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“A ansiedade é o resultado natural de centralizarmos nossas esperanças em 

qualquer coisa menor do que Deus e Sua vontade para nós.” 

Billy Graham 
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RESUMO 

O comportamento tipo ansiedade pode ser definido como um estado de apreensão, 

onde o perigo é iminente, podendo ocorrer a partir da exposição a ambientes novos ou 

a estímulos aversivos incontroláveis. Muitos sistemas de neurotransmissão podem 

estar envolvidos na modulação dos estados de ansiedade em mamíferos assim como 

em teleóteos. Dentre estes, os sistemas GABAérgico e glutamatérgico, apresentam-se 

como as principais vias de modulação do comportamento tipo ansiedade. Assim, o 

presente trabalho tem por objetivo avaliar os níveis extracelulares de GABA e 

glutamato ao longo do processo de geração da ansiedade nos testes de Preferência 

Claro/Escuro (PCE) e Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade (DVN) em Danio 

rerio. Foram utilizados 60 animais da espécie Danio rerio (selvagem, longfinn), os 

quais foram expostos aos Testes PCE e DVN nos tempos 5, 10 e 15 min. Os 

parâmetros analisados para o PCE foram: tempo no compartimento claro, número de 

quadrantes cruzados no compartimento claro e cruzamentos entre os compartimentos; 

para o DVN, os parâmetros foram: Tempo na região superior do aquário, número de 

quadrantes cruzados, entradas no topo, velocidade máxima, velocidade média e 

Distância total percorrida. Em seguida, os cérebros foram dissecados e incubados com 

Hank/Na+ para quantificação de GABA e Glutamato por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficácia (CLAE). Todos os testes foram filmados e os vídeos avaliados utilizando o 

software Zebtrack. Foi aplicado o teste ANOVA de uma via com pós-teste Tukey, 

considerando significativos valores com p<0,05. Os dados foram expressos em média 

± erro padrão e todos os experimentos foram previamente aprovados pelo comitê de 

ética local (CEPAE UFPA 213-14). Nossos resultados demonstram exploração do 

compartimento claro no teste PCE, sem diferença entre os tempos (F[3, 20]= 17.10) e 

sem alteração entre número de cruzamentos entre os minutos 5, e 10 (F[3, 20]= 6.28; 

p<0.05). Há aumento do número de cruzamento entre os quadrantes no tempo de 15 

minutos em relação aos demais tempos de exploração (F[3, 20]= 6.28; p<0.05). Além 

disso, há aumento de conteúdo extracelular de glutamato no decorrer do teste (F [4, 10] 

= 8.98) e diminuição de GABA nos últimos minutos em comparação aos animais não 

expostos ao teste (F [4, 9] = 20.83; p<0.05). Os padrões comportamentais dos animais 

expostos ao teste DVN também variam de acordo com o tempo de exposição, onde, 

conforme há aumento do tempo, há aumento do tempo de exploração do topo (F[3, 28]= 

15.99; p<0.01), aumento do número de transições para o topo (F[3, 22]= 16.86 p<0.05), 

aumento do número de quadrantes cruzados (F[3, 21]= 38.70; p<0.01), aumento da 

distância total percorrida (F[3, 27]= 61.44; p<0.01), sem alteração das velocidades 

máximas (F[3, 28]= 19.73; p<0.01) e média em todos os tempos. Os níveis de glutamato 

aumentam na exposição ao teste (F [4, 10] = 24.62) e os níveis de GABA permanecem 

inalterados (F [4, 9] = 1.76). Concluímos, assim, que os sistemas glutamatérgicos e 

gabaérgicos modulam de maneira diferente o comportamento tipo ansiedade em 

Danio rerio. 

Palavras-chave: comportamento tipo ansiedade, zebrafish, sistema glutamatérgico, 

sistema GABAérgico, Cromatografia Líquida de Alta Eficácia 
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ABSTRACT 

TEMPORAL VARIATION OF GLUTAMATE AND GABA LEVELS IN Danio rerio (ZEBRAFISH) BRAIN 

SUBMITTED AT ANSIOGENIC ENVIRONMENTS 

Anxiety-like behavior can be defined as a state of apprehension where the danger is 

imminent and may occur from exposure to new environments or uncontrollable 

aversive stimuli. Many neurotransmission systems may be involved in the modulation 

of anxiety states in mammals as well as in teleosts. Among these, the GABAergic and 

glutamatergic systems are the main modulation pathways of anxiety-like behavior. 

Therefore, the present work aims to evaluate the extracellular levels of GABA and 

glutamate throughout the process of anxiety generation in Danio rerio exposed in 

Dark/light Preference (DLP) and Novel Tank (NT) tests. Sixty animals (Danio rerio, 

(wild type, longfinn) were used, which were exposed to DLP and NT at times 5, 10 and 

15 minutes. The parameters analyzed for DLP were: time in the white compartment, 

number of quadrants crossed in the white compartment and transitions between 

compartments; for the NT, the parameters were: Time in the upper half, number of 

squares crossed, entrances at the top, maximum speed, average speed and total 

distance traveled. Then, the brains were dissected and incubated with Hank/Na+ for 

further quantification of GABA and Glutamate by High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC). All tests were filmed and videos evaluated using Zebtrack 

software. One-way ANOVA test with Tukey post-test was applied, considering 

significant values p<0.05. Data were expressed as mean ± standard error mean and all 

experiments were previously approved by the local ethics committee (CEPAE UFPA 

213-14). Our results demonstrate exploration of the white compartment in the LDT test, 

with no difference between the times (F [3, 20] = 17.10) and no change in the number 

of midleline crossings between the compartments between minutes 5 and 10 (F [3,20] 

= 6.28, p <0.05). There was an increase in the number of squares crossed in the time 

of 15 minutes in relation to the other exploration times (F [3, 20] = 13.04, p <0.03).In 

addition, there was an increase in extracellular glutamate content during the test (F [4, 

10] = 8.98) and decrease of GABA in the last minutes compared to animals not 

exposed to the test (F [4,9] = 20,83; <0.05). The behavioral patterns of the animals 

exposed to the NT test also vary according to the time of exposure, where, as time 

increases, there is an increase in the time of the top exploration (F [3, 28] = 15.99, p 

<0.01), (F [3, 22] = 16.86 p <0.05), increase in the number of squares crossed (F [3, 

21] = 38.70, p <0.01), increase in the total distance traveled [3, 27] = 61.44, p <0.01), 

with no change in maximum speed (F [3, 28] = 19.73, p <0.01) and mean speed at all 

times. Glutamate levels increase on exposure to the test (F [4, 10] = 24.62) and GABA 

levels remain unchanged (F [4,9] = 1.76). We conclude, therefore, that glutamatergic 

and gabaergic systems modulate the anxiety-like behavior in Danio rerio differently. 

