP), 

cerebelo (Ce), pallium (P), Subpalium (sp), hipotálamo (H), pré-tectum (Pr), região pré-óptica 

(PO), tectum (T), telencefalo (Telen), diencéfalo (Dien), mesencéfalo (Mese). Adaptado (TAY 

et al., 2011).  

 

Rombencéfal

o 

Corda espinal a

. 

Mese 

Telen 

Rombencéfalo 

Dien 

 
b

  

 

 

Rombencéfal

o 

Mese 

Dien 
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c

Rombencéfalo Mese 

Dien 

Tele

n 

d

Figura 5 - Visão do catecolaminérgico no zebrafish 

https://www.zotero.org/google-docs/?JObXKm
https://www.zotero.org/google-docs/?JObXKm
https://www.zotero.org/google-docs/?JObXKm
https://www.zotero.org/google-docs/?VImnmE
https://www.zotero.org/google-docs/?VImnmE
https://www.zotero.org/google-docs/?VImnmE
https://www.zotero.org/google-docs/?Y1Owux
https://www.zotero.org/google-docs/?Mdhz85
https://www.zotero.org/google-docs/?0SI6mn
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Interessantemente, não existem neurônios dopaminérgicos no mesencéfalo do 

zebrafish. De fato, isso compõem a grande diferença entre mamíferos, uma vez que 

a principal fonte de neurônios dopaminérgicos se concentra na região A9 e A10 no 

mesencéfalo de mamíferos. Contudo, regiões do DC e tubérculo posterior enviam 

suas projeções para o Subpalium, e tem sido sugerida como componente modulatório 

mesencefálico em mamíferos (RINK, E.; WULLIMANN, 2001). Outra importante 

correlação é a projeção subpalial correspondente ao estriado de mamíferos (RINK, E.; 

WULLIMANN, 2001). Além disso, os grupos neuronais no DC2, DC4, DC5 e DC6, são 

similares ao neurônios da A11, bem como os grupos hipotalâmicos A12, A13 A14 e 

A15 no tálamo ventral entre outras correlações (Tab.1) (TAY et al., 2011). 

Tabela 1. Correlação do circuito catecolaminérgico entre zebrafish e mamíferos; Continua 
 

Grupos 

neuronais 

 

 

Zebrafish 

 

Mamíferos 

 

Projeção 

 

Ref. 

 

DA 

 

Inexistente 

 

A 9, A 10 

 

Núcleo 

Accumbens; 

Estriado; 

Regiões 

límbicas; 

(TAY et al., 2011) 

(RINK, ELKE; 

WULLIMANN, 

2002; 

BJÖRKLUND; 

DUNNETT, 2007) 

 

NA 

 

Medula 

oblonga; 

locus 

coeruleus; 

Área postrema; 

 

 

A1, A2, A3 

 

Medula 

oblonga; 

Prosencéfalo; 

Hipotálamo; 

 

(SMEETS; 

GONZÁLEZ, 

2000; TAY et al., 

2011) 

 

NA 

 

Locus 

coeruleus 

 

Locus 

coeruleus 

 

Corda espinal; 

Cerebelo; 

Hipotálamo; 

Tálamo; 

Hipocampo; 

Estriado; 

Neocórtex; 

 

(ORDWAY; 

SCHWARTZ; 

FRAZER, 2012; 

TAY et al., 2011) 

 

DA 

 

DC 2, DC 4, 

DC 5 e DC 6 

 

A11 

 

Projeções 

diencefálicas 

 

(SKAGERBERG; 

LINDVALL, 1985; 

TAY et al., 2011) 

https://www.zotero.org/google-docs/?EGoYPB
https://www.zotero.org/google-docs/?EGoYPB
https://www.zotero.org/google-docs/?EGoYPB
https://www.zotero.org/google-docs/?Gsbhyh
https://www.zotero.org/google-docs/?Gsbhyh
https://www.zotero.org/google-docs/?Gsbhyh
https://www.zotero.org/google-docs/?Gsbhyh
https://www.zotero.org/google-docs/?kauqVw
https://www.zotero.org/google-docs/?kauqVw
https://www.zotero.org/google-docs/?kauqVw
https://www.zotero.org/google-docs/?95Ds5g
https://www.zotero.org/google-docs/?95Ds5g
https://www.zotero.org/google-docs/?95Ds5g
https://www.zotero.org/google-docs/?ann9Rx
https://www.zotero.org/google-docs/?ann9Rx
https://www.zotero.org/google-docs/?ann9Rx
https://www.zotero.org/google-docs/?ann9Rx
https://www.zotero.org/google-docs/?ann9Rx
https://www.zotero.org/google-docs/?6N29e2
https://www.zotero.org/google-docs/?6N29e2
https://www.zotero.org/google-docs/?6qD7n4
https://www.zotero.org/google-docs/?6qD7n4
https://www.zotero.org/google-docs/?6qD7n4
https://www.zotero.org/google-docs/?OEoBDP
https://www.zotero.org/google-docs/?OEoBDP
https://www.zotero.org/google-docs/?OEoBDP
https://www.zotero.org/google-docs/?OEoBDP
https://www.zotero.org/google-docs/?HUR6VA
https://www.zotero.org/google-docs/?HUR6VA
https://www.zotero.org/google-docs/?HUR6VA
https://www.zotero.org/google-docs/?YsMyY4
https://www.zotero.org/google-docs/?YsMyY4
https://www.zotero.org/google-docs/?YsMyY4
https://www.zotero.org/google-docs/?R9bq25
https://www.zotero.org/google-docs/?R9bq25
https://www.zotero.org/google-docs/?R9bq25
https://www.zotero.org/google-docs/?R9bq25
https://www.zotero.org/google-docs/?8afcvA
https://www.zotero.org/google-docs/?8afcvA
https://www.zotero.org/google-docs/?8afcvA
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Tabela 1 - Correlação do circuito catecolaminérgico entre zebrafish e mamíferos; 

conclusão 

 

Grupos 

neuronais 

 

 

Zebrafish 

 

Mamíferos 

 

Projeção 

 

Ref. 

 

DA 

 

DC 0, DC 1 

 

A 13 

 

Tálamo ventral 

 

(DUBACH et al., 

1987; RINK, 

ELKE; 

WULLIMANN, 

2002) 

 

 

DA 

 

DC 3, DC 7, 

DC 8 

 

A12, A14 

 

Projeções 

Hipotalâmicas 

 

(BETARBET et 

al., 1997; TAY et 

al., 2011) 

 

DA 

 

Grupos pre-

ópticos 

Área anterior 

 

A 15 

 

Área pré- 

óptica 

 

(TAY et al., 2011; 

TASHIRO et al., 

1989) 

 

DA 

 

Bulbo olfatório 

 

A 16 

 

- 

 

(TAY et al., 2011; 

BJÖRKLUND; 

DUNNETT, 2007) 

 

DA 

 

Células 

amácrinas 

retinais 

 

A 17 

 

Retina 

 

(SCHWEITZER; 

DRIEVER, 2009; 

BJÖRKLUND; 

DUNNETT, 2007) 

A respeito do complexo enzimático, sabe-se hoje que duas famílias de TH (th1 

- th2) são identificadas no zebrafish em fases e regiões distintas. Esse conhecimento, 

advém da duplicação gênica observada em teleósteo durante o processo evolutivo 

(CANDY; COLLET, 2005). A partir 8 dpf é possível identificar mais precisamente a 

expressão em grupamentos neuronais. Em 24 hpf a th1 se encontra no locus 

coeruleus, e em 72 hpf, se apresenta em grandes quantidades na região pré-óptica 

ventral e dorso caudal (grupos neuronais 3, 3b, 4), telencéfalo e bulbo olfatório (grupos 

neuronais 1, 2), pre tectum (grupo neuronal 7) e tubérculo posterior (grupo neuronal 

11). Em 48 hpf a th1 se encontra no diencéfalo (grupos neuronais 5, 6, 11), região 

Tabela 1. Correlação entre zebrafish e mamíferos; Neurônios dopaminérgicos (DA); 

Neurônios noradrenérgicos (NA); Área (A); Diencéfalo ventral (DC). Os números 

representam os grupamentos de células nas regiões descritas. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?ymWkRk
https://www.zotero.org/google-docs/?ymWkRk
https://www.zotero.org/google-docs/?ymWkRk
https://www.zotero.org/google-docs/?ymWkRk
https://www.zotero.org/google-docs/?q3Suvy
https://www.zotero.org/google-docs/?q3Suvy
https://www.zotero.org/google-docs/?q3Suvy
https://www.zotero.org/google-docs/?q3Suvy
https://www.zotero.org/google-docs/?q3Suvy
https://www.zotero.org/google-docs/?uE6KaF
https://www.zotero.org/google-docs/?uE6KaF
https://www.zotero.org/google-docs/?uE6KaF
https://www.zotero.org/google-docs/?uE6KaF
https://www.zotero.org/google-docs/?VdAY3Y
https://www.zotero.org/google-docs/?VdAY3Y
https://www.zotero.org/google-docs/?VdAY3Y
https://www.zotero.org/google-docs/?AVF6td
https://www.zotero.org/google-docs/?AVF6td
https://www.zotero.org/google-docs/?AVF6td
https://www.zotero.org/google-docs/?AVF6td
https://www.zotero.org/google-docs/?rvhRBU
https://www.zotero.org/google-docs/?rvhRBU
https://www.zotero.org/google-docs/?rvhRBU
https://www.zotero.org/google-docs/?kDWqDn
https://www.zotero.org/google-docs/?kDWqDn
https://www.zotero.org/google-docs/?31AYOz
https://www.zotero.org/google-docs/?31AYOz
https://www.zotero.org/google-docs/?kUljqI
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paraventricular anterior (grupos neuronais 8, 8b), hipotálamo (grupo neuronal 13), lobo 

caudal e formação reticular interna (grupos neuronais 15, 16) e em 120 hpf na região 

paraventricular interna (grupos neuronais 9, 9b). A th2 pode ser identificada a partir 

de 24 hpf na região paraventricular anterior (grupos neuronais 10, 10b) e em estágios 

mais tardios a partir de 96 hpf, na região paraventricular anterior (grupos 8, 8b), região 

paraventricular interna (grupos neuronais 9, 9b) e área pré-óptica (grupos neuronais 

3, 3b, 4) (CHEN; PRIYADARSHINI; PANULA, 2010). Contudo, na idade de 4 dpf 

ambas enzimas estão presentes no zebrafish (CHEN; PRIYADARSHINI; PANULA, 

2009), compondo o complexo enzimático essencial para a síntese e liberação de 

dopamina atuando sobre os receptores dopaminérgicos (SCHWEITZER; DRIEVER, 

2009).   

2.1.2 Evolução dos receptores dopaminérgicos no zebrafish 

Uma classe multivariada de receptores dopaminérgicos é amplamente 

distribuída em osteíctes (zebrafish) (YAMAMOTO et al., 2015). De acordo com a 

terminologia já descrita para humanos tipo-D1 ( D1 e D5), um terceiro subgrupo foi 

identificado em anfíbio (Xenopus laevis) descrito como D1C em seguida, enguia 

(Anguilla anguilla), carpa (Cyprinus carpio) e tilápia (Oreochromis mossambicus) 

(SUGAMORI et al., 1994; KUBIKOVA; WADA; JARVIS, 2010). Porém, essa subclasse 

possui uma diferença farmacológica em relação a estabilidade e dessensibilização, 

apesar de apresentar em sua estrutura genômica introns e a habilidade de ampliar a 

cascata mediada por ativação de AC (SUGAMORI et al., 1994).  

