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RESUMO 

 

Os estágios iniciais do neurodesenvolvimento são cruciais para o 

desenvolvimento normal do cérebro. Alterações nele causam alterações 

fisiológicas e comportamentais na vida adulta, associadas a esquizofrenia e o 

transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH). Ambas doenças 

apresentam alterações dopaminérgicas. Sabe-se que a maquinaria 

dopaminérgica está expressa já nos estágios iniciais do desenvolvimento. 

Portanto é importante a elaboração de modelos para a compreensão das bases 

desenvolvimentais destas etiologias. O zebrafish vem crescendo como um forte 

modelo experimental devido a sua grande semelhança genética com humanos, 

desenvolvimento externo e fácil manipulação farmacológica. Para testarmos a 

nossa hipótese de que a dopamina tem papel do desenvolvimento do 

comportamento motor, utilizamos o zebrafish como modelo experimental. No 

trabalho anterior do grupo, foi demonstrado que um tratamento crônico na janela 

desenvolvimental do 3-5 dia pós-fertilização (dpf), gera consequências nas 

larvas. Aqui, tivemos como objetivo investigar se as alterações comportamentais 

motoras e a resposta comportamental dopaminérgica, causadas pelo aumento 

dos níveis dopaminérgicos, na mesma janela desenvolvimental do trabalho 

anterior, são sustentadas em larvas em idades mais avançadas. Larvas de foram 

submetidas a um tratamento crônico com dopamina durante o 3º ao 5º dpf e, nas 

idades de 5, 7 e 14dpf foram analisadas para avaliar seu desempenho motor, 

com e sem desafio adicional de dopamina, SKF-38393 ou quinpirole. Em cada 

idade foram realizadas análises de distância percorrida, velocidade média, 

tempo móvel e episódios de movimento durante 5 e 30 minutos a fim de inferir a 

influência da sinalização da DARPP-32 e da Akt, respectivamente. Todas as 

análises foram feitas pelo software ANY-maze. Em nossos resultados, foi 

possível concluir que: 1) o aumento de dopamina entre 3-5 dpf altera a 

locomoção das larvas; 2) a alteração de alguns dos parâmetros motores se 

sustentam até idades mais avançadas; 3) os comportamentos analisados com 

30 minutos apresentavam maiores diferenças, sugerindo que a sinalização pela 

via da Akt é a mais afetada pelo tratamento crônico com dopamina. Foi possível 

concluir que a sinalização dopaminérgica tem papel no desenvolvimento da 

atividade locomotora da larva do zebrafish. 
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ABSTRACT 

 

The early stages of neurodevelopment are crucial to the normal development of 

the brain. Alterations during neurodevelopment can lead to behavioral and 

physiological alterations in adult life, which can be associated to schizophrenia 

and attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Both schizophrenia and 

ADHD present changes in dopaminergic signaling and development. It is known 

that dopaminergic system is expressed early in neurodevelopment. This way, it 

is important to establish models for the understanding of the bases of these 

etiologies. The zebrafish has been growing as a strong experimental model due 

to your relative similarity to humans, external development and easy 

pharmacological manipulation. To test if our hypothesis that dopamine has role 

on the development of motor behavior, we used zebrafish as our experimental 

model. Our work had the objective to investigate if the motor behavior alterations 

and the dopaminergic behavioral response, caused by the increase of the 

dopamine levels on the developmental window between the 3rd and 5 day post 

fertilization (dpf), are sustained in larvae in advanced age. Zebrafish larvae were 

chronically treated from the 3rd to 5 dpf and, at the ages of 5, 7 and 14dpf they 

were analyzed to evaluate their motor behavior, with and without additional 

pharmacological challenge with dopamine, SKF-38393 or quinpirole. We 

analyzed distance travelled, mean speed, time mobile and mobile episodes 

during 5 and 30 minutes with the intention of implying the influence of DARPP-32 

and Akt signaling, respectively. In our results, it was possible to conclude that: 1) 

the increase of dopamine between 3-5dpf alters the locomotion of larvae; 2) the 

alteration of some motor parameters is sustained until advanced ages; 3) the 

main behavioral alterations occurred during 30 minutes analyzes, suggesting that 

the signalization by the Akt pathway is more affect by the chronic treatment with 

dopamine. It was possible to conclude that the dopaminergic signaling has a role 

on the development of the locomotor activity of the zebrafish larvae. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Dopamina 

 

Em agosto de 1957 Kathleen Montagu foi pioneira em provar a existência da 

dopamina em um cérebro humano completo (MONTAGU, 1957). Logo em 

seguida, Arvid Carlsson e colaboradores identificaram a existência do 

neurotransmissor dopamina em modelos animais (CARLSSON et al., 1958). 

Sabe-se hoje que a dopamina é responsável pela regulação de diversas funções 

no sistema nervoso central como o movimento voluntário, alimentação, afeição, 

recompensa, sono, atenção, memória de trabalho e aprendizado. Já no sistema 

nervoso periférico a dopamina é extremamente importante na regulação da 

olfação, processos da retina, regulação hormonal, funções cardiovasculares, 

regulação simpática, sistema imune entre outras. Uma vez que esse 

neurotransmissor é associado a diversas funções, é previsível que seu mal 

funcionamento acarrete em vários transtornos. Dentre eles ressalta-se a doença 

de Parkinson, os vícios e a esquizofrenia (BEAULIEU, J.-M.; GAINETDINOV, 

2011; IVERSEN; IVERSEN, 2007; MISSALE et al., 1998). 

A dopamina é um neurotransmissor pertencente ao grupo das catecolaminas, as 

quais são constituídas por um grupo catecol conectado a um grupo amina. Como 

precursor dessa cadeia temos o aminoácido neutro tirosina, que pode ser obtido 

através da dieta ou da produção endógena pelo fígado a partir da fenilalanina. A 

tirosina é em seguida convertida em L-DOPA (1-3,4-diidroxifenilalanina ou 

levodopa), pela enzima tirosina hidroxilase (TH), sendo essa a etapa que 

controla a velocidade de produção da dopamina, nos neurônios dopaminérgicos 

e de todas outras catecolaminas em seus respectivos neurônios. A dopamina, 

por fim, é alcançada pela ação da enzima aminoácido aromático descarboxilase 

(AADC) (BLASCHKO, 1942; HOLTZ, 1939).  
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1.1.1. Receptores dopaminérgicos 

Uma vez liberada na fenda sináptica pelos neurônios pré-sinápticos, a dopamina 

ativa os receptores dopaminérgicos metabotrópicos no neurônio pós-sináptico, 

os quais, nos humanos, são nominados de D1 a D5. Estes receptores são então 

divididos em duas famílias: D1 e D2, sendo essa divisão feita a partir de suas 

propriedades farmacológicas e da relação dessas famílias com a modulação da 

enzima adenilato ciclase (AC). Esta enzima é a responsável pela modulação da 

adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (cAMP) que controla outras fases da cascata 

(KEBABIAN; CALNE, 1979). 

A família D1 é composta pelos receptores D1 e D5, e esses possuem diferentes 

distribuições pelo cérebro, sendo ambos encontrados em terminais pós-

sinápticos. O receptor D1 é encontrado com alta densidade nas áreas 

nigroestriatais, mesolímbica e mesocorticais (MISSALE et al., 1998). Já o 

receptor D5 tem uma maior afinidade com a dopamina que o D1 (SUNAHARA et 

al., 1991) mas possui uma menor densidade cerebral, estando espalhado em 

diferentes regiões como o córtex pré-frontal, córtex pré-motor, córtex entorrinal, 

córtex cingulado, substância negra, hipotálamo, hipocampo e giro denteado. 

Independentemente de sua distribuição, ambos possuem uma conformação 

estrutural bioquímica altamente similar, pois têm o terceiro loop citoplasmástico 

curto e uma grande cauda C-terminal (MISSALE et al., 1998). Assemelham-se 

bioquimicamente, uma vez que ambos estão acoplados à proteína G 

estimulatória (GS), e aumentam a produção de cAMP através da estimulação da 

AC (KEBABIAN; GREENGARD, 1971). O cAMP então ativa a proteína quinase 

A (PKA), a qual modula substratos específicos, como a proteína de 32 kilodaltons 

regulada pelo cAMP e pela dopamina, a DARPP-32. Esta é uma fosfoproteína 

multifuncional, predominantemente expressada no estriado, e de extrema 

importância na mediação bioquímica e nos efeitos comportamentais regulados 

pela dopamina (SVENNINGSSON et al., 2004). Quando a DARPP-32 é 

fosforilada no resíduo treonina 34 (Thr-34), torna-se um forte inibidor da proteína 

fosfatase 1 (PP1) (HEMMINGS et al., 1984). Mas se essa fosforilação for feita 

no resíduo treonina 75 (Thr-75), ela torna-se uma inibidora da PKA (BIBB et al., 

1999). A estimulação dos receptores dopaminérgicos da família D1 resultam no 

aumento da fosforilação de DARPP-32 através da atividade de PKA, e a ativação 
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de receptores D2 reduz essa fosforilação pela inibição da atividade de PKA 

(BATEUP et al., 2008). 

A família D2, composta pelos receptores D2, D3 e D4, possui altos níveis de 

distribuição no estriado, núcleo accumbens e tubérculo olfatório. Em níveis 

menores, estes receptores também são encontrados na substância negra, área 

tegmental ventral, hipotálamo, áreas corticais, septum, amigdala e hipocampo  

(MISSALE et al., 1998; SEEMAN, 2006). É válido salientar que o receptor D3 

possui uma área de distribuição mais restrita às áreas límbicas (MISSALE et al., 

1998; SOKOLOFF et al., 2006), e o receptor D4, que possui menor níveis de 

expressão, está presente no córtex frontal, amigdala, hipocampo, hipotálamo, 

globo pálido, substância nigra pars reticulata e tálamo (MISSALE et al., 1998; 

RONDOU; HAEGEMAN; VAN CRAENENBROECK, 2010). Estes receptores 

apresentam o terceiro loop citoplasmástico longo e uma cauda C-terminal curta, 

o oposto do visto com os receptores da família D1 (MISSALE et al., 1998). 

Bioquimicamente, os receptores dessa família conectam-se a proteína G 

inibitória (Gi) (FIG.1) e isso inibe a atividade do AC. Além disso, os receptores 

D2 e D3 são expressos tanto nos terminais pré-sinápticos como nos pós-

sinápticos (DE MEI et al., 2009; SOKOLOFF et al., 2006). A cascata de 

sinalização dos receptores da família D2 é similar a já descrita para a família D1, 

a diferença reside no fato que com a ativação dos receptores D2, há a redução 

da fosforilação de DARPP-32 no resíduo Thr-34 (BATEUP et al., 2008). 
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Figura 1: Cascata de sinalização intracelular após a ativação dos receptores 

dopaminérgicos. Adaptado de Souza & Tropepe, 2011. 