Key words: anxiety-like behavior, GABAergic system, glutamatergic system, High 

Performance Liquid Chromatography   
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 ANSIEDADE: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Os distúrbios de ansiedade e estresse juntos constituem o maior 

grupo de transtornos mentais observados nas sociedades ocidentais 

(WITTCHEN et al., 2011; HARO et al., 2014; CHRISTOPHER et al., 2016). De 

acordo com a 5ª edição do Manual de Diagnóstico e Estatístico de Transtornos 

Mentais (DSM-5), esta classe de desordens inclui o transtorno do pânico, fobia 

específica, transtorno de ansiedade social, transtorno do estresse pós-

traumático e distúrbio de ansiedade generalizada (American Psychiatric 

Association, 2013). 

As características essenciais dos transtornos de ansiedade são 

excessivas sensações de preocupação, esquiva de ameaças percebidas, seja 

no ambiente externo (por exemplo, situações sociais) ou interno (por exemplo, 

sensações corporais). Os comportamentos de esquiva são características que 

podem variar de uma recusa para entrar em certas situações para uma sutil 

confiança em objetos ou lidar com pessoas (CRASKE, 2017; BEESDO, 2010). 

Atualmente, estima-se que 264 milhões de pessoas apresentam 

sinais clínicos de ansiedade em todo o mundo, uma média de 3,6%, 

representando uma alta de 15% em comparação a 2005. No Brasil, 23,93% da 

população apresenta algum distúrbio de ansiedade, caracterizando o país com 

maior taxa no mundo (OMS, 2017). Apesar de muitos fatores aparecerem em 

sua gênese, entre eles culturais e estilos de vida do século XXI (GLAS, 2003; 

PESSOTI, 1978; TONE 2008), o entendimento da neurobiologia da ansiedade 
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também se apresenta como um importante papel para avaliação destes 

transtornos (CRASKE, 2017). 

Dentre os diversos sistemas fisiológicos que modulam as repostas 

comportamentais normais e patológicas da ansiedade, destacam-se 

principalmente o eixo hipotálamo-pituitário-adrenal (HPA). Este componente 

regula respostas neuroendócrinas frente a estressores físicos e psicossociais. 

Estudos demonstram a ativação do eixo HPA em modelos de estresse pós-

traumático, onde é visto baixos níveis de cortisol e hipersensibilidade a 

glicocorticoides (ROOZENDAAL et al., 2009; DASKALAKIS et al., 2016). 

Além do eixo HPA, mecanismos neuroquímicos específicos parecem 

estar envolvidos na modulação dos estados de ansiedade. Dentre eles, os 

sistemas serotoninérgico e noradrenérgico têm sido descritos como sistemas 

que estão intimamente relacionados à sua modulação no sistema nervo central 

(SNC) (SANDFORD, 2000; MILLAN, 2003). A literatura também aponta que os 

sistemas GABAérgico e glutamatérgico como protagonistas da regulação da 

ansiedade, produzindo tanto efeitos ansiolíticos (HINDERER, 1990) quanto 

ansiogênicos (WALLMICHRATH, SZABO, 2002). 

Entretanto, ainda não é esclarecido como ocorre as variações 

endógenas de GABA e Glutamato no cérebro frente ao estímulo ansiogênico. 
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1.2 NEUROQUÍMICA DO SISTEMA GABAérgio E O COMPORTAMENTO 

TIPO ANSIEDADE 

 

O ácido γ-aminobutírico (GABA) é um aminoácido que atua como 

principal neurotransmissor inibitório no SNC (DUDEL, 1963; ROBERTS, 

KURIYAMA, 1968). Sua síntese é mediada pela enzima ácido glutâmico 

descarboxilase (GAD), a qual catalisa a descarboxilação do glutamato e o 

transforma em GABA em terminações nervosas GABAérgicas (KAUFMAN, 

1991). Uma vez sintetizado, ele é então estocado em vesículas sinápticas em 

função da atividade do transportador vesicular do GABA (VGAT), podendo 

assim ser liberado na fenda sináptica (CHAUDHRY, 1998). 

O término da ação do GABA na sinapse depende de sua remoção 

do espaço extracelular. Os neurônios e a glia captam o GABA através de 

transportadores de GABA específicos (GAT). No interior das células, a enzima 

mitocondrial amplamente distribuída, a GABA-transaminase (GABA-T), catalisa 

a conversão do GABA em semi-aldeído succínico (SSA), que é oxidado a ácido 

succínico pela SSA desidrogenase, entrando, a seguir, no ciclo de Krebs, onde 

é transformado em α-cetoglutarato (NUTT & MALIZIA, 2001). 

As ações do GABA são mediadas pela ativação de seus receptores, 

os quais se apresentam tanto sob a forma ionotrópica (GABAA e GABAC) 

quanto metabotrópica (GABAB) (KALUEFF & NUTT, 2007).  

Os receptores GABAA são os receptores ionotrópicos mais 

abundantes do GABA no SNC e, quando ativados, inibem neurônios de 

gerarem novos potenciais de ação e são cruciais para controle da 

excitabilidade no SNC (KORPI, 2002; CHANG, 2003). Eles consistem em 
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proteínas de membrana que formam um poro iônico central seletivo para o 

cloreto de múltiplas subunidades que, quando ativados pela ligação do GABA, 

abrem-se e permitem o influxo do íon cloreto. Além do GABA, eles contém 

sítios de ligação para diversos agonistas, tais como barbitúricos, 

benzodiazepinas, esteroides e etanol (SIEGHART, 1999; KORPI, 2002; 

OLSEN, 2004). 

Os receptores de GABA metabotrópicos (GABAB) são receptores 

acoplados à proteína G e afetam as correntes iônicas neuronais através de 

segundos mensageiros. Eles são formados a partir de duas subunidades, 

GABAB1 e GABAB2, cada uma com sete elementos transmembranas que se 

unem para formar heterodímeros em que ambas as subunidades são 

necessárias para que o receptor seja funcional (MOMBEREAU, 2004). Os 

receptores GABAB são encontrados tanto em terminações pré-sinápticas 

quanto regiões pós sinápticas (MIHALEK, 1999). 

Os receptores GABAA, GABAB e GABAC estão envolvidos em 

diversas regulações e mecanismos fisiológicos, assim como patológicos, 

incluindo sono, memória, epilepsia e tem sido considerado central para a 

regulação dos estados de ansiedade (KALUEFF & NUTT, 1996; KALUEFF, 

1997; MIHALEK, 1999; ENRICH et al., 1980; LLOYD et al., 1985). 