Outra subclasse descrita como D1D foi identificada em genoma de galinha 

(Gallus gallus domesticus) (DEMCHYSHYN et al., 1995) e posteriormente em zebra 

finch (Taeniopygia guttata) e foi sugerida como uma subclasse específica para 

pássaros, ao passo que não apresenta farmacologia e perfil de ativação semelhante 

aos receptores tipo D1C de Xenopus e teleósteo (KUBIKOVA; WADA; JARVIS, 2010).  

Estudos subsequentes reorganizaram a terminologia e descreveram ambos 

receptores D1C e D1D como ortólogos, pertencentes a um ancestral comum, e foram 

renomeados como receptores D1C de acordo com a classificação filogenética 

(YAMAMOTO et al., 2013). Além disso, outro receptor identificado em retina de carpa,  

que apresenta uma sequência de aminoácidos não encontrada em outros receptores 

https://www.zotero.org/google-docs/?Dtq1IF
https://www.zotero.org/google-docs/?Dtq1IF
https://www.zotero.org/google-docs/?Dtq1IF
https://www.zotero.org/google-docs/?Dtq1IF
https://www.zotero.org/google-docs/?POi3LG
https://www.zotero.org/google-docs/?POi3LG
https://www.zotero.org/google-docs/?POi3LG
https://www.zotero.org/google-docs/?POi3LG
https://www.zotero.org/google-docs/?POi3LG
https://www.zotero.org/google-docs/?Lw4JM1
https://www.zotero.org/google-docs/?41zWyu
https://www.zotero.org/google-docs/?41zWyu
https://www.zotero.org/google-docs/?41zWyu
https://www.zotero.org/google-docs/?41zWyu
https://www.zotero.org/google-docs/?41zWyu
https://www.zotero.org/google-docs/?jJGZMA
https://www.zotero.org/google-docs/?jJGZMA
https://www.zotero.org/google-docs/?jJGZMA
https://www.zotero.org/google-docs/?jJGZMA
https://www.zotero.org/google-docs/?jJGZMA
https://www.zotero.org/google-docs/?eovpPc
https://www.zotero.org/google-docs/?6kxnhX
https://www.zotero.org/google-docs/?6kxnhX
https://www.zotero.org/google-docs/?6kxnhX
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dessa mesma classe, foi apresentado como receptor D1x (HIRANO; ARCHER; 

DJAMGOZ, 1998) e posteriormente se tornou compilando ao processo parálogo em 

relação aos receptores D1B, devido alterações genômicas do processo evolutivo de 

teleósteo (YAMAMOTO et al., 2013). Baseado nessa descrição, o receptor 

inicialmente denominado D1x, foi renomeado em D1Bb enquanto os receptores D1B 

recebeu a nomenclatura de D1Ba (YAMAMOTO et al., 2013).  

O sequenciamento do genoma de tubarão elefante (Callorhinchus milii) permitiu 

uma descrição mais detalhada da evolução dos receptores tipo-D1 em peixes 

cartilaginosos e ósseos. Sendo assim, três genes de receptores do tipo-D1 foram 

encontrados em tubarão elefante pertencentes aos subtipos D1a, D1b, D1c. Além disso, 

quatro genes encontrados em osteíctes, gerou a hipótese de que existiu um ancestral 

gnostomado comum, entre peixe ósseo e peixe cartilaginoso (VENKATESH et al., 

2014). Novamente os receptores do tipo-D1 sofreu outra descrição, nomeados da 

seguinte forma; D1A, D1B, D1C e D1E. Portanto, seguindo a nomenclatura 

anteriormente descrita, para evitar qualquer confusão entre outros subtipos 

(YAMAMOTO et al., 2015).  

Quanto a classe oposta, os receptores do tipo-D2 em zebrafish, foram 

inicialmente descritos como; tipo-D2 (D2a, D2b e D2c) e D4 (D4a, D4b e D4c) seguindo a 

descrição genômica de três genes para cada receptor (BOEHMLER, WENDY et al., 

2004; BOEHMLER, W. et al., 2007). Porém, essa nomenclatura foi renomeada 

descrevendo o receptor D2b como D2l (D2like), de acordo com a base de dados 

(Ensembl genome browser 98) e ZFIN (The Zebrafish Information Network) baseado 

na sequência proteica oposta desse receptor em relação a outros dois receptores que 

contêm genes parálogos, e então, os receptores D2c foram renomeado como D2b. 

Assim, os receptores D4b foram renomeados como Sequência-relacionada (D4rs) e por 

fim os receptores D4c foram descritos como D4b, de acordo com a sequência proteica 

encontrada em diversos vertebrados (YAMAMOTO et al., 2015). Somado a isso, 

genes que ampliam a descrição para os receptores D4rs e D2l, ao passo que estão 

presentes em celacanto, tilápia, e gar, além do gênero Danio spp. e em outras 

linhagens de vertebrados (OPAZO et al., 2018), gerou a relação de que  ambos 

receptores não são específicos para osteíctes e pertencem a um ancestral comum 

(YAMAMOTO et al., 2015; OPAZO et al., 2018; FILIPPI et al., 2010). 

https://www.zotero.org/google-docs/?m4feEw
https://www.zotero.org/google-docs/?m4feEw
https://www.zotero.org/google-docs/?m4feEw
https://www.zotero.org/google-docs/?m4feEw
https://www.zotero.org/google-docs/?Plsfc9
https://www.zotero.org/google-docs/?Plsfc9
https://www.zotero.org/google-docs/?Plsfc9
https://www.zotero.org/google-docs/?vsFiMn
https://www.zotero.org/google-docs/?vsFiMn
https://www.zotero.org/google-docs/?vsFiMn
https://www.zotero.org/google-docs/?V5IiHy
https://www.zotero.org/google-docs/?V5IiHy
https://www.zotero.org/google-docs/?V5IiHy
https://www.zotero.org/google-docs/?V5IiHy
https://www.zotero.org/google-docs/?VovGaN
https://www.zotero.org/google-docs/?VovGaN
https://www.zotero.org/google-docs/?VovGaN
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?Wphdi7
https://www.zotero.org/google-docs/?da2icH
https://www.zotero.org/google-docs/?da2icH
https://www.zotero.org/google-docs/?da2icH
https://www.zotero.org/google-docs/?da2icH
https://www.zotero.org/google-docs/?7fghzj
https://www.zotero.org/google-docs/?7fghzj
https://www.zotero.org/google-docs/?7fghzj
https://www.zotero.org/google-docs/?OMExbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?OMExbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?OMExbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?VhNABy
https://www.zotero.org/google-docs/?VhNABy
https://www.zotero.org/google-docs/?VhNABy
https://www.zotero.org/google-docs/?lJv6ZS
https://www.zotero.org/google-docs/?lJv6ZS
https://www.zotero.org/google-docs/?lJv6ZS
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No intuito de produzir clareza em relação aos receptores em osteíctes, a 

descrição atual para ambas famílias de receptores em zebrafish são da seguinte 

forma; receptores do tipo-D1 - subtipos, (D1, D5, D6 e D7), e receptores tipo-D2 - (D2, 

D3, D4, D8, D9), de acordo com a prevalência genômica de quatro genes para os 

receptores do tipo-D1 e cinco genes para os receptores do tipo-D2, consolidando nove 

receptores em zebrafish. Apesar dessa nomenclatura não ser clara quanto sua 

classificação, a fisiologia e farmacologia de ambas famílias são preservadas 

evolutivamente em processos ortólogos e parálogos, tendo em si, um ancestral 

comum (YAMAMOTO et al., 2013; YAMAMOTO et al., 2015; OPAZO et al., 2018).   

3 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 

Estima-se que em 2030 os gastos com os impactos causados por transtornos 

mentais possam atingir cerca de $6.000.000.000 trilhões de dólares (BLOOM et al., 

2017). Além disso, os prejuízos também se somam a problemas sociais gerando 

complicados de interação e relacionamentos. Inúmeros transtornos psiquiátricos 

contêm sintomatologia multifuncional e com teor altamente debilitante, e evidências 

sustentam hipóteses de alterações dopaminérgicas e desenvolvimental relacionadas 

à diversos transtornos. Entretanto, durante a fase desenvolvimental do cérebro, pouco 

se sabe quais são os fatores que podem contribuir para o surgimento dessas 

patologias, sobretudo a participação da dopamina e o seu papel de sinalização nos 

estágios iniciais. A compreensão mais detalhada dos mecanismos moleculares da 

dopamina durante os estágios iniciais de desenvolvimento poderá acarretar na clareza 

a respeito dos transtornos neuropsiquiátricos que tem relação com o desbalanço 

desse neurotransmissor e criará meios e ferramentas para auxiliar na prevenção, 

diagnóstico e tratamento. Por fim, essa pesquisa busca compreender os pontos 

críticos do papel da dopamina em fases iniciais de desenvolvimento, no 

comportamento motor, utilizando a larva de zebrafish como modelo experimental. 

 

4 HIPOTESE 

  

A exposição crônica com dopamina, agonistas e antagonistas dopaminérgicos durante 

a janela desenvolvimental de 3 - 5 dpf, alteram o comportamento motor de larvas de 

zebrafish.  

https://www.zotero.org/google-docs/?hxqPdD
https://www.zotero.org/google-docs/?hxqPdD
https://www.zotero.org/google-docs/?hxqPdD
https://www.zotero.org/google-docs/?YRyupL
https://www.zotero.org/google-docs/?YRyupL
https://www.zotero.org/google-docs/?YRyupL
https://www.zotero.org/google-docs/?3P8ib7
https://www.zotero.org/google-docs/?3P8ib7
https://www.zotero.org/google-docs/?3P8ib7
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5 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o papel dos receptores dopaminérgicos, na janela desenvolvimental 3-5 dpf, 

no desenvolvimento do comportamento motor de larvas de zebrafish. Investigar se 

estas alterações são mantidas até o 7 dpf e se os efeitos são diferentes no ambiente 

claro e escuro. 

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1) Verificar se larvas de zebrafish expostas à dopamina, entre 3 e 5 dpf, apresentam 

alterações no comportamento motor em 5 e 7 dpf no claro e no escuro; 

2) Verificar se larvas de zebrafish expostas ao SKF–38393 (agonista de D1) ou ao 

SCH–23390 (antagonista de D1), entre 3 e 5 dpf, apresentam alterações no 

comportamento motor em 5 e 7 dpf no claro e no escuro; 

3) Verificar se larvas de zebrafish expostas ao Quinpirole (agonista de D2) ou ao 

Eticloprida (antagonista de D2), entre 3 e 5 dpf, apresentam alterações no 

comportamento motor em 5 e 7 dpf no claro e no escuro; 

 

 

 

Figura 6 - Desenho experimental 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 CUIDADOS GERAIS COM AS MATRIZES      

Zebrafish adultos foram mantidos em aquários de 10 litros (número de 

animais/área: 1 animal por litro) alimentados com ração floculada duas vezes ao dia e 

artêmia salina.  O biotério aquático do ICB- FURG apresenta um ciclo de claro/escuro 

de 12/12 h. O biotério foi mantido a temperatura 28 °C com Ph entre 7.0 a 7.3. Os 

experimento foram aprovados pelo comitê de ética e uso de animais da Universidade 

Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG - protocolo 16/2019) e da Universidade 

Federal do rio Grande do Sul (CEUA/FURG – protocolo P003/2019). 