 

A partir dessas informações é necessário ressaltar que o tempo para a realização 

da fosforilação DARPP-32 e da Akt, que é quando suas formas se tornam ativas, 

é diferente. A DARPP-32 demora cerca de 5 minutos (Yger & Girault, 2011) 

enquanto a Akt demora cerca de 30 minutos (Beaulieu et al., 2005). Assim, é 

possível inferir diferentes resultados para diferentes tempos a partir dessa 

informação. 

Além da sinalização mediada por cAMP, estudos in vivo demonstraram que os 

receptores da família D2, realizam uma sinalização independente por meio do 

complexo sinalizador composto pela proteína quinase B (Akt), β-arrestina 2 e 

proteína fosfatase - 2 (PP2A) (BEAULIEU, J. M. et al., 2005; BEAULIEU, J.-M. 

et al., 2004). Com a ativação do receptor D2 esse complexo é formado e a Akt é 

inativada, a partir da desfosforilação do seu sítio de ligação treonina 308 (Thr-

308) (BEAULIEU, J. M. et al., 2005), aumentando a atividade do glicogênio 

sintase quinase 3β (GSK-3β) a qual favorece a expressão de comportamentos 

associados à dopamina  (BEAULIEU, J.-M. et al., 2004). Foi demonstrado que o 

excesso de dopamina extracelular leva a inibição da Akt e consequente ativação 

da GSK-3β  (BEAULIEU, J.-M. et al., 2004; JONES et al., 1998), sendo essa 
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característica observada em pacientes com esquizofrenia  (BEAULIEU, J.-M. et 

al., 2007). Sabe-se também que antipsicóticos antagonistas de D2, como o 

haloperidol, ativam a Akt e inibem a GSK-3β  (EMAMIAN et al., 2004). Devido a 

estudos recentes, essa via vem sido associada a transtornos psiquiátricos e 

tratamento para os mesmos, especialmente em relação à esquizofrenia 

(BEAULIEU, J. M. et al., 2005; BEAULIEU, J.-M. et al., 2004; EMAMIAN et al., 

2004; GOULD; MANJI, 2005; LI et al., 2007). Várias drogas são utilizadas para 

ativar receptors específicos D1 e D2 como o SKF-3839 que é um agonista para 

D1 e o quinpirole que é agonista para D2 e D3. 

1.1.2. Vias dopaminérgicas 

Existem quatro vias dopaminérgicas no cérebro (FIG. 2): (1) a via nigroestriatal, 

na qual neurônios dopaminérgicos localizados na substância nigra pars 

compacta (SN) enviam projeções axonais para o estriado dorsal, sendo 

responsável pela modulação do movimento voluntário  (DUNNETT, 2005); (2) a 

via mesolímbica, onde neurônios localizados na parte lateral da área tegmental 

ventral (ATV) projetam-se para o núcleo accumbens e é relacionada a 

comportamentos de recompensa e aditivos (BENTIVOGLIO; MORELLI, 2005); 

(3) a via mesocortical, a qual conecta neurônios dopaminérgicos na ATV ao 

neocórtex, em primatas (BENTIVOGLIO; MORELLI, 2005; BJÖRKLUND; 

DUNNETT, 2007) e é relacionada a modulação de processos cognitivos como a 

memória de trabalho e motivação  (HURD; HALL, 2005); e, por fim, (4) a via 

tuberoinfundibular, que conecta o núcleo infundibular à eminência mediana da 

glândula pituitária, sendo responsável pela regulação da secreção de prolactina 

pela glândula pituitária anterior e na modulação do sistema imune (KAVELAARS 

et al., 2005; LYONS; HELLYSAZ; BROBERGER, 2012; REIS et al., 2009). É 

importante ressaltar que mesmo que estas vias possuam funções distintas, seus 

circuitos, projeções e células são conectadas e misturadas, o que faz dessas 

vias um sistema complexo e altamente interligado (BJÖRKLUND; DUNNETT, 

2007). 
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Figura 2: Vias dopaminérgicas no cérebro humano. Adaptado de 

Psychopharmacology Institute - First-Generation Antipsychotics: An Introduction 

http://psychopharmacologyinstitute.com/antipsychotics/first-generation-

antipsychotics/ 

1.1.3.. Dopamina no Neurodesenvolvimento 

O desenvolvimento cerebral é resultado de interações genéticas e ambientais e 

alterações em algum desses fatores são capazes de modificar, em fases 

sensíveis, a estrutura neuronal, função, formação e maturação de sinapses, 

diferenciação e migração celular e a formação de redes neuronais e circuitos  

(MONEY; STANWOOD, 2013). Vários neurotransmissores, inclusive a 

dopamina, são expressos antes da sinaptogênese e a ativação de seus 

respectivos receptores durante o desenvolvimento, pode gerar as alterações 

citadas anteriormente  (LAVDAS et al., 1997; LOTURCO et al., 1995; SCHMIDT 

et al., 1996; SPENCER; KLUMPERMAN; SYED, 1998) e consequentes 

alterações comportamentais. A dopamina é um dos primeiros 

neurotransmissores expressos, sendo expressa no 12º dia do desenvolvimento 

do cérebro de ratos (DIAZ et al., 1997; JUNG; BENNETT, 1996; SHEARMAN; 

ZEITZER; WEAVER, 1997), entre 6-8 semanas em fetos humanos  

(SUNDSTROM et al., 1993) e nas primeiras 24 horas do desenvolvimento do 
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zebrafish (HOLZSCHUH, 2001; MCLEAN; FETCHO, 2004; SCHWEITZER et al., 

2011). 

 

Especificamente a influência dopaminérgica no neurodesenvolvimento é 

passível de observação por diversas maneiras. Por exemplo, alterações 

dopaminérgicas realizadas no telencéfalo de embriões de camundongos, altera 

a migração de neurônios GABAérgicos no cérebro (CRANDALL et al., 2007). A 

dopamina também pode influenciar a proliferação e diferenciação de células 

precursoras no telencéfalo de embriões de camundongos e de maneiras 

diferentes, dependendo da ativação de receptores D1 ou D2 (POPOLO; 

MCCARTHY; BHIDE, 2005). 

 

Apesar de se manifestar cedo, somente na vida adulta a maturação dos 

neurônios dopaminérgicos é concluída  (MONEY; STANWOOD, 2013). Dessa 

forma, existem várias janelas desenvolvimentais que, se perturbadas, são 

capazes de alterar a neurogênese, migração e diferenciação de populações 

específicas de neurônios as quais são associadas a transtornos psiquiátricos 

como o autismo  (LANGEN et al., 2012), esquizofrenia (BENES, 2000; HOWES; 

KAPUR, 2009; INSEL, 2010) e a adição (NUTT et al., 2015). Essas doenças 

possuem por si um enorme impacto na sociedade, em termos sociais e 

econômicos (ANDLIN-SOBOCKI; REHM, 2005; CHONG et al., 2016; LAVELLE 

et al., 2014). Ao compreender melhor suas origens e ramificações através de 

estudos, é fornecida uma sólida base para trabalhar estratégias preventivas e 

tratamentos que melhorem a qualidade de vida de todos os envolvidos. 

 

1.2. O Zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental 

 

No meio científico, existem vários modelos animais para experimentação em 

estudo biomédicos. O camundongo (Mus musculus) é o modelo que possui a 

maior utilização experimental, devido sua proximidade evolutiva dos humanos. 

Entretanto, vários outros modelos existem e devem ser ressaltados, como o 

nematódeo (Caenorhabditis elegans), a mosca-das-frutas (Drosophila 

melanogaster) e o teleósteo Zebrafish (Danio rerio), sendo esse um dos modelos 
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que vem ganhando progressivo espaço na pesquisa biomédica  (DOOLEY, 

2000; SHIN; FISHMAN, 2002). O zebrafish tem sido especialmente utilizado em 

estudos neurodesenvolvimentais devido à sua reprodução externa, a relativa 

simplicidade de seus circuitos, número de células neurais (FRIEDRICH; 

JACOBSON; ZHU, 2010) conservação evolutiva e transparência das larvas  

(STEWART et al., 2014). 

 

O Zebrafish é um pequeno peixe de água doce, raramente excedendo 40mm, e 

nativo da região do Himalaia. George Streisinger foi o pioneiro na 

experimentação com esse peixe na década de 70 e, desde lá, sua utilização vem 

crescendo em áreas da ciência como a genética, neurofisiologia e biologia do 

desenvolvimento  (SPENCE et al., 2008). Essa progressão deve-se ao fato de 

ter altas taxas de reprodução e rápido desenvolvimento, de realizar fertilização 

externa, de possuir uma alta homologia genética com humanos (70%) e de ter 

um custo de manutenção relativamente baixo. Apesar da aparente simplicidade, 

o zebrafish exibe uma gama de comportamentos complexos passíveis de análise 

o que enriquece ainda mais o modelo experimental. Dentre esses 

comportamentos, podemos citar a capacidade de formar cardumes, explorar 

ambientes, exibir agressão, dominância, tigmotaxia, esquiva e ansiedade 

(STEWART et al., 2014). 

 

A arquitetura bruta da maioria das áreas do cérebro do zebrafish é conservada 

em relação aos demais vertebrados, como a retina, bulbo olfatório, cerebelo e o 

cordão espinhal, mas a estrutura do telencéfalo possui algumas diferenças 

pronunciadas (FRIEDRICH; JACOBSON; ZHU, 2010). A maioria dos 

vertebrados possui o telencéfalo invaginado, com exceção da subclasse 

Actinopterygii (Danio rerio) e dos celacantos, que possuem o telencéfalo 

invertido  (JR., 1995) (FIG. 3).  

 

O zebrafish possui dois hemisférios sólidos separados por um ventrículo com a 

forma de um T, enquanto nos outros vertebrados os hemisférios são ocos com 

um ventrículo lateral inflado (FOLGUEIRA et al., 2012). Seu telencéfalo possui 

uma parte ventral e dorsal as quais correspondem, respectivamente, ao 

subpallium (estriado, pallidum e domínio pallidal-septal) (GANZ et al., 2012; 
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MUELLER; WULLIMANN; GUO, 2008)  e ao pálio (estruturas corticais) (GANZ 

et al., 2014; VON TROTHA; VERNIER; BALLY-CUIF, 2014). 