O uso da benzodiazepinas, um agonistas do receptor GABAA, é 

amplamente usado na clínica para a modulação dos estados de ansiedade 

(Nishimura et al., 1989, 1992; Bourin et al., 1991). Sua administração provoca 

efeito ansiolítico em diversos modelos animais (NUTT & MALIZIA, 2001; 
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BALLENGER, 1990). Tal efeito é possível devido sua alta ligação ao receptor 

GABAA, promovendo aumento de afinidade ao GABA (BALLENGER, 1998). 

A administração do baclofeno, agonista do receptor GABAB, revelou 

efeitos ansiolíticas em roedores (FILE, 1991, SHEPHARD, 1992), porém foi 

considerado ineficaz em outros estudos (UMEZU, 1999; DALVI E RODGERS, 

1996; ZARRINDAST, 2001). Tal variabilidade de resultados pode ser explicada, 

por exemplo, pela dose utilizada e modelo animal. No geral, dependendo da 

dose administrada, moduladores alostéricos do receptor GABAB geram efeitos 

ansiolíticos (FROESTL, 2011). 

A inibição da enzima GAD65 e GAD67 provoca diminuição dos 

níveis de GABA (CHAO et al., 2010). Assim, é demonstrado em roedores um 

aumento a suscetibilidade ao estresse, assim como convulsão (QI et al., 2018). 

Além disso, a inibição da GAD65 diminui a respostas a drogas ansiolíticas, 

prejudica o aprendizado e também induz o comportamento tipo ansiedade 

(KASH et al., 1999; CHAO et al., 2010). Estudos recentes demonstram a 

relação do polimorfismo da GAD65 e inibição do comportamento tipo 

ansiedade em crianças (SMOLLER et al.., 2001), enquanto que os níveis de 

GAD65 e GAD67 no córtex pré frontal e cerebelo de pacientes com depressão 

estão diminuídos (GUIDOTTI et al., 2000; FATEMI et al., 2005). 

Os inibidores da enzima GABA-T elevam os níveis de GABA, o que 

consequentemente aumentou comportamentos exploratórios e sociais em 

roedores (SHERIF & ORELAND, 1995), assim como exercem efeitos anti-

depressivos (ROGAWSKI & LOSCHER, 2004; GAJWANI et al., 2005, 

ZWANZGER & RUPPRECHT, 2005). Tais resultados podem ser assim 
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observados pois há considerável aumento dos níveis de GABA (LANG & DE 

ANGELIS, 2003). 

A administração de inibidores de GAT-1 aumentam os níveis de 

GABA e exercem efeitos ansiolíticos em roedores (DALVI & RODGERS, 1996; 

SCHMITT & HIEMKE, 1999) e também em humanos (CRANE, 2003; 

SCHALLER et al., 2004; CONNOR et al., 2006). A tiagabina, por exemplo, 

casou ansiólise durante o tratamento combinado de vários distúrbios de 

ansiedade (ZWANZGER & RUPPRECHT, 2005). Da mesma forma, a tiagabina 

também pode ser usada como estabilizadores do humor, indicando sua 

utilidade em terapia para desordens da depressão via modulação GABAérgica. 

(KAUFMAN, 1998; SCHAFFER et al., 2002; SCHWARTZ, 2002). 

A exposição ao estresse agudo, a qual geralmente é utilizada para 

eliciar ansiedade, mostrou ação em vias GABAérgicas nas áreas do 

prosencéfalo, incluindo o hipotálamo dorsomedial e o hipocampo (HERMAN, 

2003). Além disso, dependendo do tipo de modelo de estresse, há alteração 

estrutural de sítios alostéricos dos receptores GABAérgicos, tais como os sítios 

para ligação de benzodiazepinas, onde pode haver aumento (BRAESTRUP et 

al., 1979) assim como diminuição de afinidade de ligação (MOTOHASHI et al., 

1993). 

Apesar da importância dos estudos que avaliam o papel do sistema 

GABAérgico na modulação do comportamento tipo ansiedade, ainda faz-se 

necessário estudos que possam avaliar como tal sistema está regulando a 

gênese deste comportamento, assim como elucidar os possíveis mecanismos e 
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relações com outros sistemas de neurotransmissão, como o sistema 

glutamatérgico (figura 1). 

 

 

 

Figura 1: Esquema hipotético que demonstra a atividade e função 
sináptica geral dos receptores e transportadores dos sistemas 
GABAérgico e glutamatérgico. Adaptado de SWANSON et al., 2005. 
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1.3 NEUROQUÍMICA DO SISTEMA GLUTAMATÉRGICO E O 

COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE 

 

O sistema de neurotransmissão glutamatérgico é o principal sistema 

de neurotransmissão excitatório no SNC e é essencial para diversos 

mecanismos fisiológicos e fisiopatológicos, incluindo o desenvolvimento de 

uma sensação aumentada de dor (hiperalgesia), neurotoxicidade cerebral e 

alterações sinápticas envolvidas em certos tipos de formação da memória no 

hipocampo. (HAYASHI 1952; CURTIS, WATKINS 1960). 

A síntese do glutamato ocorre através de duas vias diferentes: em 

uma dessas, o α-cetoglutarato formado no ciclo de Krebs é convertido em 

glutamato em terminações nervosas do SNC. Alternativamente, a glutamina 

produzida e secretada pelas células da glia é transportada nas terminações 

nervosas e convertida em glutamato pela enzima glutaminase (PELLERIN & 

MAGISTRETTI, 2004). 

Uma vez sintetizado, ele é empacotado em vesículas sinápticas, os 

transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT) (TAKAMORI, 2006) e 

liberado na fenda sináptica por um processo dependente de Ca+2. O 

glutamato é removido da fenda sináptica por transportadores de 

aminoácidos excitatórios (EAATs), os quais estão localizados nas terminações 

nervosas pré-sinápticas e nas membranas plasmáticas das células 

gliais, sendo estes conhecidos como transportador de glutamato e aspartato 

(GLAST) (SEAL & AMARA, 1999). Tais proteínas transportadoras são 

dependentes de Na+ e possuem alta afinidade pelo glutamato (LEVY. 1998). 

Em células gliais, a enzima glutamina sintetase converte o glutamato em 

glutamina, a qual é reciclada em terminações nervosas adjacentes para nova 
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conversão em glutamato. A glutamina gerada nas células gliais também pode 

entrar no ciclo de Krebs e sofre oxidação; o α-cetoglutarato resultante é 

captado pelos neurônios para repor o α-cetoglutarato consumido durante a 

síntese de glutamato e reiniciar, então, uma nova síntese do glutamato 

(ERECINSKA, SILVER, 1990).  

Assim como todo neurotransmissor, para efetivar suas ações, o 

glutamato demanda receptores, os quais se apresentam sob as formas 

ionotrópicas e metabotrópica (OLSEN & SIEGHART, 2008). 