    

5.1.1 Reprodução i. 

 

As reproduções iniciavam às 17h, 1h após alimentação, com intervalo de 48 

horas entre as reproduções obedecendo o repouso dos animais. As matrizes de 

reprodução, eram escolhidas de acordo com as condições ideais de fertilidade com 

idade superior a 1 (um) ano, não apresentando cegueira, edemas, hematomas, 

hemorragia e curvatura corporal anormal. Em seguida, as matrizes foram dispostas 

em aquários específicos para reprodução, ainda no biotério aquático, contendo agua 

do sistema com Ph entre 7.0 a 7.3, temperatura 28 °C na proporção de 2 (dois) 

machos para 1 (uma) fêmea (2:1), contendo armadilhas especializadas para captura 

e proteção dos ovos. No dia seguinte, às ±10h am, os casais foram devolvidos para 

os aquários matrizes e ovos depositados foram coletados. 

 

5.1.2 Coleta da desova e manutenção dos embriões ii.  

  

Após a transferência dos animais matrizes para seus aquários matrizes, os 

ovos depositados pelas fêmeas, foram coletados ainda no matutino através de um 

filtro de material flexível e lavados com água do sistema por 3 vezes para retida de 

dejetos, em seguida os ovos foram dispostos em uma placa de petri transparente com 

3 ml de água do sistema em um fundo escuro para facilitar a identificação. Utilizando 

um estereomicroscópio, os ovos foram contados e retirado ovos não fertilizados para 

um futuro descarte. Os ovos fecundados foram colocados em uma nova placa de petri 
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na quantidade máxima de 60 ovos por placa, contendo 3 ml de meio de embrião (E3) 

(5mM de NaCl, 0,17 mM de KCl, 0,33 mM de CaCl2 e 0,33 mM de MgSO4) para 

garantir o desenvolvimento sadio, contendo azul de metileno a 1% (10 ul: 1.000 ml de 

E3) com pH ideal entre 7.0 e 7.3 e mantidos em uma estufa com demanda bioquímica 

de oxigênio (B.O.D) a 280C, ciclo 12:12 por até 48 hpf.  Após 48 hpf, o E3 era 

renovado, retirados os ovos não fertilizados e os embriões inviáveis. Em seguida, era 

feita uma nova contagem para avaliar a qualidade da desova, bem como as matrizes 

utilizadas para reprodução, e retirada dos ovos e embriões inviáveis. 

  

5.1.3 Manutenção das larvas iii.   

As manutenções das larvas foram realizadas diariamente entre a eclosão que 

decorria entre 48 e 72 hpf. O E3 era renovado com ph ideal, sem azul de metileno, e 

os animais eram mantidos na B.O.D a 280C com ciclo 12:12 até o início da análise 

morfológica e tratamentos.  

 5.1.4 Analises morfológicas iv.   

As análises morfológicas das larvas foram realizadas na idade de 3 dpf. As 

larvas foram colocadas em uma placa de petri na quantidade de 10 larvas com 3 ml 

de E3, ph ideal 7.0 a 7.3, sem azul de metileno. Através de um estereoscópio, foram 

observadas as seguintes condições de bem-estar dos animais de acordo (OECD. 

Environment, Health and Safety Publications Series on Testing and Assessment 

mixtures. Environment Directorate. Paris; OECD; 2000; Zebrafish Information Network 

(Fig. 7). 
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Esquema ilustrativo das análises morfológicas qualitativas avaliados na larva de zebrafish em 

3 dpf. 

1. Encéfalo; foram observadas malformações no encéfalo; 

2. Olhos; foram observados tamanho dos olhos e coloração anormal;  

3. Coração; foram observados edemas e hemorragias;  

4. Vitelo; foram observados, edemas e lesões; 

5. Pigmentação; foram observados pigmentação anormal e distribuição de 

melanocitos; 

6. Sincronia do nado; durante observações de 5 min, foram observados nados em 

abas direções da placa e ausência de nado em espiral sem deslocamento; 

7. Curvatura corporal; foram observado curvatura corporal anormal e ausência de 

locomoção e tamanho de 3 mm;  

5.1.5 Exposição crônica e fármacos utilizados  

Os fármacos utilizados foram adquiridos pela Sigma Aldrich e as informações 

detalhadas sobre afinidade ao receptor, concentrações, código e descrição dos 

grupos estão disponíveis na tabela 2. As concentrações foram estabelecidas de 

acordo com (SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011). Os tratamentos crônicos 

2. Olhos    

6. Sincronia  

do nado 

Figura 7 - Representação da larva de zebrafish em 3 dpf 

https://www.zotero.org/google-docs/?Hw27pj
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tiveram duração de 2 (dois) dias e as soluções de trabalho foram preparadas a fresco 

diante de cada tratamento em local com pouca iluminação para evitar oxidação 

fotossensível das drogas. A troca das drogas foram realizadas a cada 24 horas no 

mesmo horário de início do primeiro dia. O início dos tratamentos ocorreu às 13h e 

foram realizados em uma placa 96 poços (semi skirted PCR, branca) no volume final 

de 200ul para os grupos tratados e 200 ul de E3 pH ideal para os grupos controle. As 

larvas foram expostas as soluções manuseadas gentilmente com uma pipeta de 

Pasteur, alocando uma larva em cada poço. Posteriormente, as placas foram 

envolvidas em papel alumínio, para evitar o contato luminoso e armazenadas na 

B.O.D a 280C com ciclo claro/escuro de 12:12. No segundo dia, as placas foram 

retiradas gentilmente da estufa para evitar atritos e quedas e o tratamento refeito nas 

mesmas condições do primeiro dia.  

Tabela 2. Informações das exposições e fármacos utilizados; continua 
 

Fármacos 

utilizados 

Código Concentração 

[    ] 

Receptores Grupos 

E3 _ _ _ CRTL 

DOPAMINA H8502 100µm Ago. tipo D1 / 

D2 

DA 

SKF – 38393 D047 10µm Ago. subtipo 

D1 

SKF 

QUINPIROLE Q102 10µm Ago. subtipo 

D2 

QUIN 
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Tabela 2. Informações dos tratamentos e fármacos utilizados; conclusão 
 

Fármacos 

utilizados  

Código Concentração  

[   ] 

Receptores Grupos 

SCH – 23390 D054 10µm Antago subtipo 

D1 

SCH 

ETICLOPRIDA E101 10µm Antago subtipo 

D2 

ETI 

Tabela 2. Informações sobre fármacos, códigos, concentração das exposições e grupos.  

5.1.6 Lavagem e manutenção das larvas pós tratamento 

Ao final do tratamento crônico de 2 dias, as larvas foram retiradas da estufa e 

submetidas a lavagem em E3, Ph e temperatura ideal. As larvas foram manuseadas 

gentilmente com a pipeta de Pasteur, e recolocadas nas placas de petri, uma a uma, 

sempre em uma nova placa contendo um novo E3 por um período de 3x. Em seguida, 

as larvas foram recolocadas em uma quarta placa de petri contendo meio E3 e 

novamente acondicionadas na B.O.D a 280C por um período de 2h para aumentar a 

diluição e lavagem pós exposição (Fig. 8). 

  

 

Figura 8 – Lavagem das larvas pós exposição   
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Esquema representativo da lavagem das larvas pós tratamento. 

 

5.1.7 Divisão dos grupos   

 

Após a lavagem, foi realizada a divisão dos grupos para dar início às análises 

comportamentais nas respectivas idades de 5 e 7 dpf. Todos os animais submetidos 

ao tratamento crônico sofreram as seguintes divisões; Todos os animais na idade de 

5 dpf foram divididos em seus grupos tratados e controle (Fig. 9 – Etapa 0). Em 

seguida, parte dos animais de 5 dpf foram imediatamente submetidos às análises 

comportamentais (Fig. 9 - Etapa 1 e 4). Uma segunda parte dos animais com 5 dpf, 

foram dispostas novamente na B.O.D em placas de petri separadas por grupo, 

contendo 10 ml de E3, Ph e temperatura ideal e iniciada a alimentação com paramécio 

(Paramecium sp. 1 ml para 50 larvas) 3x vezes ao dia com troca do E3 até a idade de 

7 dpf (Fig. 9 - Etapa 2). Finalmente, as larvas com 7 dpf foram submetidas as análises 

comportamentais nas mesmas condições dos animais de 5 dpf (Fig. 9 – Etapa 3 e 4). 

Todos os animais submetidos ao comportamento foram eutanasiadas a gelo -2 a -40C 

e acondicionadas para um futuro descarte.             
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Esquema representativo da divisão dos grupos após lavagem e comportamento. Etapa 0. 

Divisão dos grupos de acordo com o tratamento. Etapa 1. Parte das larvas na idade de 5 dpf 

foram submetidas às análises comportamentais imediatamente após a lavagem, nas 

condições de exposição a luz e escuro. Etapa 2. Parte das larvas com 5 dpf foram dispostas 

em placas de petri contendo E3 Ph e temperatura ideal e armazenadas na B.O.D a 280C e 

mantidas até a idade de 7 dpf. Etapa 3. Larvas na idade de 7 dpf foram submetidas ao 

comportamento nas condições de exposição a luz e escuro. Etapa 4. Visão da câmara interna 

(DanioVision chamber) com a placa de comportamento acoplada. Todas as larvas em ambas 

idades foram separadas nos grupos a seguir; larvas com E3 (CTRL), larvas tratadas 

cronicamente com dopamina (DA), larvas tratadas cronicamente SKF-38393 (SKF), larvas 

tratadas cronicamente com quinpirole (QUIN), larvas tratadas cronicamente SCH – 23390 

(SCH), larvas tratadas cronicamente com eticloprida (ETI).  

COMPORTAMENTO 

5 dpf  

B.O.D, tm 280c, ph 7.3 

Alimentação 3x dia 

6 5 7 dpf   

Grupos 

CTRL SKF SCH 

DA QUIN ETI 

Etapa 0 

Etapa 1 
 

 

 

Etapa 4 

Figura 9 – Divisão dos grupos  

Etapa 2 

Etapa 3 
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5.1.8 Análise do comportamento motor no escuro e exposição a luz 

 

A filmagem dos comportamentos teve início às 17 horas para ambas as idades 

de 5 e 7 dpf. As análises dos comportamentos motores foram; Latência para o primeiro 

episódio de movimento, episódio de movimento, duração cumulativa do episódio de 

movimento, distância total percorrida e velocidade média percorrida. As análises 

tiveram duração de 30 minutos e foram realizadas com o software (Noldus, EthoVision 

Danio Vision XT 11.5, câmara GigE, Blaser acA 1300 - 60 fps monocromática). Uma 

parte das larvas tratadas e controle nas respectivas idades de 5 e 7 dpf, foram 

colocadas gentilmente uma por well, com uma pipeta de Pasteur na placa de 

comportamento (square plate 96 well - DanioVision 12.4 x 8 cm, 12mm2 por well) com 

200 ul E3 com temperatura e ph ideal. Em seguida, a placa foi inserida na câmara de 

comportamento sem luz e configurado os parâmetros no software, ao passo que os 

animais habituavam em torno de 5 a 7 minutos. Para as análises do comportamento 

na condição de claro, foi utilizado uma lâmpada (LED DanioVision – lux 126). Em 

seguida, outra parte das larvas tratadas e controle, foram dispostas na placa de 

comportamento e inseridas na câmara e configurado os parâmetros no software, 

respeitando o mesmo período de habituação no ambiente iluminado.  Ao final de cada 

comportamento, as larvas eram eutanasiadas e armazenadas para um futuro 

descarte.  

 

5.1.9. Análise estatística  

 

Para as análises dos dados obtidos, foi utilizado o software SigmaPlot 12.5. Para 

a análise de comportamento motor entre os grupos controle e os grupos tratados para 

ambas condições de exposição a luz e escuro, foi aplicado o Teste-t two tailed para 

análises paramétrica e o teste Mann-Whitney U Statistic para análises não 

paramétricas. Para verificar as múltiplas comparações do comportamento motor entre 

todos os grupos tratados e controle somente nas condições de exposição a luz e 

escuro, foi aplicado o teste Kruskal-Wallis One Way on Ranks com Método de Dunn's 

para pós teste, indicado para analises não parametricas. Considerando a análise de 

diferença, para todos os testes, foi empregado a correção de normalidade (Shapiro 

wilk p<0,05) e a diferença estatística simbolizada como (*p < 0,05) significância de 
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95%.    