 

 

Figura 3: Comparação entre encéfalos invaginados e invertidos. tc: tela 

choroidea, tecido que produz o líquido cefalorraquidiano, em vermelho. Em 

amarelo os ventrículos. Adaptado de Gage (1893) por Folgueira e Wilson em 

https://www.ucl.ac.uk/zebrafish-group/outreach/summaries/folgueira1/ 

1.2.1. Sistema dopaminérgico no zebrafish 

A descrição do sistema dopaminérgico, formação e distribuição no Zebrafish já 

foi estudada por diversas técnicas diferentes, como imunohistoquímica para TH, 

análise da expressão do gene th e marcação de transportador de dopamina (dat)  

(SCHWEITZER et al., 2011). Os primeiros neurônios dopaminérgicos são 

identificados entre 16-24hpf e, com 3dpf, a maioria dos grupos dopaminérgicos 

existentes no adulto já está presente nas larvas (HOLZSCHUH, 2001; MCLEAN; 

FETCHO, 2004; SCHWEITZER et al., 2011). A nomenclatura atual dos 

neurônios dopaminérgicos é feita pela região anatômica em que o grupo está 

localizado no prosencéfalo, a exceção é feita com os grupos do diencéfalo 

ventral (DC) que recebem a nomenclatura de 1-7 de acordo com sua morfologia 

e posição do eixo rostral-caudal (FIG. 4)  (RINK; WULLIMANN, 2002). 
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Figura 4: Grupos catecolaminérgicos em uma larva com 4dpf. Desenho 

esquemático dos grupos de neurônios dopaminérgicos (azul), noradrenérgicos 

(vermelho) e tratos reativos a TH (cinza). Grupos dopaminérgicos telencefálicos: 

SP: subpallium; OB: bulbo olfatório. Grupos dopaminérgicos diencéfalos: DC1-

7; PO: região pré-óptica; POa: região pré-óptica anterior; Pr: pré tectum dorsal; 

RAC: células amácrinas retinais. Grupos noradrenérgicos: LC: locus coeruleus; 

MO: medula oblonga; AP: área postrema. Tratos axonais catecolaminérgicos: 

eht: trato endohipotalâmico; mlct: trato catecolaminérgico medial longitudinal; pc: 

comissura posterior; poc: comissura pós-óptica; poht: trato pré-óptico 

hipotalâmico; prp: projeções pré tectais; prtep: projeções pretectumtectais. 

Adaptado de Schweitzer et al, 2011. 

1.2.2. Vias dopaminérgicas em zebrafish 

As projeções dos grupos dopaminérgicos já descritos em Zebrafish foram mais 

recentemente descritas em 2011 por Tay e colaboradores (FIG. 5), em larvas 

com 4dpf. Neste estudo, foi demonstrado que, nesta idade, somente os grupos 

DC2 e DC4 são fonte de projeções ascendentes para o subpallium, além de 

projetar-se para outras áreas do sistema nervoso central (SNC). Grupo DC5 

projeta para o hipotálamo, tectum, rombencéfalo e medula espinhal, enquanto o 

DC6 projeta- para o hipotálamo e rombencéfalo. Os grupos DC3 e DC7 projetam-

se localmente dentro do hipotálamo assim como o grupo do pré-óptico, só que 

este também se projeta localmente. Os neurônios do pré-tectum se projetam 

localmente e para o tectum, onde se arborizam extensivamente. O grupo DC1 

possui projeções locais e para o hipotálamo. O subpallium se arboriza muito 

dentro de sua região além de mandar algumas projeções para tálamo e 

hipotálamo. Apesar dessas informações consideráveis, ainda são necessários 
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estudos para compreender as implicações comportamentais e fisiológicas 

dessas projeções.  

 

Figura 5: Padrões das projeções dopaminérgicas no cérebro de uma larva de 

Zebrafish com 4dpf. A) Projeções dos grupos DC2, DC4, DC5 e DC6. B) 

Projeção dos grupos subpallium, pré-tectum, DC1, pré-óptico anterior, pré-

óptico, DC3 e DC7. C) Padrões de projeção de DC2 e DC4. SP: subpallium; Pr: 

pré-tectum; PO: pré-óptico; H: hipotálamo; T: tectum; LC: locus coeruleus; MO: 

medula oblonga; AP: área postrema; PT: tuberculum posterior; dl: diencéfalo 

lateral; ac: comissura anterior. Adaptado de Tay et al., 2011. 

 

A partir do projectoma atualmente disponível, é possível inferir comparações 

entre as vias dopaminérgicas de mamíferos e do zebrafish. Por exemplo, Como 

os neurônios do tubérculo posterior (DC2 e DC4), enviam projeções ascendentes 

para o subpallium, essa via poderia ser homóloga às vias mesoestriatal e/ou 

mesolímbica  (RINK; WULLIMANN, 2001, 2002; TAY et al., 2011). Em outro 

gênero de teleósteos, uma interferência farmacológica no sistema 

dopaminérgico associada à ablação dos dois hemisférios telencefálicos, levou a 

alterações motoras similares as obtidas em estudos com mamíferos, após a 

destruição do sistema mesolímbico, sugerindo a existência de um sistema similar 
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em teleósteos (MOK; MUNRO, 1998). 

1.2.3. Sinalização dopaminérgica em zebrafish 

Ao contrário dos mamíferos, os teleósteos possuem dois genes associados à 

expressão da tirosina hidroxilase: th1 e th2  (CANDY; COLLET, 2005). No 

cérebro de larvas com 12hpf os dois já são funcionais, mas a quantidade e locais 

onde são expressos são diferentes. Em larvas, o th1 é expresso em maiores 

quantidades que o th2 a partir do 1dpf até o 5dpf em regiões do telencéfalo, bulbo 

olfatório, diencéfalo, locus coeruleus e lobo caudado. Já o th2 é expresso 

restritamente nas regiões pré-óptica e hipotalâmica em larvas com 8dpf  (CHEN, 

Y. C.; PRIYADARSHINI; PANULA, 2009).  

Grupos de vertebrados não mamíferos, possuem um maior número de 

receptores dopaminérgicos, o que dificulta a comparação entre os mesmos. Nos 

osteíctes ancestrais, existem quatro genes parálogos da família D1 que geram 

os subtipos de receptores D1A, D1B(X), D1C e D1E, sendo que além desses o 

Zebrafish possui sete genes, sendo dois para cada subtipo. Na família D2, 

existem três genes receptores para D2 (D2a, D2l e D2b) e três para D4 (D4a, D4-rs 

e D4b). Apesar da existência desses genes adicionais, a fisiologia desses 

receptores é aparentemente conservada em relação aos mamíferos, 

apresentando leves diferenças estruturais e farmacológicas que não alteram a 

base fundamental de sua fisiologia (YAMAMOTO et al., 2015). 

Para a compreensão das vias intracelulares, várias abordagens foram realizadas 

para realizar uma comparação significativa entre mamíferos e o zebrafish. Em 

um destes estudos, foi feita uma única injeção intramuscular de 1-methyl-4-

phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) e 6-hydroxydopamina (6-OHDA) em 

peixes adultos, e foi observado a redução dos níveis de dopamina e significantes 

alterações comportamentais (ANICHTCHIK et al., 2004). Em estudos com 

diversos outros teleósteos, análises moleculares e farmacológicas sugerem que 

estes só têm um tipo da enzima L-Monoamine oxidases (MAO), responsável por 

catalisar a oxidação de monoaminas, que possui função similar às duas 

isoformas existentes em mamíferos (ADEYEMO et al., 1993; CHEN, K. et al., 

1994; KUMAZAWA et al., 1998; NICOTRA; SENATORI, 1989; OBATA et al., 

1990). Além disso, também foi detectada a expressão de dat a partir de 18hpf  
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(HOLZSCHUH, 2001), e que um tratamento com MPTP entre 24hpf e 48hpf 

induziu uma redução da expressão de dat, mas um tratamento com selegilina 

(inibidor farmacológico de MAO-B), preveniu essa redução (LAM; KORZH; 

STRAHLE, 2005). Dessa forma, é possível realizar uma comparação entre os 

sistemas dopaminérgicos intracelulares entre mamíferos e o zebrafish e notar 

uma conservação evolutiva. 

Com a compreensão dos fatos já citados, também é de extrema relevância 

observar quais são as projeções comportamentais dessas alterações celulares 

e fisiológicas, a fim de estabelecer uma possível correlação com distúrbios 

psiquiátricos observados em humanos e fazer uma transposição científica mais 

coesa. Com essa mentalidade, já foram realizados diversos estudos envolvendo 

alterações dopaminérgicas em teleósteos ramificando-se para comportamentos 

diversos como a agressão  (FILBY et al., 2010), vício   (BRETAUD et al., 2007; 

DARLAND; DOWLING, 2001) e comportamento motor (SOUZA; ROMANO-

SILVA; TROPEPE, 2011; THIRUMALAI; CLINE, 2008). A partir desses, 

podemos fazer inferências a sistemas mais complexos e compreender a 

evolução do sistema dopaminérgico e suas projeções. 
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 

Recentemente, nosso grupo utilizou o zebrafish como modelo experimental e 

demonstrou que receptores dopaminérgicos D2 modulam a sinalização de Akt 

em um cérebro em desenvolvimento. Além disso, foi observado que o tratamento 

crônico com dopamina entre os dias 3-5 dpf reduz o número de neurônios 

GABAérgicos em regiões específicas do cérebro da larva, como pallium e 

subpallium. Além das alterações morfológicas, o tratamento crônico reduziu o 

comportamento motor das larvas. Porém, é necessário investigar se as 

alterações comportamentais motoras causadas pelo aumento da sinalização 

dopaminérgica nesta janela desenvolvimental é sustentada ao longo do 

desenvolvimento. 