Os receptores ionotrópicos foram identificados e nomeados de 

acordo com a seletividade de seu agonista: N-methyl-D-aspartato (NMDA), 

ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole propriônico (AMPA) e ácido caínico 

ou cainato (KA) (NICIU, 2011). 

Já os receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR), 

diferentemente dos receptores inotrópico, são receptores transmembranares de 

7 passos, com domínios extracelulares, onde ocorre a ligação com o agonista e 

domínios intracelulares, onde encontra-se acoplada a proteína G. Os 

receptores metabotrópicos de glutamato foram então identificados e 

subdivididos em três grupos funcionais com base na homologia da sequência 

de seus aminoácidos, ligação agonista e segundo mensageiro ativado na 

cascata de transdução de sinal(CONN & PIN, 1997; KIM, 2008). 

Os receptores metabotrópicos de glutamato do grupo I consistem em 

mGluR1 e mGluR5. Eles provocam seus efeitos por dois mecanismos: (1) 

fosfolipase C via inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) para liberação Ca+2 de 

estocamento intracelulares e (2) diacilglicerol (DAG) para estimular a proteína 
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cinase C (PKC) via proteína Gq. Os grupos II (mGluR2 e mGluR3) e III 

(mGluR4-8) são acoplados a proteínas G inibitórias (Gi), as quais diminuiem o 

monofosfato de adenosina cíclica intracelular (cAMP) por inibição da via adenilil 

ciclase/proteína cinase A (PKA) (CONN & PIN, 1997). 

O sistema glutamatérgico é conhecido por desempenhar um papel 

importante na cognição, como em testes para avaliação de aprendizagem e 

aquisição de memória (MAREN, 1996; LEDOUX, 1994). Além disso, agonistas 

e antagonistas dos receptores glutamatérgicos têm sido utilizados em modelos 

animais para estudo de modelos de ansiedade (BERGINK et al., 2004). 

Fármacos que tem como alvo os mGluRs são agentes promissores 

para o tratamento de distúrbios relacionados à ansiedade (KRYSTAL et al., 

2010). Estudos utilizando moduladores alostéricos negativos de mGluR5, 

MPEP demonstraram efeito ansiolítico em modelos animais de ansiedade 

(KLODZINSKA et al., 2000 ; KLODZINSKA et al., 2004; PALUCHA & PILC, 

2007; RITZEN et al., 2005; WIERONSKA & PILC, 2009). Além disso, também 

tem sido reportado que o uso de alostéricos negativos do receptor mGluR7, 

como o AMN082, também resultam em  diminuição da ansiedade (FENDT et 

al., 2008; JULIO-PIEPER et al., 2010; O'CONNOR et al., 2010; SIEGL et al., 

2008). 

Os receptores AMPA e cainato também demonstram ter atividade na 

modulação da ansiedade. Enquanto injeções de agonista do receptor de 

AMPA/Cainato na porção dorsal do PAG levam ao aumento no sobressalto 

potenciado pelo medo (FENDT, 2000), os antagonistas de AMPAR 

demonstram ter atividade ansiogênica em estudos de paradigmas não 
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condicionados e condicionados (KAPUS et al., 2008, KOTLINSKA & 

LILJEQUIST, 1998, MATHEUS & GUIMARAES, 1997, MENARD  TREIT, 2000; 

SAJDYK & SHEKHAR, 1997). 

Muitos estudos que avaliam o efeito do uso de antagonistas do 

receptor NMDA na modulação do comportamento tipo ansiedade têm sido 

realizados. O ácido 3-(2-carboxipiperazin-4-il)-propil-1-fosfónico (CPP), por 

exemplo, aumentou a interação social e o tempo gasto nos braços abertos do 

labirinto em cruz elevado em modelo murino, o que pode ser interpretado como 

redução da ansiedade (CORBETT & DUNN, 1993; DUNN et al., 1989).  Além 

disso, o bloqueio farmacológico deste receptor especificamente na amígdala 

interrompe a aquisição do condicionamento do medo assim como causa 

ansiólise (MISERANDINO et al.,1990). 

Injeções de AP5, outro antagonista de NMDA, também 

apresentaram efeitos ansiolíticos em testes de ansiedade condicionada 

(CAMPEAU et al., 1992; FENDT et al., 1996; LEHMANN et al., 2000). Porém, 

tais resultados só puderam ser reproduzidos quando as injeções foram 

realizadas diretamente no hipocampo ventral (NASCIMENTO HACKL & 

CAROBREZ, 2007), pois no hipocampo dorsal podem não apresentou efeito 

significativo (BARROS et al., 2000 NASCIMENTO HACKL E CAROBREZ, 

2007). 

Várias evidências sugerem que a neurotransmissão glutamatérgica 

límbica desempenha um papel fundamental na patogênese dos transtornos de 

ansiedade (BERGINK et al., 2004; GARAKANI et al., 2006; MILLAN, 2003; 

VAQUERO-LORENZO et al., 2008). Estudos demonstram que o estresse 
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agudo aumenta a liberação de glutamato na amígdala em modelo murino e 

também em humanos (REZNIKOV et al., 2007; ZHANG et al., 2011; MODI et 

al., 2014). Além disso, a baixos níveis de glutamato por meio de sua 

receptação na habenula lateral impede a geração do comportamento tipo 

ansiedade e também de transtornos depressivos (KANG, LI, JIANG-HONG, 

2017). 

Apesar de todas essas ressalvas, testes utilizando modelos animais 

de transtornos de ansiedade provam ser cruciais para as pesquisas 

biomédicas, incluindo testes rápidos de alto débito de drogas ansiolíticas e 

antidepressivas (FLINT, 2003; WONG & LICINIO, 2004), testando hipóteses 

neurobiológicas (GEYER & MARKOU, 1995). Portanto, a compreensão dos 

potenciais benefícios do uso de modelos animais pode nos permitir a obtenção 

de dados de experimentação válidos para paralelizar e/ou complementar os 

achados experimentais já disponíveis, levando a novos entendimentos e 

correlatos neuroquímicos e comportamentais. 

 

1.4 O Danio rerio COMO MODELO PARA ESTUDO DO COMPORTAMENTO 

TIPO ANSIEDADE 

 

O Danio rerio (popularmente conhecido como zebrafish, ou no Brasil 

conhecido como paulistinha) é um pequeno peixe ciprinídeo tropical de água 

doce, proveniente da Índia e do sudeste asiático (SUBBIAH E KAR, 2013). O 

crescente interesse pelo uso desse animal como modelo experimental em 

diversas pesquisas está no seu rápido desenvolvimento, fácil manutenção em 

laboratório e elevada produção de ovos que são transparentes e permitem 
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manipulações farmacológicas desde os estágios iniciais do desenvolvimento. O 

ciclo reprodutivo desses animais é curto e atingem a maturidade sexual com 

três semanas de vida (CARVAN, 2000). 