6 RESULTADOS 

6.1 ANÁLISES MORFOLÓGICAS  

Para compor a amostra das larvas que foram submetidas ao tratamento 

crônico, avaliamos as condições morfológicas apenas qualitativas apresentadas pelos 

animais em 3 dpf. Quanto a curvatura corporal, não observamos ocorrência de 

malformações e alterações de tamanho. Foi avaliado também a sincronia de nado das 

larvas, que exibiram movimentos espontâneos e intermitentes por curto período de 

tempo em ambas direções na placa de petri, por um período entre 10 e 20 minutos, o 

que é considerado saudável para os animais nesse período desenvolvimental. Quanto 

a avaliação do encéfalo, também não foram encontradas malformações. Os olhos 

apresentavam tamanho normal e coloração ideal. Quanto às análises cardíacas, não 

foram encontrados edemas pericárdicos e hemorragias. Os vitelos das larvas não 

exibiram edemas e se mantiveram anatomicamente saudáveis. E por fim, os somitos 

e melanocitos exibiram alto padrão de distribuição e se mantiveram bem delimitados 

(Fig 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larva de zebrafish com 3 dpf e as análises morfológicas avaliadas de acordo com OECD, 

2000 para composição da amostra experimental.  

 

Pigmentação  

Encéfalo 

Olhos 

Coração  

 

 

 

Figura 10 – Analises morfológicas   

Curvatura corporal 

Vitelo  
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6.1.1 Análise do comportamento motor 

   

Nessa abordagem, demonstramos os efeitos causados a partir da exposição 

crônica com os agonista (SKF-38393) e antagonista (SCH-23390) seletivos para 

receptores tipo-D1, e quinpirole e eticloprida como agonista e antagonista para os 

receptores tipo-D2 respectivamente. Avaliamos os seguintes parâmetros de 

comportamento motor; Distância total percorrida, velocidade média percorrida, 

número de episódios movimentos iniciados, latência para o primeiro episódio de 

movimento iniciado e duração cumulativa dos episódios de movimentos exibidos. 

Além disso avaliamos esses parâmetros no escuro e durante a exposição de luz e em 

seguida, se as alterações poderiam persistir até a idade de 7 dpf. 

 

6.1.2 Larvas de zebrafish com 5 e 7 dpf apresentam comportamento motor 

diferentes em ambientes claro e escuro  

 

6.1.1.2 Larvas de zebrafish com 5 dpf apresentam redução na latência para o primeiro 

episódio de movimento, no episódio de movimento e na duração cumulativa dos 

episódios de movimento: 

 

Para investigar se a presença de luz alteraria o comportamento motor de larvas 

de zebrafish, avaliamos as respostas dos parâmetros de comportamento motor nas 

condições de escuro e durante a exposição a luz em larvas com 5 e 7 dpf. Sendo 

assim, observamos que, para a latência do primeiro episódio de movimento, existe 

uma redução no grupo exposto à luz (Exp. Luz) quando comparado com o escuro 

(Esc) (p < 0,001) (Fig. 11.1a).  

Avaliamos o número de episódios de movimentos exibidos pelas larvas em 

ambas condições de escuro e exposição a luz e observamos que houve uma redução 

no grupo Exp. Luz quando comparado com o grupo no Esc (p< 0,001) (Fig. 11.1b).  

Quanto a duração cumulativa dos episódios de movimento, também 

observamos uma redução no grupo Exp. Luz quando comparado com o grupo no Esc 

(p < 0,001) (Fig. 11.1c).  
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Figura - 11.1a 
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Figura 11.1b                Figura 11.1c 

 

Figura 11.1a. Latência para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos 

nas condições de escuro e exposição a luz por larvas com 5 dpf. Figura 11.1b. Episódio de 

movimento (nº) exibida durante 30 minutos nas condições de escuro e exposição a luz por 

larvas com 5 dpf. Figura 11.1c. Duração cumulativa dos episódios de movimento (s) exibidos 

no escuro e durante a exposição a luz por larvas com 5 dpf. Mann-Whitney U Statistic (*p < 

0,05). Escuro (Esc), Exposição a luz (Exp. Luz). 

 

6.1.1.3 A distância total e velocidade média percorrida por larvas com 5 dpf no escuro 

é maior quando comparada a exposição a luz:  
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Exp. Luz quando comparado com o grupo no Esc (p < 0,001) (Fig. 11.1d) e a mesma 

diferença foi possível observar na velocidade média (p < 0,001) (Fig.11.1e).  

 

Figura 11.1d                      Figura 11.1e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.1d. Distância total percorrida (cm) exibida durante 30 minutos nas condições de 

escuro e exposição a luz por larvas com 5 dpf. Figura 11.1e. Velocidade média percorrida 

(cm/s) exibida durante 30 minutos nas condições de escuro e exposição a luz por larvas com 

5 dpf. Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). Escuro (Esc), Exposição a luz (Exp. Luz). 

 

6.1.1.4 Larvas com 7 dpf apresentam aumento de latência para o primeiro episódio de 

movimento mas redução nos outros parâmetros do comportamento motor em 

ambientes claros: 

 

Realizamos as mesmas análises à medida que os animais avançam no 

desenvolvimento. Por tanto, ao avaliar a latência para o primeiro episódio de 

movimento, ao contrário das larvas com 5 dpf, observamos um aumento na latência 

para o primeiro episódio de movimento em larvas com 7 dpf no claro em comparação 

ao escuro (p < 0,001) (Fig. 11.1f). 

Em relação aos outros parâmetros motores, observamos similaridade ao 

comportamento das larvas com 5 dpf. Larvas com 7 dpf tiveram uma redução no 

número de episódios de movimentos em ambiente claro (p < 0,001) (Fig. 11.1g). O 

mesmo foi observado em relação à duração cumulativa dos episódios de movimento 

(p < 0,001) (Fig. 11.1h). 
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Figura 11.1f 
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Figura 11.1g         Figura 11.1h 

 

Figura 11.1f. Latência para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos 

nas condições de escuro e exposição a luz por larvas com 7 dpf. Figura 11.1g. Episódio de 

movimento (nº) exibida durante 30 minutos nas condições de escuro e exposição a luz por 

larvas com 7 dpf. Figura 11.1h. Duração cumulativa dos episódios de movimento no escuro e 

a exposição a luz por larvar com 7 dpf. Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). Escuro (Esc), 

Exposição a luz (Exp. Luz).   
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6.1.1.5 Redução da distância total e velocidade média percorrida no claro por larvas 

com 7 dpf:  

 

Ao avaliarmos a distância total percorrida, observamos uma redução em larvas 

com 7 dpf no claro em comparação ao escuro (p < 0,001) (Fig. 11.1i). E finalmente, 

observamos uma redução da velocidade média em larvas no claro (p < 0,001) 

(Fig.11.1j). Os resultados para ambas idades e parâmetros, estão organizados em 

uma tabela (tab. 3). 

  

Figura 11.1i                 Figura 11.1j 

 

Figura 11.1i. Distância total percorrida (cm) exibida durante 30 minutos nas condições de 

escuro e exposição a luz por larvas com 7 dpf. Figura 11.1j. Velocidade média percorrida 

(cm/s) exibida durante 30 minutos nas condições de escuro e exposição a luz por larvas com 

7 dpf. Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). Escuro (Esc), Exposição a luz (Exp. luz). 

 

6.2.1 Alteração na sinalização dopaminérgica na janela 3-5 dpf através da 

exposição à agonistas e antagonistas de receptores dopaminérgicos 

específicos altera o comportamento motor de larvas 5 dpf de formas distintas;  

 

6.2.1.1 Antagonista de receptor D1 reduz a latência para o primeiro episódio de 

movimento em larvas com 5 dpf no escuro, mas não no claro: 

 

Ao avaliarmos os parâmetros motores de larvas com 5 dpf no escuro após 

exposição crônica à agonistas ou antagonistas de D1 ou D2 entre 3 e 5 dpf, 
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observamos uma redução na latência para o primeiro episódio de movimento nas 

larvas expostas ao SCH-23390 comparadas com as larvas controle, expostas ao SKF-

38393 e ao eticloprida (H = 19,440, p < 0,002) (Fig. 11.1k). Quando avaliamos os 

mesmos parâmetro durante a exposição a luz, observamos diferença entre os grupos 

expostos a dopamina comparado ao eticloprida (H = 11,155 p < 0,048) (Fig. 11.1L).  

Em seguida, comparamos os grupos tratados para ambas condições de claro 

e escuro, e observamos uma redução no tempo de latência para o primeiro movimento 

nas larvas expostas à dopamina (p < 0,009) e ao SKF-38393 (p < 0,001) no claro 

comparadas ao escuro (Fig. 11.1m).  

 

Figura 11.1k               Figura 11.1L 
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Figura 11.1m 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.1k. Latência para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos 

no escuro por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.1L. Latência para o primeiro 

episódio de movimento (s) exibida por larvas com 5 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, 

Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.1m. Latência 

para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos no escuro e no claro 

por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). Controle 

escuro (CRTL. Esc), Controle exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), 

dopamina exposição a luz (DA exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição 

a luz (SKF exp. luz), quinpirole escuro (QUIN esc), quinpirole claro (QUIN exp. luz), SCH-

23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro (ETI 

esc), eticloprida claro (ETI exp. luz). 

 

6.2.1.2 Exposição ao antagonista de D2 na janela desenvolvimental 3-5 dpf da larva 

de zebrafish diminui o número de episódios de movimento no escuro a 5 dpf:  

Larvas com 5 dpf expostas ao eticloprida apresentaram redução no número de 

episódios de movimento exibidos por larvas com 5 dpf no escuro, comparados com 

controle e dopamina. Observamos também uma redução no número de episódios de 

movimentos no escuro das larvas expostas ao quinpirole e ao eticloprida comparadas 

com as larvas expostas ao SCH 23390 (H = 33,340 p < 0,001) (Fig. 11.1n). Quando 

avaliamos os mesmos parâmetros no claro entre os grupos expostos aos agonistas e 

antagonistas, não observamos nenhuma diferença estatística (H = 8,498 p = 0,131) 
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(Fig. 11.1o). Ao compararmos os tratamentos em ambas condições de exposição a 

luz e escuro, encontramos uma redução no número de episódios de movimento das 

larvas no escuro quando expostas ao SKF-38393 (p < 0,001), ao quinpirole (p < 0,007) 

e ao SCH-23390 (p < 0,009) (Fig. 11.1p). 