As doenças mentais representam um crescente impacto econômico e estima-se 

que até 2030 o custo mundial com elas pode chegar a até $6.0 trilhões, sendo 

que em 2010 já foi gasto cerca de $2.5 trilhões (BLOOM et al., 2011). Dentre os 

transtornos existentes, vários possuem relação com alterações dopaminérgicas 

as quais podem ser ocorrer em momentos críticos da vida ou estabelecidas 

durante o neurodesenvolvimento. O presente trabalho foi planejado com enfoque 

nessas últimas, como a esquizofrenia e o TDAH, devido aos seus fortes impactos 

econômicos e sociais. Essas doenças são responsáveis a diversas alterações 

bioquímicas, como o aumento da sinalização de D2 em pacientes com 

esquizofrenia  (INSEL, 2010), e uma maior atividade de DAT nos neurônios 

dopaminérgicos em pacientes com TDAH (MADRAS; MILLER; FISCHMAN, 

2005; SHARMA; COUTURE, 2014). Compreender os pontos críticos do papel da 

dopamina no desenvolvimento e quais alterações nestas janelas 

desenvolvimentais podem gerar, são de extrema importância para a 

compreensão de transtornos neuropsiquiátricos, e assim criar meios para auxiliar 

na prevenção, diagnóstico e tratamento. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo geral 

 

Investigar a resposta comportamental motora da larva do zebrafish, é sustentada 

em diferentes idades, quando esta é submetida a um aumento da dopamina na 

janela desenvolvimental do 3-5dpf. Também buscou-se saber qual é a reação 

comportamental observada quando desafia-se essas larvas cronicamente 

tratadas com agonistas de D1 e D2 e se há uma relação entre os tempos de 

fosforilação da DARPP-32 e Akt com os comportamentos observados. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Analisar a resposta comportamental do tratamento crônico com 

dopamina durante o 3º ao 5º dia; 

 Analisar a resposta comportamental de larvas desafiadas com 

agonistas de D1 e D2 após o tratamento crônico; 

 Avaliar se as respostas comportamentais observadas possuem 

relação com os tempos de fosforilação das proteínas DARPP-32 e Akt; 

 Analisar a resposta comportamental de todos parâmetros 

anteriormente citados nas idades de 5, 7 e 14dpf a fim de avaliar se 

há ou não sustentação das respostas obtidas ao longo do tempo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Cuidados Gerais com zebrafish  

 

O biotério onde é realizada a criação e manutenção do zebrafish, pertence ao 

Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Medicina Molecular (INCTMM) e 

localiza-se em duas salas situadas no Núcleo de Experimentação Animal, setor 

vinculado ao Centro de Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal de Minas Gerais. Os métodos de cuidado com zebrafish foram baseados 

e adaptados de duas fontes: “The zebrafish book. A guide for the laboratory use 

of zebrafish” (Westerfield, 2000) e “Zebrafish: practical approach” (NUSSLEIN-

VOLHARD C, DAHM, 2002). Os procedimentos experimentais e de manejo 

foram aprovados previamente pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob o protocolo n° 

304/2014.  

4.1.1 Manutenção do Sistema zebrafish 

Os peixes foram mantidos em um sistema de recirculação de automática de 

água, modelo Zebrafish Stand-Alone ZF0601 (Pentair) onde a água recircula 24 

horas/dia e é tratada por vários meios que buscam manter a qualidade ideal de 

desenvolvimento para os peixes. Dentre estes meios pode-se citar a passagem 

da água por filtros de partículas grandes e pequenas, biológico com bactérias 

nitrificadoras, pelo carvão ativado e a aeração da água por uma bomba para 

saturação da mesma por oxigênio, o que é necessário para esses peixes. Nesse 

sistema, diariamente 10% da água circulante é descartada manualmente afim de 

evitar o acúmulo de compostos tóxicos. A água descartada é substituída por uma 

água limpa que foi previamente filtrada e aerada em barriletes, sendo essa 

filtração necessária para remoção de cloro ativo (tóxico para os peixes) e outros 

componentes tóxicos. O pH do sistema deve ser mantido entre 7.2-7.4 (avaliado 

por Phmetro portátil Lago, modelo PH-009 (I)) e deve ser corrigido (com 

bicarbonato de sódio ou ácido clorídrico) antes de entrar no sistema, buscando 

sempre a faixa estável do mesmo. A condutividade é mantida a 

aproximadamente 300S e é corrigida com cloreto de cálcio (avaliada por 

condutivímetro de mão – Combo pH & EC Hanna modelo HI 98129). 
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A sala é mantida em temperatura de 26-27ºC e a água entre 27-28,5ºC. O ciclo 

de luz nesta é controlado automaticamente por um interruptor horário (Coel – 

modelo RTST-20) e fornece 14 horas de luz e 10 horas de escuro, buscando 

simular uma iluminação típica de uma região tropical durante a primavera/verão. 

Esta possui luminosidade aproximada de 500 lux. Todos esses parâmetros são 

controlados diariamente e buscam reduzir o estresse nos peixes, além de manter 

um ambiente estável para reprodução durante todo o ano.  

4.1.2 Origem das Matrizes de Danio rerio 

As matrizes selvagens desses peixes são originárias de uma piscicultura na zona 

rural do município de Muriaé/MG. Desse local foram adquiridos, em 2010, cerca 

de 400 peixes, sendo 200 fêmeas e 200 machos. Os peixes foram introduzidos 

no sistema descrito e onde foram colocados para reprodução a fim de manter o 

estoque das matrizes e a produção de ovos para experimentos. 

4.1.3 Reprodução 

Após uma hora da última alimentação dos peixes, que ocorre no final do período 

vespertino, são selecionados uma fêmea e dois machos para a reprodução. 

Esses são transferidos, com uma rede de coleta, para um tanque de reprodução 

(volume de um litro), o qual possui um fundo falso com fendas por onde os ovos 

fertilizados (embriões) passam e depositam-se no fundo. O fundo falso serve 

como um meio de proteção dos ovos contra a predação dos próprios adultos. Os 

peixes permanecem nesse aquário até a manhã seguinte, afim de aumentar a 

probabilidade de obtenção de ovos. Na coleta, os peixes adultos são removidos 

e retornados aos seus aquários de origem e a água do aquário de reprodução é 

vertida em um coador de plástico de poros finos. Quando estão retidos nesse 

coador, os ovos são lavados com jatos de água provenientes de uma pisseta 

que contém água do sistema, a fim de remover fezes aderidas ao córion dos 

embriões. Os ovos são em seguida transferidos para uma placa de Petri (100mm 

– 24mL), na densidade máxima de 80 embriões por placa, a qual contém meio 

de embrião E2 (15mM NaCl, 0.5mM KCl, 0.49mM MgSO4.7H2O, 0.15mM 

KH2PO4, 0.042mM Na2PO4, 0.1mM CaCl2 e 0.07mM NaHCO3, pH 7.2). Esse 

meio é necessário para reduzir o crescimento bacteriano, fornecer os minerais 
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necessários para o desenvolvimento dos embriões e para manter o meio 

tamponado. 

4.1.4 Crescimento dos Embriões 

A placa de Petri é mantida em uma incubadora (estufa mini-incubadora QUIMIS 

- Modelo Q315M13) a 28ºC, com o mesmo ciclo claro –escuro de 14:10h a qual 

os adultos são submetidos, sendo esse controlado por um interruptor horário. 

Cada placa de Petri é colocada sobre um papel cartão de cor verde, buscando 

evitar a sensação de ausência de fundo gerada pelo suporte gradeado da 

incubadora. O meio E2 é diariamente trocado corrigindo sempre o pH para 7,2 

caso seja necessário, e embriões não viáveis, restos de córions eclodidos e 

quaisquer outros detritos são removidos. Larvas de até 7dpf não precisam de 

alimento pois se nutrem de vitelo endógeno do saco vitelínico. Nos experimentos 

realizados, os embriões utilizados vieram de fêmeas diferentes buscando obter 

uma amostra mais heterogênea.  

4.1.5 Alimentação 

Como larvas até o 7dpf não precisam de alimentação, pois se alimentam de seu 

vitelo endógeno, somente as larvas a partir do 7dpf receberam ração (Sera 

Micron). Essa é própria para larvas recém-eclodidas e era administrada duas 

vezes ao dia, uma no período matutino e a outra no período vespertino. A ração 

começou a ser administrada ao fim do 7dpf e foi dada até o 14dpf no período da 

manhã.  

4.1.6 Eutanásia dos Animais  

O protocolo seguido é de acordo com a recomendação da literatura (Wilson et 

al., 2009). As larvas foram transferidas para recipiente com água do sistema que 

foi resfriada, por gelo triturado, a uma temperatura de 2 a 4ºC. Essas larvas 

permaneceram nessa água por no mínimo de 10 minutos e, quando mortos, 

foram descartados apropriadamente. 
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4.2. Fármacos Utilizados  

 

Os fármacos utilizados nos experimentos envolvendo o zebrafish estão descritos 

da Tabela 1, junto com informações sobre a empresa, seu código, veículo e 

concentração utilizada nos tratamentos. As soluções de dopamina eram sempre 

preparadas frescas e as soluções de quinpirole e SKF-38393 foram preparadas 

e estocadas em alíquotas no freezer a -20ºC. Os fármacos foram administrados 

por diluição no meio E2 onde as larvas se encontravam. As concentrações para 

tratamento foram determinadas a partir do trabalho de Souza et al., 2011. 

Tabela 1: Fármacos utilizados nos experimentos com larvas de zebrafish. 

Fármaco Empresa Código Veículo Concentração 

do tratamento 

Dopamina Sigma-Aldrich H8502-10G Água 100µM 

Quinpirole Sigma-Aldrich Q102-10MG Água 10µM 

SKF-38393 Sigma-Aldrich D047-100MG Água 10µM 

 

 4.3. Tratamentos Farmacológicos 

4.3.1 Tratamento crônico 

As larvas saíram do córion naturalmente e no 3dpf e foram transferidas para 

placas de 24 poços (Sarstedt). Essas larvas foram cronicamente tratadas com 

dopamina por 48h, e para isso foram divididas em dois grupos, cada um com 

doze poços de 1mL: um grupo continha somente meio E2 (CC) e outro continha 

meio E2 e dopamina (CD) numa concentração final de 100uM. No 4dpf o 

processo era refeito a fim de repor os poços de dopamina com um tratamento 

fresco e garantir a efetividade do mesmo. No 5dpf, as larvas foram lavadas três 

vezes com meio E2 e deixadas com a última lavagem por duas horas para 

garantir a eliminação de toda dopamina. Todas concentrações e procedimentos 

foram retirados do trabalho anterior do grupo (Souza, et al., 2011). 
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4.3.2 Desafios farmacológicos 

As larvas eram transferidas para arenas translúcidas individuais com 200µL de 

volume cada, mantendo as concentrações citadas na Tabela 1. Para cada 

experimento, uma droga diferente era usada no desafio, após o tratamento 

crônico com dopamina. Os desafios foram realizados no momento da gravação 

dos vídeos e possuía duração de 30 minutos, sendo esse procedimento mantido 

para três diferentes idades (5, 7 e 14dpf).  

4.3.3 Divisão dos Grupos 

Os dois grupos criados a partir do tratamento crônico, o grupo controle (CC) e o 

grupo com tratamento crônico (DC), foram subdivididos a partir da introdução do 

desafio. Para a realização desse, 6 larvas de cada um deles, sofreu o desafio no 

momento das filmagens e a elas foram dados outros nomes: CD (grupo CC 

desafiado com dopamina) e DD (grupo DC desafiado com dopamina), CQ (grupo 

CC desafiado com quinpirole) e DQ (grupo DC desafiado com quinpirole) e CS 

(grupo CC desafiado com SKF-38393) e DS (grupo DC desafiado com SKF-

38393). Uma síntese desses grupos é apresentada na Tabela 2. Assim, em cada 

experimento existem quatro grupos: CC, CD e os dois grupos desafios com o 

nome dependente da droga usada. 
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Tabela 2: Nomes dos grupos e qual tratamento foram submetidos. 