O zebrafish tem ganhado destaque no meio científico, sendo 

utilizado como modelo experimental para estudos farmacológicos (MA, 2017; 

MAXIMINO, 2011, 2013), genéticos (HU, 2017), toxicológicos (PUTY, 2014) em 

modelos de ansiedade como o de Preferência de Claro/Escuro (MAXIMINO, 

2010; STEWART, 2011) e de Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade 

(WONG, 2010), além também de estudos de aprendizagem, como na esquiva 

inibitória (AMORIN, 2017). Além disso, o paulistinha é um organismo de 

manutenção econômica e fácil armazenamento se comparado a outros animais 

usados como modelos experimentais como, por exemplo, mamíferos 

(MONLEO’N, 2002). Segundo os estudos de Maximino e colaboradores (2011), 

por ele possuir neurotransmissores clássicos de vertebrados, este modelo 

animal possui alto rendimento em estudos comportamentais e neuroquímicos, 

e neuroanatômicos. 

Tal afirmativa se dá pelo alto padrão organizacional do SNC dessa 

espécie e sua homologia com estruturas de mamíferos. Estudos 

neuroanatômicos, genéticos e evolutivos sugerem que os hemisférios 

telencefálicos de peixes teleósteos e de vertebrados se desenvolvem de 

maneira diferente: em teleósteos, ocorre um processo de eversão dos 

hemisférios, implica reversão da topografia medial a lateral observada no 

telencéfalo evaginado de outros vertebrados (NIEUWENHUYS, 1962, 1969) 

(Figura 2). O telencéfalo medial (Dm) e a zona lateral do telencéfalo dorso-

lateral (Dl) de peixes teleósteos contem estruturas homólogas à amígdala 
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mamífera e ao hipocampo, respectivamente (NORTHCUTT, 2006; MARTIN, 

2011; MUELLER, 2011; MAXIMINO, 2012a). 

Além disso, o eixo funcional Hipotalâmico-Pituitário-Interrinal (Eixo 

HPI) do D. rerio apresenta similaridade funcional ao eixo HPA de mamífero 

(EACHUS, 2017). A respeito de sistemas neuroquímicos de transmissão, tem 

sido identificados neurotransmissores gabaérgicos, serotoninérgicos, 

colinérgicos, dopaminérgicos, noraderenérgicos, histaminérgicos, 

glutamatérgicos, assim como sistemas monoaminérgicos (BARROS, 2008; 

MAXIMINO, HERCULANO, 2010).  

Tendo em vista então todas essas semelhanças e homologias, o 

zebrafish torna-se útil para estudos translacionais de desordens humanas 

(EGAN, 2009; CACHAT, 2010). Com isso, o D. rerio tem emergido como 

modelo para estudos do comportamento tipo ansiedade, pois reagem por vias 

endócrinas e comportamentais aos modelos de estresse e ansiedade, tais 

como o teste de Preferência Claro/Escuro (PCE) e distribuição vertical eliciada 

pela novidade (DVN) (MAXIMINO, 2010). 

Sabendo disso e diante das evidências científicas reportadas aqui 

que atestam a confiabilidade na utilização do zebrafish como modelo 

experimental para o estudo do comportamento tipo ansiedade, o presente 

trabalho fará uso deste modelo biológico. Ademais, assim como uso dos testes 

supracitados, os quais são altamente sensíveis a estes comportamentos e que 

possam vir a responder a ensaios para avaliação comportamental de forma a 

esclarecer a natureza neuroquímica (MAXIMINO, 2010; STEWART, KALUEFF 

2014). 
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1.5 TESTES COMPORTAMENTAIS PARA AVALIAÇÃO DO 

COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE NO D. rerio 

1.5.1 O teste de Preferência Claro/Escuro 

O teste de preferência claro/escuro (PCE) é caracterizado por um 

comportamento de fototaxia negativa representada por uma preferência pelo 

escuro (SERRA, 1999). O comportamento neste teste reflete um conflito 

motivacional intrínseca entre a preferência do animal em áreas de proteção, 

(sendo, neste caso, o lado escuro) e uma motivação inata para explorar 

ambientes novos em que ele se encontra (MAXIMINO et al, 2010a). 

Nesse contexto, a preferência pelo compartimento escuro foi 

descrito primeiramente por Serra; e colaboradores (1999), que realizaram 

diversos protocolos experimentais, os quais consistiam em expor os animais de 

formas diferentes aos ambientes (claro ou escuro), onde se observou que a 

latência de saída do compartimento escuro para o claro era muito maior que a 

avaliação inversa. Assim, essa observação indicou a preferência natural do 

animal pelo compartimento escuro. 

As medidas de avaliação produzidas pelo teste de preferência 

claro/escuro são simples e demonstram que os agentes ansiolíticos aumentam 

o tempo que o animal explora o compartimento claro em relação ao grupo não 

tratado, enquanto que os agentes ansiogênicos apresentam efeito oposto 

(MANSUR, 2014, CHEN, 2015). Neste teste, são estabelecidos etogramas, o 

qual representa um conjunto de parâmetros que auxiliam na avaliação do 

comportamento gerado pelo teste, facilitando o delineamento do grau de 
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motivação e/ou exploração no compartimento branco a partir de manipulações 

farmacológicas ou manuseios. Tais parâmetros utilizam são: tigmotaxia 

(exploração nas extremidades do aquário), congelamento (imobilidade 

corporal), nado errático (nado em zig-zag) e avaliação de risco (entradas com 

menos de um segundo no compartimento branco e retorno sequencial ao 

compartimento escuro) (MAXIMINO, 2012).  

1.5.2 O teste de Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade 

Outro teste utilizado como modelo de ansiedade em zebrafish é o 

teste de distribuição vertical eliciada pela novidade (DVN), o qual é baseado na 

observação de uma tendência do animal em se afastar da superfície (geotaxia), 

buscando um local considerado seguro no ambiente novo em que ele se 

encontra (CACHAT, 2010; STEWART, 2010).  

Neste teste, o comportamento tipo ansiedade pode ser observado a 

partir de uma significativa diminuição na exploração na porção superior, 

acompanhada de uma elevada latência para atingir essa porção, assim como, 

episódios de congelamento longo, ou elevada frequência de movimentos 

erráticos. Logo, manipulações farmacológicas ou situações em que o animal 

evita o topo do aquário e permanece no fundo do aquário indicam efeito 

ansiogênico e situações que aumentam a exploração na superfície do ambiente 

indica efeito ansiolítico (EGAN 2009).  