   

Figura 11.1n               Figura 11.1o 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.1p 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.1n. Número de episódios de movimento (n0) exibido durante 30 minutos no escuro 

por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.1o. Número de episódios de movimento 

(n0) exibido durante 30 min por larvas com 5 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, Kruskal-

Wallis One Way on Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.1p. Número de 

episódios de movimento (n0) exibido durante 30 minutos no escuro e no claro por larvas com 

5 dpf Escuro

30 min

C
R
TL 

es
c

D
A
 e

sc

S
K
F e

sc

Q
U
IN

 e
sc

S
C
H
 e

sc

E
TI e

sc

E
p
is

ó
d
io

 d
e

 m
o

v
im

e
n
to

 (
n
0

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

*

*

*

*

n 19 n 42 n 42 n 34 n 13 n 17

30 min

C
rtl

  e
sc

C
rtl

  e
xp

. l
uz

D
A
 e

sc

D
A
 e

xp
. l
uz

S
K
F e

sc

S
K
F e

xp
. l
uz

Q
U
IN

 e
sc

Q
U
IN

 e
xp

. l
uz

S
C
H
 e

sc

S
C
H
 e

xp
. l
uz

E
TI e

sc

E
TI e

xp
. l
uz

E
p

is
ó
d

io
 d

e
 m

o
vi

m
e
n

to
 (

n
º )

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

5 dpf Escuro x Exp. luz

*
*

*

*

5 dpf Exp luz

30 min

C
R
TL 

E
xp

 lu
z

D
A
 E

xp
 lu

z

S
K
F E

xp
 lu

z

Q
U
IN

 E
xp

 lu
z

S
C
H
 E

xp
 lu

z

E
TI E

xp
 lu

z

E
p
is

ó
d
io

 m
o

v
im

e
n
to

 (
n
0

)
0

200

400

600

800

n 43 n 41 n 33 n 57 n 26 n 34



 

38 
 

5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05).  Controle escuro (CRTL. 

Esc), Controle exposição a luz (CRTL exp. Luz), dopamina escuro (DA. Esc), dopamina 

exposição a luz (DA exp. Luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, 

quinpirole escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. Luz), SCH-23390 escuro 

(SCH esc), SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. Luz), eticloprida escuro (ETI esc), 

eticloprida exposição a luz (ETI exp. Luz). 

 6.2.1.3 Larvas com 5dpf expostas ao agonista e ao antagonista de D2 apresentaram 

redução na duração cumulativa dos episódios de movimento:   

Ao avaliarmos a duração cumulativa dos episódios de movimento no escuro, 

observamos um redução nas lavas expostas ao eticloprida comparadas ao grupo 

controle, dopamina, quinpirole e SCH-23390 (H = 42,430 p < 0,001) (Fig. 11.1q). Por 

outro lado, somente as larvas expostas ao eticloprida tiveram alteração na duração 

cumulativa dos episódios de movimento avaliados no claro, com redução quando 

comparadas às larvas expostas à dopamina (H = 11,710 p < 0,039) (Fig. 11.1r). 

 Ao comparar os grupos no claro e no escuro, observamos uma redução na 

duração cumulativa dos episódios de movimento nas larvas avaliadas no claro dos 

grupos SKF-38393 (p < 0,001), quinpirole (p < 0,013) e SCH-23390 (p < 0,001) 

(Fig.11.1s).  

Figura 11.1q                         Figura 11.1r 

 

5 dpf - Escuro

30 min

C
R
TL 

es
c

D
A
 e

sc

S
K
F e

sc

Q
U
IN

 e
sc

S
C
H
 e

sc

E
TI e

sc

D
u
ra

ç
ã

o
 c

u
m

u
la

ti
v
a

  
e

p
is

ó
d
io

 m
o

v
. 

(s
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600
*

*

*

*

n 19 n 42 n 42 n 34 n 13 n 17

5 dpf Exp luz

30 min

C
R
T
L 

E
xp

 lu
z

D
A
 E

xp
 lu

z

S
K
F
 E

xp
 lu

z

Q
U
IN

 E
xp

 lu
z

S
C
H
 E

xp
 lu

z

E
T
I E

xp
 lu

z

0

100

200

300

400

500

600

700

D
u
ra

ç
ã

o
 c

u
m

u
la

ti
v
a

 e
p
is

ó
d
io

 m
o

v
. 
(s

)

*

n 43 n 41 n 33 n 57 n 26 n 34



 

39 
 

Figura 11.1s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.1q. Duração cumulativa dos episódios de movimento (s) exibido durante 30 minutos 

no escuro por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 10.1r. Duração cumulativa dos 

episódios de movimento (s) exibido durante 30 minutos por larvas com 5 dpf no claro tratadas 

entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 

10.1s. Duração cumulativa dos episódios de movimento (s) exibido durante 30 minutos no 

escuro e no claro por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney U Statistic (*p 

< 0,05).  Controle escuro (CRTL. Esc), Controle exposição a luz (CRTL exp. Luz), dopamina 

escuro (DA. Esc), dopamina exposição a luz (DA exp. Luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), 

SKF-38393 exposição a luz, quinpirole escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN 

exp. Luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. Luz), 

eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI exp. Luz). 

   

6.2.1.4 Larvas com 5 dpf expostas à dopamina e aos agonistas e antagonistas de D2 

do 3 ao 5 dpf apresentam redução da distância total percorrida no escuro:  

Avaliamos a distância total percorrida no escuro e observamos uma redução 

nas larvas com 5 dpf expostas à ao eticloprida comparado a dopamina, SCH 23390 e 

ao controle. As larvas expostas ao quinpirole apresentou uma redução quando 

comparada ao controle (H = 32,532 p < 0,001) (Fig. 11.1t).  

Ao avaliarmos a distância total percorrida no claro, não observamos nenhuma 

diferença estatística entre os grupos (H = 7,143, p = 0,210) (Fig. 11.1u). Ao 

*

*

*

5 dpf Escuro x Exp. luz

30 min

C
rtl
  e

sc

C
rtl
  e

xp
. l
uz

D
A
 e

sc

D
A
 e

xp
. l
uz

S
K
F e

sc

S
K
F e

xp
. l
uz

Q
U
IN

 e
sc

Q
U
IN

 e
xp

. l
uz

S
C
H
 e

sc

S
C
H
 e

xp
. l
uz

E
TI e

sc

E
TI e

xp
. l
uz

D
u
ra

ç
ã

o
 c

u
m

u
la

ti
v
a

 e
p
is

ó
d
io

 m
o

v
. 
(s

)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

* *

*

*



 

40 
 

compararmos os grupos claro e escuro, encontramos uma redução na distância total 

percorrida no escuro SKF-38393 (p < 0,001), quinpirole (p < 0,001), SCH-23390 (p < 

0,00000303), eticloprida (p < 0,011) e na distância total percorrida expostas à 

dopamina (p < 0,001) (Fig. 11.1v). 

 

Figura 11.1t               Figura 11.1u 
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Figura 11.1t. Distância total percorrida (cm) durante 30 minutos no escuro por larvas com 5 

dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.1u. Distância total percorrida (cm) durante 30 min por 

larvas com 5 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 

0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.1v. Distância total percorrida durante 30 minutos no 

escuro e durante a exposição a luz por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Mann-

Whitney U Statistic (*p < 0,05) e Test t two tailed (*p = < 0,05). Controle escuro (CRTL. Esc), 

Controle exposição a luz (CRTL exp. Luz), dopamina escuro (DA. Esc), dopamina exposição 

a luz (DA exp. Luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, quinpirole 

escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. Luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), 

SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. Luz), eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida 

exposição a luz (ETI exp. Luz). 

 

6.2.1.5 Larvas com 5 dpf expostas ao agonista ou ao antagonista do D2 entre 3-5 dpf 

apresentam redução da velocidade média no escuro: 

Identificamos uma redução da velocidade média no escuro das larvas com 5 

dpf dos grupos quinpirole e eticloprida quando comparadas ao controle. Observamos 

também uma redução na velocidade média das larvas do grupo eticloprida comparada 

com o grupo SCH-23390 (H = 27,863, p < 0,001) (Fig. 11.1w). Não observamos 

nenhuma diferença estatística entre os grupos na condição de claro (H = 4,742, p = 

0,448) (Fig. 11.1x).  

Quando comparamos a velocidade média dos grupos no claro e no escuro 

observamos uma redução no comportamento no claro das larvas dos grupos expostos 

à dopamina (p < 0,001), ao SKF-38393 (p < 0,001), quinpirole (p < 0,001), SCH-23390 

(p < 0,00000657) (Fig. 11.1y).  
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Figura 11.1w              Figura 11.1x 
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Figura 11.1w. Velocidade média percorrida (cm/s) durante 30 minutos no escuro por larvas 

com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.1x. Velocidade média percorrida (cm/s) durante 

30 min por larvas com 5 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on 

Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.1y. Velocidade média percorrida durante 

30 minutos no escuro e no claro por larvas com 5 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney 

U Statistic (*p < 0,05) e Test t two tailed (*p = < 0,05). Controle no escuro (CRTL. Esc), Controle 

exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), dopamina exposição a luz (DA 

5 dpf Escuro

30 min

C
R
T
L 

es
c

D
A
 e

sc

S
K
F
 e

sc

Q
U
IN

 e
sc

S
C
H
 e

sc

E
T
I e

sc

V
e

lo
c
id

a
d
e

 m
é

d
ia

 (
c
m

/s
)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5
*

*

*

*

n 19 n 42 n 42 n 33 n 13 n 17

5 dpf Exp luz

30 min

C
R
T
L 
E
xp

 lu
z

D
A
 E

xp
 lu

z

S
K
F
 E

xp
 lu

z

Q
U
IN

 E
xp

 lu
z

S
C
H
 E

xp
 lu

z

E
T
I E

xp
 lu

z

V
e

lo
c
id

a
d
e

 m
é

d
ia

 (
c
m

/s
)

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

n 43 n 41 n 33 n 57 n 26 n 34

C
rtl
  e

sc

C
rtl
  e

xp
. l
uz

D
A
 e

sc

D
A
 e

xp
. l
uz

S
K
F e

sc

S
K
F e

xp
. l
uz

Q
U
IN

 e
sc

Q
U
IN

 e
xp

. l
uz

S
C
H
 e

sc

S
C
H
 e

xp
. l
uz

E
TI
 e

sc

E
TI
 e

xp
. l
uz

V
e

lo
c
id

a
d
e

 m
é

d
ia

 (
c
m

/s
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

30 min

5 dpf Escuro x Exp. luz

* *

*

* *



 

43 
 

exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, quinpirole escuro (QUIN 

esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 

exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI 

exp. luz).  

 

6.3.1 Exposição de larvas de zebrafish a agonistas e antagonistas de receptores 

dopaminérgicos D1 ou D2, entre 3 e 5 dpf, altera parâmetros do comportamento 

motor aos 7 dpf de formas distintas no claro e no escuro 

 

6.3.1.1 A exposição a agonista de D1 ou de D2 entre 3 e 5 dpf aumenta a latência 

para o primeiro episódio de movimento em larvas com 7 dpf no escuro: 

Comparadas ao grupo controle, observamos aumento na latência para o 

primeiro episódio de movimento no escuro em larvas com 7 dpf, previamente expostas 

com SKF-38393 e quinpirole entre 3 e 5 dpf. Os mesmos grupos apresentaram 

aumento na latência para o primeiro episódio de movimento quando comparados ao 

grupo exposto à dopamina. Finalmente, observamos um aumento na latência nas 

lavas expostas ao SKF-38393 comparadas ao grupo SCH-23390, e das larvas 

expostas ao quinpirole comparadas ao grupo eticloprida (H = 44,734, p < 0,001) (Fig. 

11.2a).  

Não observamos diferenças entre os grupos quando a análise da latência para 

o primeiro episódio de movimento é realizada no claro (H = 4,652, p < 0,460) (Fig. 

11.2b). Ao compararmos os grupos analisados no claro e no escuro, observamos que 

as larvas expostas à dopamina (p < 0,009), SCH-23390 (p < 0,001) ou eticloprida (p < 

0,003) apresentaram aumento na latência. De outra forma, somente as larvas larvas 

expostas ao SKF-38393 (p < 0,001) apresentaram redução na latência para o primeiro 

episódio de movimento no claro (Fig. 11.2c).    