Nome Tratamento 

CC Nenhum 

CD Desafiado com dopamina 

CS Desafiado com SKF-38393 

CQ Desafiado com quinpirole 

DC Tratamento crônico com dopamina 

DD Tratamento crônico com dopamina e desafio com dopamina 

DS Tratamento crônico com dopamina e desafio com SKF-38393  

DQ Tratamento crônico com dopamina e desafio com quinpirole 

 

4.4. Testes Comportamentais 

 

Os testes comportamentais foram realizados com as larvas de Zebrafish em 

idades de 5dpf, 7dpf e 14dpf (FIG. 6). Em todas idades, as larvas eram 

colocadas em arenas individuais, com 200µL, as quais eram colocadas em 

superfícies retroiluminadas e filmadas de cima por uma webcam (Microsoft – 

Q2F-00013 LifeCam Studio 1080p). Isso gerou vídeos, com duração de 30 

minutos, que foram analisados pelo software ANY-maze (versão 4.99m) para 

quatro parâmetros diferentes: distância percorrida, velocidade média, tempo 

móvel e episódios de movimento. Foram escolhidas essas características uma 

vez que cada fornece uma informação mais detalhada do comportamento motor. 

A distância percorrida indica a capacidade de deslocamento total, a velocidade 

média quantos metros a larva andou por segundo, o tempo móvel indica o 

deslocamento de pixels da larva durante a filmagem o que não necessariamente 

indica deslocamento enquanto os episódios de movimento são diretamente 

associados a deslocamento, uma vez que só são contabilizados quando há um 

deslocamento da larva com a cabeça. Esses parâmetros foram analisados em 

dois tempos do vídeo: nos 5 minutos iniciais e nos 30 minutos totais. Esses 

tempos foram escolhidos com base no tempo de fosforilação conhecido tanto 

para a DARPP-32 (Yger & Girault, 2011) quanto para a Akt (Beaulieu et al., 

2005).  
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Figura 6: Desenho experimental. 

  

 4.5. Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo programa SigmaPlot 

11.0. Para os testes de atividade locomotora foi utilizado o teste Two Way 

ANOVA. Para a consequente identificação de diferença entre os grupos, foi 

utilizado o teste de Tukey, utilizando a significância em p < 0,05. Todas as figuras 

mostram os gráficos com as barras demonstrando a média ± SEM (erro padrão 

das médias). As figuras demonstram as comparações significantes por meio do 

símbolo (* p < 0.05). O número amostral de cada grupo está indicado nas barras 

referentes a cada grupo. Além disso, foram realizadas razões com três diferentes 

variáveis: distância percorrida, episódios de movimento e tempo móvel. As 

razões foram as seguintes: dividiu-se a distância pelo tempo móvel e o resultado 

foi multiplicado por 1000, dividiu-se a distância pelos episódios de movimento e 

o resultado foi multiplicado por 1000 e por fim dividiu-se o tempo móvel pelos 

episódios de movimento e o resultado foi multiplicado por 100. 
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5. RESULTADOS 

Pesquisas anteriores do nosso laboratório demonstraram que o tratamento 

crônico com dopamina, entre os dias 3 e 5 pós-fertilização, reduz o número de 

neurônios GABAérgicos no telencéfalo e o número de movimentos iniciados das 

larvas de zebrafish com 5dpf (Souza et al. 2011). Como no trabalho anterior só 

foi avaliado o número de movimento, neste estudo nós verificamos se o 

tratamento crônico com dopamina durante o 3º ao 5º dpf foi capaz de alterar 

diversos parâmetros do comportamento motor em larvas de zebrafish com 5dpf, 

como distância percorrida, velocidade média, tempo móvel e episódios de 

movimentos. Numa segunda etapa, verificamos se as alterações locomotoras 

observadas aos 5dpf permaneciam até as idades 7dpf e 14dpf. E, para finalizar, 

investigamos se a resposta comportamental motora em relação à sinalização 

dopaminérgica estaria alterada nestes animais. Portanto, foram realizados 

desafios farmacológicos com três drogas diferentes: dopamina, SKF-38393 

(agonista de D1) e quinpirole (agonista de D2/D3). Durante os desafios 

farmacológicos, analisamos o comportamento motor das larvas durante dois 

diferentes períodos de tempo, primeiros 5 minutos, associados à sinalização por 

DARPP-32, e nos primeiros 30 minutos, correlacionados à sinalização por Akt.  

 

5.1. 5.1. Efeito dos tratamentos sobre a distância percorrida de larvas 
com 5, 7 e 14dpf 

 

Ao avaliarmos a distância percorrida por larvas de 5dpf tratadas exclusivamente 

com dopamina, não é possível observar nenhuma diferença entre os grupos 

analisados com 5 e 30 minutos (FIG. 7A e 7B). No tratamento com SKF-38393 

observa-se que esse tratamento reduz significativamente o comportamento 

motor da larva com 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 38,134 p 

<0,001) entre os grupos CC e CS (Tukey, p < 0,001), DC e DS (Tukey, p <0,001) 

e CC e DC (Tukey, p <0,001). Na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 16,153 p <0,001), ainda com o desafio com SKF-38393, há 

uma redução significativa de comportamento entre CC e CS (Tukey, p <0,001), 

CC e DC (Tukey, p <0,001) e entre CS e DS (Tukey, p = 0,024). Na análise de 5 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 25,103 p <0,001) do tratamento 
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com quinpirole, esse gerou uma redução comportamental entre CC e CQ (Tukey, 

p < 0,001), DC e DQ (Tukey, p = 0,001) e CC e DC (Tukey, p < 0,001). No 

comportamento avaliado com 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 

6,455 p = 0,012) o tratamento foi reduziu significativamente o comportamento 

entre os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001), DC e DD (Tukey, p = 0,042), CC e 

DC (Tukey, p <0,001) e entre os grupos CQ e DQ (Tukey, p = 0,016). 

No tratamento com larvas de 7dpf, o tratamento exclusivo com dopamina gerou 

reduções comportamentais significativas na análise de 5 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,566 = 3,609 p = 0,058) entre os grupos CC e CD (Tukey, 

p <0,001), DC e DD (Tukey, p = 0,002) e entre CC e DC (Tukey, p = 0,008). No 

mesmo tratamento, mas na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions 

F4,566 = 1,253 p = 0,263) o grupo CD é significativamente reduzido em relação ao 

grupo CC (Tukey, p <0,001), assim como os grupos DC e DD (Tukey, p = 0,001) 

e CC e DC (Tukey, p = 0,002). Com o tratamento de SKF-38393 na análise de 5 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 0,323 p = 0,570) os grupos CC e 

CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p = 0,014) 

apresentam uma redução significativa entre si. Na análise de 30 minutos (Two 

Way ANOVA interactions F4,284 = 0,627 p = 0,429) os mesmos grupos da análise 

anterior, permanecem exibindo uma redução comportamental, sendo eles CC e 

CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p =0,003) e CC e DC (Tukey, p = 0,007). 

Por fim, com o tratamento com quinpirole observa-se que com 5 minutos (Two 

Way ANOVA interactions F4,284 = 3,361 p = 0,068) os grupos CC e CQ possuem 

uma redução comportamental significativa (Tukey, p <0,001) assim como o 

grupo DC e DQ (Tukey, p <0,001). Na análise com 30 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 6,461 p = 0,012) permanecem as mesmas reduções entre 

CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p <0,001). 

Por fim, na análise com 14dpf observa-se que com 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,187 = 0,722 p = 0,397) há uma redução significativa entre CC e CD 

(Tukey, p <0,001) e entre DC e DD (Tukey, p <0,001). Com 30 minutos (Two 

Way ANOVA interactions F4,187 = 4,074 p = 0,045), observa-se o mesmo padrão 

de redução comportamental entre CC e CD (Tukey, p =0,003) e DC e DD (Tukey, 

p  <0,001). No tratamento com SKF-38393 na análise de 5 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,188 = 1,596 p = 0,208) observa-se uma redução 
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significativa entre CC e CS (Tukey, p <0,001) e DC e DS (Tukey, p <0,001). Com 

30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,0412 p = 0,839) há reduções 

significativas entre os grupos CC e CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p 

<0,001) e CS e DS (Tukey, p =0,035). No tratamento final com quinpirole a 

análise com 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,122 p = 0,727) 

os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p =0,003) apresentam 

redução comportamental significativa. Na análise de 30 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,188 = 1,213 p = 0,272) permanece o mesmo padrão de 

redução entre CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p =0,002). 
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Figura 7: Distância percorrida (m) por larvas com 5, 7 e 14dpf, durante os 

primeiros 5 e 30 minutos de desafio com dopamina, SKF-38393 ou quinpirole. 
Controle (CC); desafiado com dopamina (CD); tratado cronicamente com 
dopamina (DC); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com dopamina 
(DD); desafiado com SKF-38393 (CS); tratado cronicamente com dopamina e 
desafiado com SKF-38393 (DS); desafiado com quinpirole (CQ); tratado 
cronicamente com dopamina e desafiado com quinpirole (DQ). Média ± SEM; 
Two Way ANOVA, pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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5.2. Efeito dos tratamentos sobre a velocidade média de larvas com 5, 7 e 

14dpf 

 

A segunda variável comportamental avaliada foi a velocidade média, que indica 

a quantidade de metros percorridos por segundo. Nessa análise, não foi possível 

observar nenhuma diferença significativa nas larvas de 5dpf tratadas 

exclusivamente com dopamina tanto em 5 como em 30 minutos. No tratamento 

SKF-38393 com 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 29,073 p  

<0,001) há reduções significativas entre os grupos CC e CS (Tukey, p <0,001), 

DC e DS (Tukey, p =0,002) e CC e DC (Tukey, p <0,001). Na análise 

comportamental de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 9,087 p = 

0,003) também é possível observar reduções significativas entre CC e CS 

(Tukey, p <0,001), CC e DC (Tukey, p <0,001) e CS e DS (Tukey, p =0,002). No 

tratamento com quinpirole na análise de 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 17,228 p <0,001) os grupos CC e CQ possuem uma redução 

significativa (Tukey, p <0,001), assim como DC e DQ (Tukey, p =0,002) e CC e 

DC (Tukey, p <0,001). Também observamos que na análise de 30 minutos do 

tratamento com quinpirole (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 1,907 p 

=0,168) há reduções significativas entre os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001), 

CC e DC (Tukey, p <0,001) e entre CQ e DQ (Tukey, p =0,021). 