Sabendo então que o sistemas GABAérgicos e glutamatérgicos 

estão intimamente relacionados com a modulação do comportamento tipo 

ansiedade, ainda não está claro na literatura como tais sistemas de 

neurotransmissão estão regulando este comportamento durante as respostas 
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iniciais a estímulos ansiogênicos, como a exposição a ambientes 

desconhecidos. 
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2. OBJETIVO 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo tem por objetivo avaliar o padrão de liberação dos 

neurotransmissores GABA e Glutamato no encéfalo do Danio rerio ao longo do 

processo de geração e estabelecimento do comportamento tipo ansiedade 

induzido pela exposição aos testes de Preferência Claro/Escuro e Distribuição 

Vertical Eliciada pela Novidade 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Expor o Danio rerio nos tempos de 5, 10 e 15 minutos aos testes 

Preferência Claro/Escuro e Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade; 

 Avaliar os parâmetros comportamentais utilizados para avaliação do 

comportamento tipo ansiedade nos determinados tempos acima citados; 

 Avaliar os níveis extracelulares de GABA do tecido encefálico do D. rerio 

após exposição aos testes de preferência Claro/Escuro e Distribuição 

Vertical Eliciado pela Novidade nos tempos de 5, 10 e 15 minutos para 

correlação com variáveis comportamentais eventualmente observadas 

nos testes; 

 Avaliar os níveis extracelulares de Glutamato do tecido encefálico do D. 

rerio após exposição aos testes de preferência Claro/Escuro e 

Distribuição Vertical Eliciado pela Novidade nos tempos de 5, 10 e 15 

minutos para correlação com variáveis comportamentais eventualmente 

observadas nos testes. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 ANIMAIS E ALOJAMENTO 

 

Foram utilizados 55 peixes da espécie Danio rerio, de sexo indeterminado, do 

tipo selvagem da linhagem longfinn com massa corporal em torno de 300-400 

mg, comprados em uma piscicultura de distribuição nacional chamada RS 

Discus, localizada na cidade de São Paulo, SP. Eles foram mantidos sob 

condições controladas de alimentação e alojados em local arejado e iluminado 

(ciclo claro-escuro 14h:10h), cuja densidade do aquário é de 1 animal para 

cada litro do mesmo por um período de no mínimo 7 dias anteriores ao início 

dos testes (período de aclimatação). As manutenções dos aquários são 

realizadas de 15 em 15 dias (dosagens de amônia, nitrito, nitrato, oxigênio e 

medição do pH) e todas as áreas do aquário estavam iluminadas com a mesma 

intensidade de luz. Este estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do 

Pará (CEPAE) através do processo CEPAE – UFPA: 213-14. 

 

3.2 TESTE DE PREFERÊNCIA CLARO/ESCURO (PCE) 

 

O protocolo utilizado para o estudo foi adaptado de MAXIMINO et al. (2010) e 

ARAÚJO et al. (2012). O teste consiste na utilização de uma caixa retangular 

de acrílico, com comprimentos de 15cmx45cmx10cm dividida em duas partes 

iguais: um lado preto e outro branco. A caixa possui duas portinholas 

correspondentes a cada cor da caixa, conectadas por um eixo na parte 

superior, separando-as num espaço de 10 cm. Tais portinholas delimitam um 

espaço no centro da caixa, onde o peixe fica confinado por cento e oitenta 
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segundos (três minutos) que precedem os testes. Esse compartimento foi 

utilizado no início do teste, para que o animal se habituasse ao aparato, como 

demonstrado na figura 3 (MAXIMINO, 2010). Após este tempo, a porta é 

removida e inicia-se o teste, sendo que os animais serão expostos aos tempos 

de 5, 10 e 15 minutos ao teste. São utilizados como parâmetros de análise:  

1- Tempo no compartimento branco do aparato (comportamento 

escototáxico quantificado pelo tempo em porcentagem que o animal 

permaneceu no compartimento claro); 

2- Número de quadrantes cruzados no compartimento claro (parâmetro 

utilizado para indicação de atividade locomotora); 

3- Tigmotaxia (percentual tempo que o animal permaneceu explorando a 

periferia do aparato a uma distância de no máximo 2 cm das paredes do 

compartimento claro); 

4- Congelamento (tempo em que o animal permaneceu imóvel no 

compartimento claro do aparato); 

5- Nado errático (número de eventos que o animal apresentou um 

comportamento natatório em zig-zag, com alta velocidade e mudança de 

direção no compartimento claro); 

6- Avaliação de risco (número de entradas no compartimento claro, 

seguidas de um retorno imediato ao compartimento escuro em menos 

de 1 segundo ou como um cruzamento apenas parcial do corpo do 

animal em direção ao compartimento branco); 

7- Cruzamentos entre os compartimentos (número total de cruzamentos 

entre os compartimentos claro e escuro do aparato). 

Para a análise deste experimento, é utilizado o software X-Plo-Rat 2005. 
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Figura 3: Representação esquemática do teste de Preferência Claro/Escuro. 

Adaptado de MAXIMINO, 2010. 
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3.3 DISTRIBUIÇÃO VERTICAL ELICIADA PELA NOVIDADE (DVN) 

 

O protocolo utilizado para o presente estudo foi modificado de CACHAT e 

colaboradores (2010). Os animais serão transferidos individualmente para o 

aquário de teste, o qual consiste em um aquário de 15 x 25 x 20 cm (largura x 

comprimento x altura), onde o aquário é cheio com água até a sua 

extremidade. O aquário é dividido igualmente em duas secções de 10 cm de 

altura cada (topo e fundo) e subdivididos em quadrantes (para avaliação da 

atividade locomotora), sendo que tais divisões são como linhas de separação 

marcadas externamente como demonstrado na figura 4. Assim que o animal é 

transferido para o aparato, o teste será totalmente filmado, onde a filmadora é 

colocada à frente do aquário para captar a livre exploração em todo o 

ambiente, registrando, assim, uma distribuição vertical dos peixes. Os 

parâmetros aqui utilizados são: 

1- Tempo na região superior do aquário (tempo despendido na parte 

superior do aquário); 

2- Número de quadrantes cruzados (para indicação de atividade 

locomotora); 

3- Nado errático (quantidade de vezes que o animal apresentou o 

comportamento natatório em zig-zag com alta velocidade e mudança de 

direção súbita em todo aparato); 

4- Congelamento (tempo que o animal permanece imóvel no aparato, 

apenas apresentando comportamentos operculomotores); 

5- Entradas no topo (número total de entradas no compartimento superior 

do aparato de teste). 
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6- Tempo no fundo do aparato (tempo despendido na parte inferior do 

aquário); 

7- Velocidade máxima (velocidade máxima obtida durante a exploração); 

8- Velocidade média (velocidade média durante a exploração); 

9- Distância total percorrida (distância total percorrida durante a 

exposição ao aparato). 