 

44 
 

Figura 11.2a         Figura 11.2b 

  

Figura 11.2c 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2a. Latência para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos 

no escuro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.2b. Latência para o primeiro 

episódio de movimento (s) exibida por larvas com 7 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, 

Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.2c. Latência 

para o primeiro episódio de movimento (s) exibida durante 30 minutos no escuro e no claro 

por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). Controle 

escuro (CRTL. Esc), Controle exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), 
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dopamina exposição a luz (DA exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição 

a luz (SKF exp. luz), quinpirole escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), 

SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro 

(ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI exp. luz). 

 

6.3.1.2 Larvas com 7 dpf expostas ao agonista de D1 entre 3 e 5 dpf, apresentam 

redução no número de episódios de movimento:  

Não observamos alterações no número de episódios de movimento entre os 

grupos quando analisados no claro (H = 10,656, p = 0,059) (Fig. 11.2d). De outra 

forma, encontramos uma redução no número de episódios de movimento em lavas 

expostas ao SKF 38393 comparada ao SCH 23390 na condição de escuro (H = 

19,107, p < 0,002) (Fig. 11.2e). No entanto, ao comparar as análises comportamentais 

no claro e no escuro dos grupos, encontramos uma redução no número de episódios 

de movimento no claro nas larvas expostas à dopamina (p < 0,001), ao quinpirole (p 

< 0,023) ao SCH-23390 (p < 1,486E-017) e ao eticloprida (p < 0,001) (Fig. 11.2f).  

 

Figura 11.2d               Figura 11.2e 
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Figura 11.2f 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2d. Episódio de movimento (no) exibida durante 30 minutos no escuro por larvas 

com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.2e. Episódio de movimento (no) exibida durante 

30 minutos por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf no claro, Kruskal-Wallis One Way on 

Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.2f. Episódio de movimento (n0) exibida 

30 minutos no escuro e no claro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney 

U Statistic (*p < 0,05) e Test t two tailed (*p = < 0,05). Controle escuro (CRTL. Esc), Controle 

exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), dopamina exposição a luz (DA 

exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, quinpirole escuro (QUIN 

esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 

exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI 

exp. luz).   

 

6.3.1.3 Larvas expostas aos agonistas de D1 e D2 entre 3 e 5 dpf apresentam redução 

na duração cumulativa dos episódios de movimento com 7 dpf no escuro:  

As larvas expostas ao quinpirole entre 3 e 5 dpf apresentaram diminuição na 

duração cumulativa dos episódios de movimentos ao 7dpf no escuro, quando 

comparadas aos grupos controle, dopamina e eticloprida. Observamos também uma 

redução na duração cumulativa dos episódios de movimentos no escuro nas larvas 

expostas ao SKF-38393 quando comparadas aos grupos dopamina e SCH-23390 (H 
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= 55,531, p < 0,001) (Fig. 11.2g). Ao avaliarmos a duração cumulativa dos episódios 

de movimento no claro, não encontramos nenhuma diferença entre os grupos (H 

=10,721, p < 0,057) (Fig. 11.2h).  

Entretanto ao compararmos a duração cumulativa no claro e no escuro, 

observamos uma redução no claro das larvas expostas à dopamina (p < 0,001), ao 

SCH-23390 (p < 0,001) ou ao eticloprida (p < 0,001). As larvas expostas ao SKF-

38393 (p < 0,002) e ao quinpirole (p < 0,004) apresentaram redução da duração 

cumulativa quando avaliadas no claro (Fig. 11.2i). 

 

Figura 11.2g               Figura 11.2h 
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Figura 11.2i 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2g. Duração cumulativa dos episódios de movimento (s) exibida durante 30 minutos 

no escuro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.2h. Duração cumulativa dos 

episódios de movimento (s) exibida durante 30 min por larvas com 7 dpf no claro tratadas 

entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 

11.2i. Duração cumulativa dos episódios de movimento (s) exibida 30 minutos no escuro e no 

claro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney U Statistic (*p < 0,05). 

Controle escuro (CRTL. Esc), Controle exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro 

(DA. esc), dopamina exposição a luz (DA exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 

exposição a luz, quinpirole escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), 

SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro 

(ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI exp. luz). 

 

6.3.1.4 Larvas expostas ao agonista de receptores D1 ou D2 entre 3 e 5 dpf 

apresentaram diminuição na distância total percorrida no escuro aos 7 dpf:  

Ao avaliarmos a distância total percorrida no escuro em larvas com 7 dpf, 

observamos uma redução nas larvas expostas ao quinpirole comparadas com os 

grupos controle, dopamina e eticloprida. Também observamos uma redução nas 

larvas expostas ao SKF-38393 quando comparadas com o grupo SCH-23390 (H = 

34,662 p < 0,001) (Fig. 11.2j). Quanto a distância total percorrida por larvas com 7 dpf 

no claro, não observamos redução nas larvas (H = 10,783, p = 0,054) (Fig. 11.2k).  

Adicionalmente, quando comparamos os tratamentos nas condições claro e 

*

*

*

*

*

*

7 dpf Escuro x Exp. luz

30 min

C
rtl
  e

sc

C
rtl
  e

xp
. l
uz

D
A
 e

sc

D
A
 e

xp
. l
uz

S
K
F e

sc

S
K
F e

xp
. l
uz

Q
U
IN

 e
sc

Q
U
IN

 e
xp

. l
uz

S
C
H
 e

sc

S
C
H
 e

xp
. l
uz

E
TI e

sc

E
TI e

xp
. l
uz

D
u
ra

ç
ã

o
 c

u
m

u
la

ti
v
a

 e
p
is

ó
d
io

 m
o

v
. 

(s
)

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

**

*

*

* *



 

49 
 

escuro, observamos uma redução na distância total percorrida no claro nos grupos 

dopamina (p < 0,001), SKF-38393 (p < 0,002), quinpirole (p < 0,002), SCH-23390 (p 

< 0,001) e eticloprida (p < 0,001) (Fig. 11.2L).     

Figura 11.2j                Figura 11.2k 
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Figura 11.2j. Distância total percorrida (cm) durante 30 minutos no escuro por larvas com 7 

dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 11.2k. Distância total percorrida (cm) durante 30 min por 

larvas com 7 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on Ranks (*p < 

0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 11.2L. Distância total percorrida durante 30 minutos no 

escuro e no claro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-Whitney U Statistic (*p 
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< 0,05) e Test t two tailed (*p = < 0,05). Controle escuro (CRTL. Esc), Controle exposição a 

luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), dopamina exposição a luz (DA exp. luz), 

SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, quinpirole escuro (QUIN esc), 

quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), SCH- 23390 

exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida exposição a luz (ETI 

exp. luz). 

 

6.1.3.5 A velocidade média de larvas com 7 dpf no escuro é menor nas larvas expostas 

aos agonistas de D1 ou de D2 entre 3 e 5 dpf:  

No parâmetro de velocidade média no escuro, observamos uma redução nas 

larvas expostas ao quinpirole comparadas aos grupos controle, dopamina e 

eticloprida. Também observamos redução da velocidade média nas larvas com 7 dpf 

expostas ao SKF-38393 quando comparadas com os grupos dopamina e SCH-23390 

(H = 38,629 p < 0,001) (Fig. 11.2m). No claro, não observamos nenhuma diferença 

estatística entre os grupos (H = 12,144, p < 0,033) (Fig. 11.2n).  

Quando comparamos os grupos em ambas condições de claro e escuro, 

encontramos redução de velocidade média analisada no claro dos grupos dopamina 

(p < 0,001), SKF-38393 (p < 0,002), quinpirole (p < 0,003), SCH-23390 (p < 0,001) ou 

eticloprida (p < 0,001) (Fig. 11.2o). O resumo dos reestudados e a alterações 

comportamentais para ambas idades na condição do ambiente iluminado e escuro, 

estão disponíveis na tabela 4.      
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Figura 11.2m       Figura 11.2n 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.2o 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.2m. Velocidade média percorrida (cm/s) durante 30 minutos no escuro por larvas 

com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf. Figura 10.2n. Velocidade média percorrida (cm/s) durante 

30 min por larvas com 7 dpf no claro tratadas entre 3 e 5 dpf, Kruskal-Wallis One Way on 

Ranks (*p < 0,05) Método Dunn's pós hoc. Figura 10.2o. Velocidade média (cm/s) percorrida 

durante 30 minutos no escuro e no claro por larvas com 7 dpf tratadas entre 3 e 5 dpf, Mann-

Whitney U Statistic (*p < 0,05) e Test t two tailed (*p = < 0,05). Controle escuro (CRTL. Esc), 

Controle exposição a luz (CRTL exp. luz), dopamina escuro (DA. esc), dopamina exposição a 
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luz (DA exp. luz), SKF-38393 escuro (SKF. Esc), SKF-38393 exposição a luz, quinpirole 

escuro (QUIN esc), quinpirole exposição a luz (QUIN exp. luz), SCH-23390 escuro (SCH esc), 

SCH- 23390 exposição a luz (SCH exp. luz), eticloprida escuro (ETI esc), eticloprida exposição 

a luz (ETI exp. luz).  

 

Tabela 3 – Resultados entre os grupos para a condição de exposição a luz e escuro 
 

 

Grupos controle 

Latência 

primeiro 

episódio mov. 

(s) 

Episódio 

movimento 

(s) 

Duração 

cumulativa 

episódio mov. 

(s) 

Distância 

total (cm) 

Velocidade 

média (cm/s) 

 

Exp. luz 5 dpf p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

Exp. luz 7 dpf p < 0,001  p < 0,001  p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001  

Tabela. Resultados dos grupos controles e os parâmetros de locomoção no escuro e 

exposição a luz.  
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Tabela 4 – Resultados entre os grupos e condições de claro e escuro 
 

 

Parâmetro  

locomotor 

 

Idade 

 

 

Condição do 

ambiente 

 

Valor p 

 

Claro  

x 

Escuro 

 

Grupo 

 

Valor p 

 

Latência primeiro 

episódio mov. (s) 

 

 

 

 

5 dpf 

 

 

5 dpf 

 

 

7 dpf 

 

 

7 dpf 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

< 0,048 

 

 

< 0,002 

 

 

0,460 

 

 

< 0,001 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

DA 

Exp. luz 

 

SKF  

Exp. luz 

 

DA 

Exp. luz 

 

SCH  

Exp. luz 

 

ETI  

Exp. luz  

 

SKF  

Exp. luz 

 

< 0,009 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0, 009 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,003 

 

 

< 0,001 

 

 

 

 

Episódio de 

movimento (n0) 

 

5 dpf 

 

 

5 dpf 

 

 

 

 

 

7 dpf 

 

 

7 dpf 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

0,131 

 

 

< 0,001 

 

 

 

 

 

0,059 

 

 

< 0,002 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

SKF  

Exp. luz 

 

QUIN  

Exp. luz 

 

SCH 

EXP. luz  

 

DA 

EXP. luz  

 

QUIN 

Exp. luz 

 

SCH  

Exp. luz  

 

ETI  

Exp. luz   

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,007 

 

 

< 0,009 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,023 

 

 

p < 

1,486E-

017 

 

< 0,001 
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Duração cumulativa 

episódio mov. (s) 

 

5 dpf 

 

 

5 dpf 

 

 

7 dpf 

 

 

7 dpf 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

< 0,039 

 

 

< 0,001 

 

 

<0,034 

 

 

< 0,001 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

SKF  

Exp. luz  

 

QUIN  

Exp. luz 

 

SCH  

Exp. luz  

 

DA  

Exp. luz 

 

SCH  

Exp. luz  

 

ETI  

Exp. luz   

 

SKF  

Exp. luz 

 

QUIN  

Exp. luz 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,013 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,002 

 

 

< 0,004 
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Distância total 

percorrida (cm) 

 

 

5 dpf 

 

 

5 dpf 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 dpf 

 

 

7 dpf 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

0,210 

 

 

< 0,001 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,054 

 

 

< 0,001 

 

 

 

 

 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

SKF 

Exp. luz 

 

QUIN 

Exp. luz 

 

SCH 

Exp. luz 

 

ETI 

Exp. luz 

 

DA 

Exp. luz 

 

SKF 

Exp. luz 

 

SCH  

Exp. luz 

  

DA 

Exp. luz 

 

QUIN  

Exp. luz  

 

ETI  

Exp. luz 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 

0,000003

03 

 

< 0,011 

 

< 0,001 

 

 

< 0,002 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,002 

 

 

< 0,001 
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Velocidade média 

(cm/s) 

5 dpf 

 

 

5 dpf 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 dpf 

 

 

7 dpf 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

 

 

 

 

 

 

 

Claro 

 

 

Escuro 

 

0,448 

 

 

< 0,001 

 

 

 

 

 

 

 

 

< 0,010 

 

 

< 0,001 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

 

 

Claro 

QUIN 

Exp. luz 

 

SCH 

Exp. luz 

 

DA 

Exp. luz 

 

SKF 

Exp. luz 

 

ETI 

Exp. luz 

 

DA 

Exp. luz 

 

SKF 

Exp. luz 

 

QUIN 

Exp. luz 

 

SCH 

Exp. luz 

< 0,001 

 

 

p < 

0,000006

57 

 

< 0,001 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,001 

 

 

< 0,002 

 

 

< 0,003 

 

 

< 0,001 

Tabela 4 – Tabela de resultados entre os grupos tratados para ambas idades de 5 e 7 dpf 

na condição de claro e escuro. 