 

Com 7dpf observa-se, já no tratamento exclusivo com dopamina, uma diferença 

na análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,566 = 1,821 p =0,178) 

sendo essa redução observada somente nos grupos CC e CD (Tukey, p <0,001) 

e DC e DD (Tukey, p <0,001). Observando o mesmo tratamento, mas com o 

tempo de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,566 = 0,101 p =0,751) a 

diferença persiste em CC e CD (Tukey, p <0,001) e DC e DD (Tukey, p <0,001) 

e uma diferença adicional surge entre CC e DC (Tukey, p =0,022). Passando 

para o tratamento com SKF-38393 na análise de 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 1,385 p =0,240) nota-se diferenças significativas entre CC e 

CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p =0,004). 

Com 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 0,229 p =0,632) 

persistem as mesmas diferenças entre CC e CS (Tukey, p =0,001), DC e DS 

(Tukey, p =0,011) e CC e DC (Tukey, p =0,018). No tratamento com quinpirole, 
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observando a análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 2,439 

p =0,119) somente os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p 

<0,001) apresentam diferenças significativas. Na análise de 30 minutos (Two 

Way ANOVA interactions F4,188 = 1,071 p =0,302) a diferença persiste nos 

mesmos grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p =0,006). 

 

Na última idade analisada, 14 dpf, o tratamento exclusivo com dopamina nos 

primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 2,336 p =0,128) de 

análise comportamental gerou diferenças entre os grupos CC e CD (Tukey, p 

=0,001), DC e DD (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p =0,011). Na análise 

com 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 2,330 p =0,129), observa-

se redução significativa somente nos grupos CC e CD (Tukey, p <0,001) e DC e 

DD (Tukey, p <0,001). No tratamento com SKF-38393 a análise de 5 minutos 

(Two Way ANOVA interactions F4,188 = 1,851 p =0,175) mostra redução 

significativa entre os grupos CC e CS (Tukey, p =0,005) e DC e DS (Tukey, p 

<0,001). Com 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,000 p =1,000) 

observamos diferenças somente nos mesmos grupos CC e CS (Tukey, p =0,002) 

e DC e DD (Tukey, p =0,002). No último tratamento, observamos que com 5 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,979 p =0,324) há diferença 

entre CC e CQ (Tukey, p <0,001) e entre DC e DQ (Tukey, p =0,009). Por fim, 

na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 1,071 p =0,302) 

os mesmos grupos citados anteriormente exibem reduções significativas sendo 

eles CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p =0,006). 
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Figura 8: Velocidade média (m/s) por larvas com 5, 7 e 14dpf nos primeiros 5 e 
30 minutos de desafio com dopamina, SKF-38393 ou quinpirole. Controle (CC); 
desafiado com dopamina (CD); tratado cronicamente com dopamina (DC); 
tratado cronicamente com dopamina e desafiado com dopamina (DD); desafiado 
com SKF-38393 (CS); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com 
SKF-38393 (DS); desafiado com quinpirole (CQ); tratado cronicamente com 
dopamina e desafiado com quinpirole (DQ). Média ± SEM; Two Way ANOVA, 
pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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5.3. Efeito dos tratamentos sobre o tempo móvel de larvas com 5, 7 e 14dpf 

 

A seguinte análise refere-se ao tempo móvel que é detectado pelo software pelo 

deslocamento de pixels identificados entre frames. Essa diferença entre pixels 

pode ou não identificar movimento, uma vez que o deslocamento da larva no 

mesmo lugar, também altera a quantidade de pixels entre os frames.  

 

No tratamento com dopamina com 5dpf e em 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,428 = 0,457 p =0,499) há diferença significativa entre CC e CD 

(Tukey, p =0,007) e entre DC e DD (Tukey, p <0,001). Já com 30 minutos (Two 

Way ANOVA interactions F4,428 = 0,0580 p =0,810) as mesmas diferenças 

significativas entre CC e CD (Tukey, p =0,003) e DC e DD (Tukey, p =0,012) 

aparecem. No tratamento com SKF-38393 durante os 5 primeiros minutos da 

análise comportamental (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 10,574 p =0,001) 

observa-se diferença entre CC e CS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p 

<0,001). Já na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 

9,252 p =0,003) os grupos CC e CS (Tukey, p =0,001) e CC e DC (Tukey, p 

<0,001) são os únicos que apresentam diferenças significativas. Já no 

tratamento com quinpirole nos primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,281 = 7,832 p =0,005) a diferença existe entre os grupos CC e CQ 

(Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p =0,013). Por outro lado, na análise de 30 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 6,588 p =0,011) continuamos 

observando as mesmas diferenças entre os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) 

e CC e DC (Tukey, p =0,006). 

 

Nas larvas com 7dpf, observa-se que no tratamento exclusivo com dopamina 

nos 5 primeiros minutos (Two Way ANOVA interactions F4,566 = 0,276 p =0,599) 

todas as análises realizadas demonstraram diferenças significativas sendo elas 

CC e CD (Tukey, p <0,001), DC e DD (Tukey, p =0,002), CC e DC (Tukey, p 

<0,001) e CD e DD (Tukey, p <0,001). Na análise de 30 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,566 = 0,559 p =0,455) todos os mesmos grupos continuam 

exibindo reduções significativas sendo eles CC e CD (Tukey, p <0,001), DC e 

DD (Tukey, p <0,001), CC e DC (Tukey, p <0,001) e CD e DD (Tukey, p =0,002). 

Já no tratamento com SKF-38393 nos primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA 
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interactions F4,284 = 0,0775 p =0,781) a diferença existe entre os grupos CC e CS 

(Tukey, p =0,003), DC e DS (Tukey, p =0,009) e CC e DC (Tukey, p =0,025). 

Entretando, quando observa-se a análise com 30 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 0,541 p =0,463) além das diferenças entre CC e CS (Tukey, 

p <0,001), DC e DS (Tukey, p =0,012) e CC e DC (Tukey, p =0,002) há uma 

diferença adicional entre CS e DS (Tukey, p =0,034). Por fim, nos 5 minutos 

iniciais do tratamento com quinpirole não observamos diferenças significativas 

entre os grupos. Porém, na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions 

F4,284 = 1,639 p =0,202) é possível observar diferenças entre os grupos CC e CQ 

(Tukey, p <0,001), DC e DQ (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p =0,034). 

 

Nas larvas com idade de 14dpf, nos primeiros 5 minutos do tratamento exclusivo 

com dopamina (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 0,416 p =0,520) somente 

os grupos DC e DD (Tukey, p =0,020) exibem diferença significativa. Na análise 

de 30 minutos desse mesmo tratamento (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 

1,613 p =0,206) além da persistente diferença entre DC e DD (Tukey, p <0,001) 

uma diferença entre CC e CD (Tukey, p =0,032) também é detectada. No 

tratamento com SKF-38393 nos primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,188 = 2,012 p =0,158) observa-se uma redução significativa entre 

DC e DS (Tukey, p =0,002) e outra entre CS e DS (Tukey, p =0,036). Com a 

mesma droga, mas observando seu efeito por 30 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,188 = 0,287 p =0,593) há redução comportamental entre os grupos 

CC e CS (Tukey, p =0,007), DC e DS (Tukey, p <0,001) e CS e DS (Tukey, p 

=0,008). No último tratamento, realizado com quinpirole, nos primeiros 5 minutos 

não é possível observar uma diferença significativa entre os grupos analisados. 

Entretanto, na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 

0,716 p =0,399) surge uma diferença entre os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) 

e DC e DD (Tukey, p <0,001). 
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Figura 9: Tempo móvel (s) por larvas com 5, 7 e 14dpf nos primeiros 5 e 30 

minutos de desafio com dopamina, SKF-38393 ou quinpirole. Controle (CC); 

desafiado com dopamina (CD); tratado cronicamente com dopamina (DC); 

tratado cronicamente com dopamina e desafiado com dopamina (DD); desafiado 

com SKF-38393 (CS); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com 

SKF-38393 (DS); desafiado com quinpirole (CQ); tratado cronicamente com 

dopamina e desafiado com quinpirole (DQ). Média ± SEM; Two Way ANOVA, 

pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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5.4. Efeito dos tratamentos sobre os episódios de movimento de larvas com 

5, 7 e 14dpf 

 

A última análise em relação com comportamento locomotor das larvas utilizadas, 

refere-se aos episódios de movimento por elas realizados. Esses episódios são 

caracterizados pela propulsão das larvas para frente com a cabeça para realizar 

um deslocamento. 

Na idade de 5dpf, o tratamento com dopamina exibe diferença nos primeiros 5 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,428 = 1,288 p =0,257) entre os grupos 

CC e CD (Tukey, p <0,001). Entretanto na análise de 30 minutos, não há 

diferença em nenhum dos grupos. No tratamento com SKF-38393 na primeira 

análise referente aos primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 

14,743 p <0,001) observa-se uma redução comportamental entre os grupos CC 

e CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p <0,001). 

Na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 6,147 p =0,014) 

os mesmos grupos apresentam diferenças significativas sendo eles CC e CS 

(Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p =0,014) e CC e DC (Tukey, p <0,001) e 

além deles o grupo CS e DS também apresenta diferença significativa (Tukey, p 

=0,032). Já no tratamento com o agonista quinpirole, com 5 minutos observa-se 

diferença (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 5,350 p =0,021) entre CC e CQ 

(Tukey, p <0,001), DC e DQ (Tukey, p <0,001) além dos grupos CC e DC (Tukey, 

p <0,001). Com 30 minutos a diferença (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 

2,427 p =0,120) todos os grupos exibem diferenças significativas sendo elas 

entre CC e CQ (Tukey, p <0,001), DC e DQ (Tukey, p <0,001), CC e DC (Tukey, 

p <0,001) e CS e DS (Tukey, p =0,017). 

Com a idade de 7dpf é possível observar diferenças no comportamento 

analisado nos primeiros 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,566 = 0,405 

p =0,525) entre os grupos CC e CD (Tukey, p <0,001) e DC e DD (Tukey, p 

<0,001). Na análise dos 30 minutos totais a diferença (Two Way ANOVA 

interactions F4,566 = 0,511 p =0,475) reside entre os mesmos grupos CC e CD 

(Tukey, p <0,001) e DC e DD (Tukey, p <0,001). No tratamento com SKF-38393 

é possível observar uma diferença (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 2,001 
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p =0,158) nos primeiros 5 minutos entre os grupos CC e CS (Tukey, p <0,001), 

DC e DS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, p =0,007). Observamos que nos 

30 minutos totais, a diferença entre os grupos (Two Way ANOVA interactions 

F4,284 = 3,423 p =0,065) permanece entre os grupos da primeira análise sendo 

eles CC e CS (Tukey, p <0,001), DC e DS (Tukey, p <0,001) e CC e DC (Tukey, 

p =0,018). Na última droga utilizada, o quinpirole, observa-se uma diferença 

significativa (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 0,0127 p =0,910) entre os 

grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p <0,001). 