Os animais foram expostos pelos tempos de 5, 10 e 15 minutos ao teste, 

tempos esses em que eles tinham livre acesso a todo o aparato. O teste foi 

inteiramente gravado e posteriormente analisado com o software de análise 

comportamental de trajeto e exploração ZebTrack desenvolvido na plataforma 

MATLAB descrito por PINHEIRO-DA-SILVA e colaboradores (2011). 
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Figura 4: Representação esquemática do teste de Distribuição Vertical Eliciada 

pela Novidade. Adaptada de STWEART, 2014a. 
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3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

Logo após a exposição aos testes, os animais foram anestesiados em água 

gelada e decaptados utilizando uma lâmina de bisturi. Seus encéfalos foram 

dissecados e mantidos em solução tampão fosfato (70 mM) até a incubação 

em 500 µl de solução Hank (NaCl 128 mM, KCl 4 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 2 

mM, C6H16O6 12 mM, Hepes 20 mM) enriquecida com sódio para em estufa de 

CO2 5% por 20 minutos. 

Após este tempo de incubação, foi adicionado 20 µL de ácido tricloroacético 

(TCA) 1%, seguida de agitação em agitador vortex e centrifugação a 5000 rpm 

por 10 minutos. O sobrenadante foi então transferido para microtubos e 

mantido a uma temperatura de –20 ºC para posterior quantificação extracelular 

de Glutamato e GABA utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficácia 

(CLAE). Para a análise, 20 µL do padrão interno (homoserina, 100 µM) são 

adicionados a 300 µL da amostra e, em seguida, homogeneizados. O padrão 

interno é utilizado com o intuito de melhorar a precisão e exatidão da análise. O 

tecido cerebral será utilizado para determinar a quantidade de proteína. 

 

3.5 QUANTIFICAÇÃO DE GABA E GLUTAMATO POR CROMATOGRAFIA 

LÍQUIDA DE ALTA EFICÁCIA (CLAE) 

 

Em todos os experimentos foram utilizados água ultrapura (Sistema Mili-Q 

Milipore, USA) e metanol grau CLAE (SIGMA Aldrich, USA). Foram preparadas 
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também soluções analíticas de estoque de ácido glutâmico, GABA e 

homoserina (padrão interno). 

3.5.1 Condições cromatográficas 

Foi utilizado Cromatógrafo líquido de alta eficiência da marca Shimadzu, 

equipado com bomba (LC20-AT), detector de fluorescência (RF-10Axl), 

degaseificador (DGA-20A5), módulo comunicador (CBM-20A), injetor de 

amostras Rheodyne com alça de injeção de 20 µL, coluna cromatográfica 

(Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimensão 250 x 4,6 mm), um sistema de 

aquisição de dados LC-Solution, e uma microsseringa de 50 µl (Hamilton). A 

fase móvel foi composta por duas fases: Fase A (95% de tampão acetato, 5% 

de metanol); e Fase B (70% de metanol e 30% de água ultra pura). A corrida se 

iniciou com a fase móvel composta por 100% de Fase A, alcançando a relação 

70% A/ 30% B em dez minutos de corrida, 50% A/ 50% B em vinte minutos de 

corrida e 100% de Fase A em 25 minutos. O fluxo da fase móvel foi de 1,2 

mL/min e os comprimentos de onda, de excitação e emissão, foram de 340 e 

460 nm, respectivamente. 

Uma vez que aminoácidos não são naturalmente fluorescentes, é então 

realizado um mix contendo Orto-ftaldeído (OPA) 13 mg, N-acetil-cisteína 16,3 

mg e metanol 300 µL. Antes da injeção no equipamento, 60 µL da amostra em 

temperatura ambiente foram misturadas a 40 µL de tampão borato (60 mL de 

Ácido Bórico 0,1 M e 40 mL NaOH 1M) e 10 µL de solução derivatizante. A 

solução resultante foi homogeneizada em vórtex e injetada no sistema 

cromatográfico após 5 minutos de reação.  
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3.6 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA 

 

A dosagem de proteína foi realizada pelo método descrito por Bradford (1976). 

Para esta quantificação, foram separadas alíquotas de 500 µl de amostra dos 

homogenatos (200 µl de amostra diluídas em PBS, 200 µl de NaOH e 100 µl de 

água destilada), em seguida foram adicionadas a 200 µl do reagente de 

Bradford (100 mg Azul Brilhante de Coomassie, 50 ml de etanol 95%, 100 ml 

de ácido fosfórico 85%) e incubadas por 2 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida, foi realizada a leitura por espectrofotometria observada em um 

comprimento de onda de 595 nm. As concentrações das proteínas foram 

determinadas pela comparação com uma curva-padrão com albumina sérica 

bovina (BSA). 

 

3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Todos os dados foram analisados estatisticamente, sendo realizado 

primeiramente o teste de normalidade Shapiro-Wilk para todos os grupos e, em 

seguida, análise de variância (ANOVA) de uma via seguido de pós-teste de 

Tukey para os testes PCE e DVN, tendo como software de análise o Graph 

Pad Prisma versão 6.0. Os dados comportamentais estão expressos em média 

± erro padrão da média, os dados de quantificação de glutamato e GABA estão 

expressos em média ± desvio padrão e foi considero p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 PADRÃO COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS EXPOSTOS AO TESTE 

DE PREFERÊNCIA CLARO/ESCURO 

 

Nossos dados demonstram que haver exploração do compartimento claro do 

aparato, porém sem habituação entre os tempos analisados (F[3, 20]= 17.10; 

Figura 5A). 

Nossos dados também demonstram não haver habituação em relação 

ao número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro do aparato 

entre os tempos analisados (F[3, 20]= 6.28; Figura 5B). 

Em relação aos quadrantes cruzados, houve aumento considerativo no 

tempo de 15 minutos de teste quando comparado aos demais tempos. Os 

demais tempos também não diferem estatisticamente entre si (F[3, 20]= 13.04; 

p<0.03; Figura 5C). 

Quanto aos parâmetros tigmotaxia (F[3, 18]= 5.48; Figura 5D), nado 

errático (F[3, 18]= 1.60; Figura 5E), congelamento (F[3, 18]= 2.68; Figura 5F), não 

houve alteração significativa nos tempos analisados. 
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Figura 5: Parâmetros de avaliação do comportamento tipo ansiedade dos animais 

expostos aos tempos de 5, 10 e 15 minutos no teste de Preferência Claro/Escuro. (A) 

Tempo gasto pelo animal no compartimento branco, (B) cruzamentos entre os 

compartimentos, (C) número de quadrantes cruzados, (D) % de tempo de tigmotaxia, (E) 

número de episódios de nado errático, (F) % de episódios de congelamento. ANOVA com 

pós-teste Tukey, sendo os dados expressos em média±erro padrão da média. 