 

7 DISCUSSÃO 

Em um trabalho anterior do nosso grupo demonstraram que a exposição das 

larvas à dopamina e ao agonista dopaminérgico para os receptores do D2, durante a 

janela desenvolvimental de 3-5 dpf, reduz tanto o número de neurônios GABAérgicos 

quanto o número de movimentos iniciados em larvas com 5 dpf (SOUZA; ROMANO-

SILVA; TROPEPE, 2011). Em outro trabalho, foi observado que a redução dos níveis 

de DARPP-32 nas larvas através de morpholinos também reduzem o número de 

neurônios GABAérgicos e do número de comportamentos iniciados (Souza et al. 

Submetido). Em um trabalho recente, foi observado novamente que a exposição à 

dopamina na mesma janela desenvolvimental reduz parâmetros do comportamento 

motor, os quais se mantém alterados até o 14 dpf (DE SOUZA LIMA et al., 2020). O 

objetivo deste trabalho foi investigar o papel dos receptores D1 e D2, na janela 

https://www.zotero.org/google-docs/?1U2n7P
https://www.zotero.org/google-docs/?1U2n7P
https://www.zotero.org/google-docs/?1U2n7P
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desenvolvimental 3 a 5 dpf, no desenvolvimento do comportamento motor das larvas 

de zebrafish.  Avaliamos diversos parâmetros do comportamento motor como 

distância total percorrida, velocidade média, número de movimentos iniciados, latência 

para o primeiro episódio de movimento iniciado e duração cumulativa dos episódios 

de movimentos exibidos. Também investigamos o comportamento motor no claro e no 

escuro. Em seguida, avaliamos se os parâmetros observados persistiriam até a idade 

de 7 dpf. 

Inicialmente, testamos se a luminosidade (ambiente claro ou escuro) teria 

influência no comportamento motor. É sabido que larvas com 5 dpf reduzem a 

locomoção nas condições de exposição à luz e aumentam gradativamente. Na idade 

entre 7 e 14 dpf, elas exibem fototaxia a luz e aumentam a locomoção durante o 

estímulo luminoso, em decorrência da resposta exploratória a medida que os animais 

avançam no desenvolvimento (BROCKERHOFF et al., 1995; ORGER; BAIER, 2005).  

De acordo com nossos resultados, encontramos uma diferença em todos os 

grupos observados em todos os parâmetros avaliados em ambas idades de 5 e 7 dpf. 

Portanto, podemos concluir que o ambiente iluminado foi suficiente para alterar o 

comportamento moro das larvas, sugerindo alteração no comportamento motivacional 

principalmente para os animais na idade de 7 dpf, uma vez que o componente 

exploratório nessa idade desenvolvimental é requerido.  

Em seguida, avaliamos a exposição aos agonistas ou antagonistas de D1 e D2 

entre 3 e 5dpf alteraria o comportamento motor em larvas no claro. Observamos que 

para idade de 5 dpf, houve uma diferença entre os grupos DA e ETI no parâmetro de 

duração cumulativa de episódio de movimento. Já para a idade de 7 dpf, observamos 

uma diferença entre os grupos SKF e SCH no parâmetro de distância total percorrida 

e uma diferença entre os grupos tratados cronicamente com DA, SCH e SKF para a 

velocidade média. No entanto, nos demais parâmetros e idades avaliados, não 

encontramos nenhuma diferença estatística. Quando comparamos os grupos tratados 

em ambas condições de exposição a luz e ao escuro, encontramos uma diferença em 

diversos parâmetros motores, em que os animais tratados expostos ao estímulo 

luminoso apresentaram redução do comportamento motor em relação aos animais 

tratados no escuro. Nossos resultados são contrários aos trabalhos anteriores que 

sugerem que a claridade aumenta a atividade exploratória. É possível que um 
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fenômeno aversivo foi gerando na condição de exposição a luz, em sintonia com o 

congelamento exibido pelos animais durante todo período de análise. De acordo com 

essa observação, sugerimos que o tratamento com agentes farmacológicos de 

natureza ansiolíticas poderiam reverter o efeito e confirmar essas hipóteses. Ainda 

assim, discutimos também, a participação da formação do sistema visual do zebrafish, 

ao passo que o sistema catecolaminérgico e altamente preservado em relação aos 

mamíferos (TAY et al., 2011). Portanto, é possível que durante o tratamento ocorreram 

alterações na formação do circuito visual induzindo respostas distintas durante o 

estímulo luminoso. 

De acordo com nossos resultados, foi possível observar que as larvas expostas 

aos agonistas e antagonistas dopaminérgicos exibiram alterações motoras na 

condição de escuro, predominantemente na idade de 5 dpf. Dessa forma, podemos 

inferir que as alterações no comportamento motor da larva aos 5 dpf ocorre através 

da mudança de disponibilidade de receptores e uma possível alteração na formação 

de circuitos, uma vez que o estímulo foi realizado durante a formação do sistema 

dopaminérgico estabelecido aproximadamente em 5 dpf (SCHWEITZER; DRIEVER, 

2009; TAY et al., 2011; HAEHNEL-TAGUCHI et al., 20 18). Ainda assim, esse achado 

corroboram cos resultados encontrados por nosso grupo, demonstrando a influência 

da dopamina na redução do números de episódios de movimentos iniciados e 

neurônios GABAérgicos (SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011), distância total 

percorrida, velocidade média e tempo em movimento/por episódio de movimento 

durante 5 min e 30 min em larvas com 5 dpf quando tratadas com quinpirole e 

dopamina (DE SOUZA LIMA et al., 2020).   

Ao avaliarmos os comportamentos nos parâmetros isolados no escuro, 

observamos que para a latência do primeiro episódio de movimento no escuro, houve 

uma redução no tempo para o início do movimento do grupo SCH em relação ao grupo 

ETI, sugerindo uma participação antagônica dos receptores tipo-D2 em relação aos 

receptores tipo-D1, inferindo que, para o início do movimento, a influência da 

dopamina sob os receptores tipo-D1 é requerida. Somado a isso, houve também, uma 

diferença do grupo SCH em relação ao controle e o grupo SKF, o que poderia 

corresponder que, durante o tratamento crônico, a privação da dopamina endógena 

aos receptores D1, gerou indisponibilidade desses receptores, que após a lavagem, a 
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atividade responsiva à dopamina reduziu consideravelmente a latência para o primeiro 

episódio de movimento. Seguidamente, quando avaliamos o número de episódios de 

movimento exibido por larvas com 5 dpf no escuro, observamos que a redução do 

grupo e ETI em relação ao CRTL e DA, revela novamente a participação dos 

receptores tipo-D2 no número de episódios de movimento exibidos pela larva. Além 

disso, a redução entre os grupos QUIN e SKF sugere que durante essa janela 

desenvolvimental existe maior densidade de receptores tipo-D2 ao passo que o 

tratamento crônico com ambos agonistas e antagonista foram mais responsivos para 

essa classe de receptores. Portanto, métodos de biotinilação de receptores poderão 

confirmar essas hipóteses.  

A duração cumulativa dos episódios de movimento consiste no tempo gasto em 

segundos por cada animal entre o início de um episódio e o fim. De acordo esse 

parâmetro, a diferença observada na redução da duração cumulativa dos episódios 

de movimento exibida pelo grupo ETI em relação aos grupos QUIN e SCH demonstra 

a consistência de ausência dos receptores tipo-D2 para a manutenção no aumento do 

comportamento motor. Somado a isso, observamos também uma diferença entre os 

grupos SKF e CRTL em relação ao grupo QUIN. Contudo, esse parâmetro revela uma 

importante diferença na velocidade entre um episódio de movimento e o seu fim, ao 

passo que o grupo ETI exibe um aumento na velocidade entre os episódios quando 

avaliado a duração cumulativa. Isso sugere que, apesar da redução do controle motor 

mediado pelos receptores tipo-D2 quanto ao número de episódios de movimento, a 

participação desse mecanismo é requerida para sustentar a velocidade entre um 

episódio e outro. Entretanto, ao avaliamos a velocidade média percorrida pelas larvas 

com 5 dpf no escuro, observamos que houve uma redução do grupo ETI comparado 

SCH e a mesma redução também foi observada para os grupos QUIN comparado ao 

SKF, novamente demostrando a participação dos receptores tipo-D2 e a participação 

dessa classe para sustentar a velocidade média avaliada dentro do tempo total 

percorrido. Outro parâmetro que corrobora com esses resultados, e a distância total 

percorrida, ao passo que o grupo DA reduziu a distância total em relação ao controle, 

e o grupo ETI exibiu novamente redução entre os grupos SCH e CRTL, e o grupo 

QUIN em relação ao SKF e CRTL. De fato, esse parâmetro tem sido reportado em 

trabalhos do nosso grupo, demostrando que durante a estimulação aguda (5 min) e 

crônica (48h) com dopamina e quinpirole induziram redução do comportamento motor, 
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quando avaliado a distância total percorrida, em 42% e 34% respectivamente (LIMA 

et al., 2020).  