Interessantemente o mesmo resultado é observado na análise referente aos 30 

minutos totais (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 0,999 p =0,318) entre os 

grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p <0,001).  

Por fim, na idade de 14dpf o tratamento exclusivo com dopamina já exibe 

diferenças significativas logo nos primeiros 5 minutos de análise comportamental 

(Two Way ANOVA interactions F4,187 = 0,0900 p =0,764) entre os grupos CC e 

CD (Tukey, p <0,001) e DC e DD (Tukey, p <0,001). Nos 30 minutos totais a 

diferença (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 0,0786 p =0,780) continua 

sendo entre os mesmos grupos CC e CD (Tukey, p <0,001) e DC e DD (Tukey, 

p =0,002). No tratamento com SKF-38393 nos primeiros 5 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,188 = 0,418 p =0,518) observamos uma diferença entre 

CC e DS (Tukey, p <0,001) e DC e DS (Tukey, p <0,001). Já com 30 minutos a 

análise indica uma diferença (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 1,401 p 

=0,238) entre os mesmos grupos CC e CS (Tukey, p <0,001) e DC e DS (Tukey, 

p =0,013) além de uma diferença adicional entre os grupos CC e DC (Tukey, p 

=0,029). Por fim, o tratamento com quinpirole exibiu uma diferença nos primeiros 

5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,702 p =0,400) entre os grupos 

CC e CQ (Tukey, p =0,001) e DC e DQ (Tukey, p <0,001). Com 30 minutos de 

análise, o a diferença (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,139 p =0,710) 

persiste nos mesmos grupos CC e DQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p 

<0,001). 
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Figura 10: Episódios de movimento por larvas com 5, 7 e 14dpf nos primeiros 5 
e 30 minutos de desafio com dopamina, SKF-38393 ou quinpirole. Controle (CC); 
desafiado com dopamina (CD); tratado cronicamente com dopamina (DC); 
tratado cronicamente com dopamina e desafiado com dopamina (DD); desafiado 
com SKF-38393 (CS); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com 
SKF-38393 (DS); desafiado com quinpirole (CQ); tratado cronicamente com 
dopamina e desafiado com quinpirole (DQ). Média ± SEM; Two Way ANOVA, 
pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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5.5. Relação entre tempo em movimento por episódios de movimento nas 

larvas com 5, 7 e 14dpf 

 

A primeira razão estabelecida entre os dados brutos, foi entre tempo móvel e 

episódios de movimento. Com ela, pretendíamos compreender no tempo móvel 

total que a larva se movimentava, quanto dele era voltado para um 

comportamento locomotor para o deslocamento e não outros tipos de 

movimento, como ela nadando em volta de si mesma, se mantendo equilibrada 

ou outros tipos de movimentos. Dessa forma, quanto menor a barra, maior o 

tempo utilizado para o deslocamento, sugerindo um não comprometimento do 

sistema locomotor. 

 

Nas larvas com 5dpf, não é possível observar nenhuma diferença significativa 

entre os grupos em nenhum dos dois tempos de análise. Já com SKF-38393 

observa-se uma diferença somente com a análise de 5 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,279 = 0,299 p =0,585) entre CC e CS (Tukey, p =0,024), 

não existindo nenhuma com 30 minutos. Na análise relativa ao tratamento com 

quinpirole nos primeiros 5 minutos há diferença (Two Way ANOVA interactions 

F4,278 = 0,0657 p =0,798) entre CC e CQ (Tukey, p =0,004) e DC e DQ (Tukey, p 

=0,011). Com essa mesma droga, nos 30 minutos de análise (Two Way ANOVA 

interactions F4,281 = 4,390 p =0,037) a diferença é entre os grupos DC e DQ 

(Tukey, p <0,001) e CQ e DQ (Tukey, p <0,001). 

 

Em larvas de 7dpf, no tratamento exclusivo com dopamina só há diferença na 

análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,565 = 0,0792 p =0,779) 

entre os grupos CC e CD (Tukey, p =0,010) e DC e DD (Tukey, p =0,030). No 

tratamento com SKF-38393 nos primeiros 5 minutos a diferença (Two Way 

ANOVA interactions F4,284 = 2,109 p =0,147) reside entre os grupos CC e CS 

(Tukey, p =0,002). Já na análise com os 30 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,284 = 0,531 p =0,467) a diferença é entre os grupos CC e CS 

(Tukey, p =0,022). Por fim, no tratamento com quinpirole na análise de 5 minutos 

(Two Way ANOVA interactions F4,281 = 0,0202 p =0,887) mostra diferença entre 

os grupos CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ (Tukey, p <0,001). Esses 

mesmos grupos mantém a diferença na análise de 30 minutos (Two Way ANOVA 
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interactions F4,284 = 0,174 p =0,676) com CC e CQ (Tukey, p <0,001) e DC e DQ 

(Tukey, p <0,001). 

 

Por fim, com larvas com 14dpf o tratamento com dopamina, não gera nenhuma 

diferença significante em nenhum dos dois tempos de análise. Já no tratamento 

com SKF-38393 em 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,187 = 0,147 p 

=0,702) há diferença entre CC e CS (Tukey, p =0,045). Entretanto com 30 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 0,370 p =0,544) a diferença é 

entre DC e DS (Tukey, p =0,044). Finalmente, o tratamento com quinpirole só 

gera diferença nas análises de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,188 = 

3,127 p =0,079) entre os grupos CC e CQ (Tukey, p =0,005). 
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Figura 11: Relação entre tempo móvel e episódios de movimento em larvas com 

5, 7 e 14dpf nos primeiros 5 e 30 minutos de desafio com dopamina, SKF-38393 

ou quinpirole. Controle (CC); desafiado com dopamina (CD); tratado 

cronicamente com dopamina (DC); tratado cronicamente com dopamina e 

desafiado com dopamina (DD); desafiado com SKF-38393 (CS); tratado 

cronicamente com dopamina e desafiado com SKF-38393 (DS); desafiado com 

quinpirole (CQ); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com quinpirole 

(DQ). Média ± SEM; Two Way ANOVA, pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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5.6. Relação entre distância percorrida e número de episódios de 

movimento nas larvas com 5, 7 e 14dpf 

 
Nessa razão, buscamos compreender quanto a larva se deslocava em cada 

episódios de movimento. Uma barra menor, indica que ela cobria uma menor 

metragem por episódio de propulsão e vice versa. 

 

Em larvas de 5dpf, as larvas tratadas exclusivamente com dopamina não 

exibiram diferenças significativas em nenhum dos dois tempos de análise. 

Interessantemente, no tratamento com SKF-38393 é possível observar uma 

diferença somente na análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,279 

= 1,918 p =0,167) entre DC e DS (Tukey, p=0,007). No tratamento com quinpirole 

a análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,278 = 2,856 p =0,092) 

os grupos DC e DQ são significativamente diferentes (Tukey, p <0,001). No 

comportamento referente aos 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 

4,130 p =0,043) observamos diferenças entre CC e CQ (Tukey, p =0,012) e DC 

e DQ (Tukey, p <0,001). 

 

Com 7dpf, novamente não observamos nenhuma diferença entre os grupos 

tratados exclusivamente com a dopamina. Com o agonista SKF-38393 na 

análise de 5 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 0,370 p =0,544) os 

grupos CC e CS (Tukey, p=0,021) são significativamente diferentes. Com 30 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 1,683 p =0,196) além da 

persistente diferença entre CC e CS (Tukey, p<0,001) surge uma diferença entre 

CS e DS (Tukey, p<0,001). No tratamento final com quinpirole, os primeiros 5 

minutos (Two Way ANOVA interactions F4,281 = 6,569 p =0,011) resultam em um 

diferença entre DC e DQ (Tukey, p<0,001) e outra em CQ e DQ (Tukey, 

p=0,014). Já com 30 minutos (Two Way ANOVA interactions F4,284 = 5,658 p 

=0,018) há uma diferença entre DC e DQ (Tukey, p<0,001) e CC e DC (Tukey, 

p=0,034). 

 

Finalmente na idade de 14dpf, poucas diferenças existem entre os grupos 

analisados. No tratamento com dopamina, nos primeiros 5 minutos a diferença 

(Two Way ANOVA interactions F4,187 = 4,487 p =0,035) a diferença é somente 
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entre os grupos CC e DC (Tukey, p=0,023). Já com 30 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,187 = 6,169 p =0,014) permanece a diferença entre os 

mesmos grupos CC e DC (Tukey, p<0,001). O tratamento com SKF-38393 não 

gera diferença em nenhum dos tempos analisados. Entretanto no tratamento 

com o agonista quinpirole, observa-se que com 5 minutos (Two Way ANOVA 

interactions F4,188 = 4,934 p =0,028) os grupos CQ e DQ são significativamente 

diferentes (Tukey, p =0,021), enquanto na análise de 30 minutos (Two Way 

ANOVA interactions F4,188 = 1,162 p =0,282) a diferença é entre os grupo CC e 

DC (Tukey, p =0,004). 
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Figura 12: Relação entre distância percorrida e episódios de movimento em 
larvas com 5, 7 e 14dpf nos primeiros 5 e 30 minutos de desafio com dopamina, 
SKF-38393 ou quinpirole. Controle (CC); desafiado com dopamina (CD); tratado 
cronicamente com dopamina (DC); tratado cronicamente com dopamina e 
desafiado com dopamina (DD); desafiado com SKF-38393 (CS); tratado 
cronicamente com dopamina e desafiado com SKF-38393 (DS); desafiado com 
quinpirole (CQ); tratado cronicamente com dopamina e desafiado com quinpirole 
(DQ). Média ± SEM; Two Way ANOVA, pós-hoc Tukey; *p<0.05. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Ao avaliarmos o efeito do tratamento crônico com dopamina entre o 3º e 5º dpf 

no comportamento motor das larvas nas idades de 5, 7 e 14 dpf, foi possível 

observar consequências em diferentes parâmetros comportamentais. 

Inicialmente, observando a resposta comportamental na idade de 5dpf foi 

possível notar que, em todas variáveis, o tratamento exclusivo com dopamina 

não gerou muitas diferenças entre os grupos estudados. Uma vez que a 

dopamina usada para os desafios, funciona como um agonista não específico, 

foi possível teorizar que se por acaso houvesse algum efeito relacionado a um 

receptor específico, a ligação da dopamina com seu antagonista, poderia 

cancelar seu efeito. Assim, esse tratamento foi levado como uma base para a 

comparação com os agonistas específicos de D1 e D2. Apesar de não ser um 

resultado idêntico ao trabalho anterior de nosso grupo (Souza et al., 2011), 

acreditamos ser resultado de uma diferença na maneira de contabilizar os 

movimentos, sendo que no primeiro trabalho foi feito de maneira manual 

(contagem a olho nu) e no trabalho atual, foi realizado por um software dedicado 

a contabilização de comportamento.  

 

Os desafios realizados nos grupos com os agonistas dopaminérgicos dopamina 

(CD), SKF-38393 (CS) e quinpirole (CQ), levaram à uma redução 

comportamental significativa do grupo desafiado em relação ao grupo controle. 

Isso indica que o que as larvas responderam comportamentalmente ao desafio 

com essas drogas nos tempos de 5 e 30 minutos. Quando comparamos o grupo 

cronicamente tratado com dopamina (DC) com os grupos também tratados 

cronicamente com dopamina e em seguida desafiados por dopamina (DD), SKF-

38393 (DS) e quinpirole (DQ), foi possível observar que o desafio no grupo 

crônico reduziu o comportamento motor em todas análises.  

 

Essa redução comportamental sugere que mesmo com o sistema abalado pelo 

tratamento crônico com dopamina, este foi capaz de exibir uma resposta motora 

quando novamente desafiado, podendo ser comparado ao grupo controle 

desafiado. Mesmo com a redução comportamental observada entre DC e CC, o 

sistema foi capaz de criar uma resposta quando desafiado com as três drogas 
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diferentes, indicando que houve uma adaptação da resposta para que, mesmo 

em uma amplitude menor, fosse capaz de reagir quando estimulado. Além disso, 

é possível observar que nas análises de 30 minutos, há uma diferença 

significativa entre os grupos desafiados CD e DD, CS e DS e CQ e DQ. Nas 

análises de 5 minutos, esse tipo de diferença só aparece na análise de tempo 

móvel no tratamento do dopamina no 7dpf e com SKF-38393 no 14dpf. Isso 

sugere que a via da Akt é mais sensível ao estresse crônico dopaminérgico do 

que a via da DARPP-32. 

 

Com 7dpf, a diferença existente entre CC e DC em todas as análises com 5dpf, 

é presente em todas as análises. Isso sugere que os efeitos do estresse 

dopaminérgico persistem nesta idade.  

 

É possível observar que a resposta comportamental ao desafio com quinpirole e 

com SKF-38393 é maior que quando o desafio é feito com dopamina. Quando 

desafiamos o sistema tratado cronicamente com SKF-38393, quinpirole e 

dopamina, foi possível observar que o sistema continua sensível a alterações 

dopaminérgicas. Esta observação foi reforçada quando comparamos o 

comportamento observado com o grupo controle desafiado. Alguns dos 

parâmetros analisados sugerem que os grupos DD, DS e DQ apresentam uma 

maior resposta dopaminérgica em relação aos grupos CD, CS e CQ, 

respectivamente, apesar de não serem significativamente diferentes. Em 

algumas análises de 30 minutos, novamente observamos uma diferença 

significativa entre os grupos DD, DS e DQ e os grupos CD, CS e CQ, 

fortalecendo a hipótese de que a via da Akt é mais afetada pelo estresse 

dopaminérgico em relação a via da DARPP-32 em comportamentos motores. 

 

Com 14 dpf, a diferença existente entre os grupos DC e CC antes observado 

deixa de existir. Isso sugere que o sistema foi capaz de recuperar sua fisiologia 

motora em todas os parâmetros analisados. Além disso quando desafiamos esse 

sistema, teoricamente recuperado no âmbito motor, com dopamina, SKF-38393 

e quinpirole, observamos níveis de resposta comportamental similar aos grupos 

controle desafiados CD, CS e CQ, sugerindo que o sistema dopaminérgico se 

recuperou.  
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Dentre os dados brutos, observamos que não houve diferença na resposta entre 

o desafio com SKF-38393 e quinpirole, mesmo sendo proposto que eles se ligam 

a receptores dopaminérgicos D1 e D2/D3, respectivamente. Sugerimos 3 

hipóteses para a resposta comportamental motora similar para ambos os 

agonistas. (1) os agonistas utilizados não são específicos para os receptores 

tipo-D1 e tipo-D2 no zebrafish; (2) os receptores tipo-D1 e tipo-D2 do zebrafish 

não são acoplados à proteína Gs e proteína Gi, como sugerido por Yamamoto 

(2005); (3) os neurônios que expressam os receptores D1 e D2 no cérebro larval 

são diferentes, atuando em circuitos paralelos que levam à emergência do 

mesmo fenômeno comportamental. Para compreender isso, novos experimentos 

serão necessários. 

 

A partir desses dados brutos, fizemos a correlação de três variáveis (distância, 

tempo móvel e episódios de movimento) a fim de compreender melhor como elas 

se relacionavam para produzir o comportamento das larvas. Primeiro 

observamos a relação entre tempo móvel por episódios de movimento, onde é 

possível identificar quanto do tempo que a larva está movendo é realmente 

dedicado para o deslocamento. Então nessa análise, foi possível tirar a 

informação de que em larvas com 5dpf tratadas com os agonistas específicos 

SKF-38393 e quinpirole passam menos tempo se movendo sem a propulsão 

para deslocamento, sugerindo que elas tem mais motilidade do que mobilidade 

tanto durante os primeiros 5 quanto durante os 30 minutos da análise. Esse 

padrão se estende por todas as idades analisadas. 

 

Em seguida temos a associação dos dados da distância percorrida pelos 

episódios de movimento. Nessa análise buscamos relacionar quanto, em um 

episódio de movimento, a larva é capaz de nadar, dando foco na sua mobilidade 

para assim compreender se seu sistema motor ainda é funcional ou foi alterado 

por algum dos tratamentos realizados. Com essa análise, pode-se observar que 

a maioria das larvas possui um comportamento equivalente ao controle, 

sugerindo que mesmo com o estresse dopaminérgico crônico e os desafios com 

os agonistas, o sistema foi capaz de se adaptar para gerar uma resposta 

equivalente as observadas pelos grupos controle. Em alguns tratamento com 
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agonistas específicos, foi possível observar que as larvas deslocam-se mais por 

episódio de movimento. Isso pode sugerir que o sistema motor delas não foi 

comprometido e as diferenças que observamos em dados anteriores, podem ser 

devido a alterações em sistemas neurais superiores que podem alterar a 

motivação, impulsividade ou ansiedade das larvas. 

 

Os resultados que obtivemos nesse trabalho, levantaram inúmeras dúvidas em 

relação ao sistema dopaminérgico no zebrafish. Classicamente, sabe-se que a 

ativação de receptores D1 aumenta a atividade motora e de D2 reduz a atividade 

motora. Porém, alguns trabalhos relatam que ambos os agonistas 

dopaminérgicos, como o SKF-38393 e o quinpirole, podem aumentar o 

comportamento motor em zebrafish assim como em mamíferos (Irons et al., 

2013). Entretanto, em comparação a esse trabalho, podemos levantar várias 

diferenças em relação ao protocolo, concentração da droga, idade das larvas, 

diferença entre uma resposta imediata e observada após um período de tempo 

e filmagem em ambiente claro que nos impossibilitam consolidar algum tipo de 

resposta. A redução comportamental aqui observada pode ser devido a diversos 

fatores como a diferentes janelas desenvolvimentais analisadas, a diferenças 

individuais, que o quinpirole agiu mais rápido que o SKF-38393 (Irons et al., 

2013), que o circuito existente em larvas dessas idades é diferente (podendo 

existir circuitos paralelos distintos para D1 e D2), que a variedade de receptores 

existente nos peixes reage de forma diferente aos dos mamíferos nessas idades 

e condições aqui testadas ou até mesmo que os receptores de D1 e D2 podem 

estar associados a diferentes proteínas G, o que geraria uma resposta diferente. 

Para confirmar isso seria necessária uma medição mais específica de atividade 

das drogas e das células e receptores alvo com técnicas como o c-fos e potencial 

de ligação de D1 e D2, além de testes comportamentais que avaliassem a 

ansiedade e motivação para selecionar qual circuito pode ser envolvido com as 

alterações aqui observadas. 

 

Além disso nas adaptações observadas entre o grupo DC e CC, pode ter ocorrido 

um remanejamento de receptores na membrana ou a alteração de células do 

sistema, como a redução de células GABAérgicas (Souza et al., 2011). Para 

confirmar isso são necessários testes adicionais como a marcação por 
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anticorpos específicos aos receptores da membrana e células alvo para 

compreender como eles reagiriam nessas condições e assim compreender 

melhor a resposta dopaminérgica aqui observada. 

 

Nosso trabalho foi de extrema relevância uma vez que demonstramos que o 

sistema dopaminérgico, mesmo submetido a períodos de estresse em janelas 

desenvolvimentais críticas, é capaz de recuperar seu sistema locomotor a níveis 

do grupo controle. Essa informação é de extrema valia para medicina 

translacional e estudos de doenças desenvolvimentais, uma vez que mostra que 

o sistema dopaminérgico em vertebrados é capaz de uma grande adaptação, 

especialmente no sistema locomotor, como aqui demonstrado. Dentre as 

análises realizadas, é possível observar nos tratamentos de 30 minutos, uma 

menor sensibilidade dos grupos DD/DS/DQ em relação a DC. Isso nos leva a 

sugerir que é possível que a proteína Akt esteja mais relacionada com as 

alterações motoras do que a DARPP-32, nas análises de 5 minutos. Esse 

resultado é de acordo com os resultados anteriores de nosso grupo (Souza et 

al., 2011), onde as alterações com a Akt possuíram uma relação com a alteração 

motora das larvas de zebrafish.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Esse trabalho permitiu compreender melhor o comportamento de um sistema 

cronicamente alterado pelo tratamento com dopamina e sua persistência ao 

longo do desenvolvimento. Os desafios com agonistas dopaminérgicos 

mostraram que é possível que a sinalização desse sistema por partes de seus 

receptores possa ser alterada nas idades e condições aqui testadas, o que faria 

sentido considerando a grande variação de receptores presentes em zebrafish. 

 

O maior objetivo desse trabalho foi realizar um screening de parâmetros 

comportamentais motores em diferentes idades e com diferentes desafios 

dopaminérgicos, para melhor compreender a consequência do estresse 

dopaminérgico durante o desenvolvimento e sua persistência. Os resultados 

observados levantaram mais questionamentos dos que inicialmente propostos, 

o que é algo positivo e relevante para a ciência, uma vez que abre a porta para 

novas descobertas, compreensão da ciência básica e modelos experimentais, 

além de questionamentos e possíveis melhorias aplicadas a melhor 

compreensão e tratamentos de transtornos em humanos. 
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