Outros trabalhos têm reportado um efeito antagônico comparado aos nossos 

resultados mediados pelos receptores tipo-D2, nesse mesmo parâmetro avaliado, o 

tratamento com quinpirole em doses entre 5 uM e 16uM, gera hiperatividade de forma 

dose dependente nas condições de claro e escuro na idade de 6 dpf quando 

administrada de forma aguda (IRONS et al., 2013). Porém, é importante ressaltar que 

na idade de 6 dpf existe uma completa formação do sistema dopaminérgico, que 

possivelmente gera um balanço excitatório e inibitório que modulam esses efeitos. Em 

contraste, nossos resultados demonstram a estimulação durante a gênese do sistema 

dopaminérgico e ampliam a participação dos receptores tipo-D2 até a fase final de 

formação na idade de 5 dpf. Além disso, a redução observada no grupo tratado 

cronicamente com o quinpirole (SÓVÁGÓ et al., 2005) permite discutir a possível 

existência das isoformas dos receptores DS2 presentes nessa idade de formação e 

podem contribuir para geração na redução de dopamina, uma vez que a ativação 

dessa isoforma nos terminais pre sinápticos inibem a liberação desse 

neurotransmissor (MISSALE et al., 1998; VAN DER WEIDE et al., 1988). Porém, 

trabalhos subsequentes a fim de verificar a presença dessas isoformas em ambos 

terminais sinápticos no zebrafish são requeridos. De outra forma, a redução da 

locomoção com estímulo de quinpirole pode ser atribuída a redução de segundos 

mensageiros mediados pela inibição da AC (MISSALE et al., 1998). Somado a isso, a 

desfosforilação da proteína Akt no resíduo Thr308 e GSK3β na larva em 5 dpf 

concomitante a redução no número de episódios de movimento quando tratadas com 

quinpirole (SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011). Outro fator importante a 

considerar é a participação dos receptores D3. Kolasiewicz e colaboradores (2008), 

demonstraram redução da distância total percorrida em ratos tratados com agonista 

seletivo para esse receptor de forma dose dependente, sendo assim, é possível que 

atividade do quinpirole também atinge o mecanismo funcional dos receptores D3 e 

contribuem para a redução do comportamento motor (KOLASIEWICZ; MAJ; 

OSSOWSKA, 2008). 

A respeito da redução mediada pelos antagonistas dos receptores tipo-D2 tem 

sido bem caracterizada. Antagonistas de outra natureza exercem alterações na 
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redução do comportamento motor em diversos modelos experimentais (CHOI et al., 

2009; KING; BURKE; LUCAS, 1995). Irons e colaboradores (2013) demonstraram que 

o estímulo com haloperidol em larvas com 6 dpf (antagonistas tipo-D2) em doses 

intermediárias induzem hipolocomoção na distância total percorrida no escuro de 

forma dose dependente, e o efeito é completamente abolido em doses elevadas 

(IRONS et al., 2013). Adicionalmente, o tratamento com antagonista para receptores 

tipo-D2 não seletivo (butaclamol) induziram os mesmos efeitos comparados ao 

haloperidol (IRONS et al., 2013). Em outro trabalho, o estímulo com d-anfetamina em 

larvas com 5 dpf induziram efeitos bifásicos de aumento e diminuição da locomoção 

de forma dose dependente e somente hipolocomoção quando tratadas com cocaína 

de forma dose dependente (IRONS et al., 2010). Entretanto, em um trabalho recente, 

Oliveri e colaboradores (2019) demonstraram que em pequenas doses com 

haloperidol ocorre uma hiperatividade em larvas com 6 dpf tratadas a partir de 5 hpf a 

5 dpf. Contudo, neste trabalho, foram avaliadas linhagens distintas (AB* e 5D). As 

linhagens originais A e B geram embriões haploides que são submetidos ao 

cruzamento com machos não selecionados para formação do genótipo AB*, esses 

cruzamentos são importantes para reduzir a taxa de mortalidade a partir de mutações 

distintas (VAN SLYKE et al., 2018). As cepas descritas como 5D, são geradas a partir 

do cruzamento de cepas selvagens com escalonamento de desova para garantir a 

viabilidade dos embriões (MB; RL; A, 2017), por tanto, ambas cepas apresentam 

variabilidade distintas de acordo com a aplicação experimental, sendo assim, é 

possível que variantes genéticas de desenvolvimento entre as espécies corroboram 

com alterações distintas entre as ferramentas farmacológicas utilizadas, ao passo que 

foi possível observar diferença entre as cepas na condição de escuro, gerando a 

emergência de distintos fenômenos farmacodinâmicos (RIHEL et al., 2010). De forma 

geral, é importante ressaltar que o haloperidol não exibe a seletividade precisa para 

os receptores D2, podendo bloquear a atividade dos receptores α1 adrenérgicos 

(RICHELSON; SOUDER, 2000). Além disso, outras ferramentas farmacológicas como 

agonistas e antagonistas não seletivos podem gerar efeitos distintos dos resultados 

demostrados nos trabalhos citados quando comparados a dopamina.  

De acordo com nossos resultados, suscitamos que os mecanismos 

intracelulares mediados pelos receptores D2 via Akt, exerce maior sensibilidade 

quando tratados com antagonistas. Sendo assim, a ativação da Akt via inibição dos 
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receptores tipo-D2 quando tratados com eticloprida, gerou uma redução da atividade 

de GSK-3β (BEAULIEU, J.-M. et al., 2004), podendo compor a redução do 

comportamento motor. Além disso, a ativação permanente desse complexo pode 

gerar internalização seguida de acúmulo proteico tornado suscetível a atividade do 

complexo sistema ubiquitinina proteossoma, tornado previsível a degradação desses 

receptores (MCNAUGHT et al., 2002) e a consequente perda do comportamento 

motor.  

Baseado nos nossos resultados, discutimos também que a privação da 

dopamina sobre os receptores do tipo-D2 gerou um input dopaminérgico sobre os 

receptores do tipo-D1, e a ativação do complexo β-arrestina e a consequente 

internalização dos receptores dessa família (BEAULIEU; GAINETE NOV, 2011). 

Portanto, para sustentar essa hipótese, sugerimos um bloqueio parcial de tirosina 

hidroxilase, ao passo que a redução na síntese de dopamina endógena poderá gerar 

uma resposta basal, observando somente o bloqueio dos receptores tipo-D2, sem a 

uma possível influência da dopamina aos receptores tipo-D1. 

Em contraste, não observamos alteração nos parâmetros motores quando 

avaliamos o tratamento somente com SKF-38393. Em contraste, Irons e 

colaboradores (2013) demonstraram que a estimulação aguda com SKF-38393 a e 

apomorfina (agonista não seletivo) induz um aumento na distância total percorrida no 

escuro somente em altas doses na idade de 6 dpf. Por tanto, para nossas análises, a 

ausência de resposta motora observada com SKF-38393 foi possível em decorrência 

da dose aplicada durante essa idade desenvolvimental.  

Para verificar se os tratamentos podem alterar os comportamentos à medida 

que os animais avançam no desenvolvimento, avaliamos as respostas na idade de 7 

dpf no escuro. A latência para o primeiro episódio de movimento exibiu um aumento 

considerável entre os grupos SKF e QUIN em relação aos demais grupos tratados e 

CRTL. Isso ressalta que o durante o tratamento crônico com agonistas de ambas 

famílias no período de 3-5 dpf gerou um desbalanço na disposição dos receptores e 

a diferença apareceu somente em estágios mais avançados para o grupo SKF, 

enquanto o grupo tratado cronicamente com QUIN se manteve em diversos 

parâmetros avaliados, sugerindo que as alterações geradas a partir do estímulo aos 

receptores do tipo-D2 foram mais sensíveis e permanecem em estágios mais 
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avançados.  

Quanto ao número de episódios de movimento exibidos pela larva, não foi 

possível notar diferença estatística entre os grupos, tanto QUIN quanto o grupo SKF 

se manterão reduzidos e uma aparente recuperação entre os grupos DA, SCH, e ETI. 

Interessantemente, quando avaliamos a duração cumulativa dos episódios de 

movimento, observamos que houve um aumento nesse parâmetro para os grupos 

QUIN e SKF em relação aos grupos SCH, DA e ETI, demostrando a redução entre o 

início de um episódio de movimento e o seu fim. Discutimos nesse ponto que, à 

medida que os animais avançam no desenvolvimento, a necessidade exploratória 

aumente. Entretanto, a possível alteração observada no circuito durante o tratamento 

crônico entre 3-5 dpf não permite que os animais exibem essa resposta na idade de 7 

dpf, pelo fato da não sustentação nos demais parâmetros motores observados para 

ambos os grupos QUIN e SKF. Quanto a distância total percorrida, a diferença 

observada para os grupos QUIN e SKF compõem a permanência na redução do 

comportamento motor, especialmente para o grupo QUIN, corroborando a 

sensibilidade dos receptores tipo-D2, e ressalta a não recuperação comparado aos 

demais grupos tratados SCH, DA e ETI. O mesmo é possível observar na velocidade 

média, demostrando a permanência da redução dos grupos QUIN e SKF em relação 

aos demais grupos tratados. Além disso, a mesma resposta observada na idade de 5 

dpf entre a velocidade dos episódios de movimento e a velocidade de movimento no 

tempo total percorrido, se manteve na idade de 7 dpf especialmente para o grupo 

QUIN.  

De maneira geral, a resposta entre os grupos na mesma idade e comparado ao 

avanço no desenvolvimento gera uma série de análises interessantes sobre a 

disposição dos receptores. Baseado nesses achados e de acordo com a literatura, a 

ausência de resposta nos grupos tratados com SKF-38393 na idade de 5 dpf sugere 

uma densidade reduzida durante a fase de desenvolvimento entre 3-5 dpf, baseado 

na diferença observada em 7 dpf em todos os parâmetros observados no escuro. Ao 

mesmo tempo, a resposta entre os grupos tratados com DA, QUI e ETI na idade de 5 

dpf sugere uma densidade maciça dos receptores tipo-D2. Sendo assim, é previsível 

que em estágios mais tardios, a presença dos receptores tipo-D1 se tornam mais 

responsivas a dopamina, compondo a diferença entre os grupos, levando em conta a 
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perda e ou alterações nos circuitos de formação mediados pela alta sensibilidade dos 

receptores tipo-D2, permitindo que as atividades endógenas da dopamina atuam 

sobre os receptores da classe oposta.  

De outra forma, a sinalização de dopamina tem um papel fundamental na 

migração e diferenciação de neurônios GABAérgicos em direcao ao telencéfalo e ao 

córtex pré-frontal  em mamíferos durante a formação do cérebro (CRANDALL, 2004), 

(CRANDALL et al., 2007). Sendo assim, é previsível que o estímulo induzido durante 

a gênese do sistema dopaminérgico conduziu uma diminuição de neurônios 

GABAérgicos em 5 dpf alterando a formação de outros circuitos requeridos para o 

controle motor em estágios mais avançados, o mesmo foi demostrado no trabalho 

realizado por Souza et al (2011). Somado a isso, Oishi e colaboradores (2009), 

demostraram em um elegante trabalho em mamíferos a influência direta da Akt sobre 

a diferenciação de células percussoras de neurônios telencefálicos contendo GABA 

mas não glutamato, corroborando com fenômenos essenciais mediados pela atividade 

dos receptores D2  dependentes de Akt. De acordo com esses achados, é fundamental 

ressaltar o papel da dopamina sobre a migração e diferenciação de neurônios de outra 

natureza durante a sinalização iniciada em 18 hpf na larva de zebrafish 

(SCHWEITZER; DRIEVER, 2009), sobretudo os grupamentos de neurônios DC 2, 4, 

5 e 6 que migram em direcao ao rombencéfalo, compondo a via semelhante à 

nigroestriatal e mesolímbica em mamíferos requeridas para controle motor e 

motivação.  Portanto, para ampliar as questões aqui levantadas, são necessários mais 

trabalhos para verificar essas hipóteses. Finalmente, essas questões irão guiar de 

forma clara e mais objetiva a funcionalização dos receptores de dopamina durante a 

formação do cérebro na larva de zebrafish e o aperfeiçoamento do modelo 

experimental para estudos neurodesenvolvimentais. 

 

8 CONCLUSÃO 

 

Por fim, com base nos nossos achados, concluímos que alterações na 

sinalização de receptores dopaminérgicos na formação do cérebro gera alterações 

comportamentais diversas que podem ser permanentes em estágios 

desenvolvimentais mais tardios, especialmente a sinalização mediada pelos 

receptores tipo-D2.  Concluímos também que as alterações observadas no 
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comportamento motor são dependentes das condições de claridade durante o teste, 

sendo importante o controle dessas condições em futuros trabalhos.  
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