B A 

E 

D 

 

C 

D 
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4.2 PADRÃO COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS EXPOSTOS AO TESTE 

DE DISTRIBUIÇÃO VERTICAL ELICIADA PELA NOVIDADE 

Nossos dados demonstram aumento significativo do tempo que os 

animais dispendem no topo comparado ao longo do tempo de exposição, 

havendo habituação ao longo do teste (F[3, 28]= 15.99; Figura 6A; p<0.01). 

Além disso, a quantidade de entradas na região superior, há gradativo 

aumento conforme o tempo de exposição, sendo o número de entradas maior 

no tempo de 15 minutos de exposição (F[3, 22]= 16.86; Figura 6B; p<0.05). 

Também observa-se aumento gradativo do número de quadrantes cruzados no 

decorrer do teste, sendo nos tempos de 10 e 15 minutos houve maior 

cruzamento de quadrantes (F[3, 21]= 38.70; p<0.01, Figura 6D). 

Ademais, não há aumento das velocidades máximas dos animais no 

decorrer do teste (F[3, 28]= 19.73, Figura 6E) assim como não houve aumento da 

velocidade média (F[3, 27]= 3.83, Figura 6F). 

Conforme aumenta do tempo de exposição ao aparato, pode-se 

observar que há um gradativo aumento de distância percorrida total dos 

animais, sendo maior a distância percorrida no tempo de 15 minutos de 

exposição comparados aos demais tempos (F[3, 27]= 61.44; p<0.01, Figura 6C). 

Em relação aos demais parâmetros, não houve observação significativa 

em todos os tempos analisados de exposição ao teste. 
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Figura 6: Parâmetros de avaliação do comportamento tipo ansiedade dos animais expostos 

aos tempos de 5, 10 e 15 minutos no teste de Distribuição Vertical eliciada pela Novidade. 

(A) Tempo gasto pelo animal no topo, (B) Número de entradas na região superior do aparato, (C) 

Distância total percorrida, (D) Quadrantes cruzados, (E) velocidade máxima, (F) velocidade média. 

ANOVA com pós-teste Tukey, sendo os dados expressos em média±erro padrão da média. 

  

 

B 
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4.3 NÍVEIS EXTRACELULARES DE GLUTAMATO E GABA DO ENCÉFALO 

DO D. rerio 

 

4.3.1 Níveis extracelulares de GABA assim como os níveis de Glutamato 

variam de acordo com o tempo de exposição ao Teste PCE 

 

De acordo com nossos dados, há aumento significativo nos níveis 

extracelulares de glutamato nos tempos de exposição em relação ao grupo 

controle (F [4, 9] = 8.97, p<0.05; Figura 7A). 

Em relação aos níveis de GABA, ocorre uma acentuada diminuição nos 

tempos de exposição de 10 e 15 minutos em relação aos demais tempos de 

exposição e ao grupo de manuseio (F [4, 8] = 10.88; p<0.05; Figura 7B). 
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Figura 7: Níveis extracelulares de (A) Glutamato e (B) GABA no encéfalo do D. rerio de 

animais apenas manuseados (0) e expostos pelos tempos de 5, 10 e 15 minutos no teste 

de Preferência Claro/Escuro. ANOVA de uma via com pós-teste Tukey, sendo os dados 

expressos em média ± desvio padrão da média. * = p>0.05 vs 0 min. 

A 
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4.3.2 Níveis extracelulares de Glutamato, mas não de GABA, variam de 

acordo com o tempo de exposição ao Teste DVN 

 

Nossos dados demonstram haver aumento significativo nos níveis 

extracelulares de glutamato em todos os tempos de exposição em relação ao 

grupo que foi apenas manuseado (F [4, 10] = 47.25; p<0.05; Figura 8A). 

Entretanto, em relação aos níveis de GABA, não é vista alteração 

significativamente entre todos os tempos de exposição, nos quais os níveis 

extracelulares de GABA estão iguais aos animais apenas manuseados (F [4, 9] = 

4.125; Figura 8B). 
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Figura 8: Níveis extracelulares de (A) Glutamato e (B) GABA no encéfalo do D. rerio de 

animais apenas manuseados (0) e expostos pelos tempos de 5, 10 e 15 minutos no teste 

de Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade. ANOVA de uma via com pós-teste Tukey, 

sendo os dados expressos em média ± desvio padrão da média. * = p>0.05 vs 0 min 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os resultados do presente estudo demonstram que, de acordo com o 

estabelecimento e geração do comportamento tipo ansiedade, há variação do 

conteúdo extracelular de GABA e glutamato vistos após a exposição dos 

animais tanto ao teste de preferência Claro/Escuro quanto ao teste de 

Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade. Além disso, o tempo de 

exploração e os parâmetros para a avaliação do comportamento tipo ansiedade 

não se alteram ao longo dos tempos de exposição ao teste PCE, mas sim no 

DVN, levando a um momento de habituação dos mesmos. 

A exploração diminuída do compartimento aversivo dos testes pode ser 

observada quando são realizadas administrações farmacológicas de doses 

ansiogênicas, exposição a substâncias de alarme (substância química extraída 

da epiderme da própria espécie do animal) ou até mesmo exposição a estresse 

de confinamento (WONG et al., 2010; PIATO et al., 2011). Portanto, no teste 

PCE (MAXIMINO 2010), a ansiedade pode ser verificada quando ocorre uma 

diminuição súbita do tempo de exploração no compartimento claro do aparato e 

no teste DVN, quando ocorre uma diminuição no tempo de permanência no 

topo do aparato assim como número de entradas no compartimento (CACHAT, 

2010; STEWART, 2010). 

De acordo com nossos dados, não é vista diferença significativa do 

tempo dispendido no compartimento claro do aparato entre os tempos 

analisados, não visto, assim, processo de habituação, já que não há aumento 

de exploração conforme o aumento do tempo de exposição ao aparato (Figura 

5A).  
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Além disso, corroborando ao fato de que não há habituação, não houve 

diferenças significativas do número de cruzamentos entre os ambientes claro e 

escuro do aparato (Figura 5). Podemos observar também aumento no número 

de quadrantes cruzados no tempo de 15 minutos de exposição comparado aos 

demais tempos. Tal dado pode ser explicado pela atividade exploratória total 

dos animais durante o tempo total do teste (Figura 5B). 

Além das observações acima citadas, houve apresentação dos 

parâmetros indicativos do comportamento tipo ansiedade ao longo dos tempos 

de exposição ao teste, tais como tigmotaxia, congelamento e nada errático, não 

havendo processo de habituação entre os tempos analisados. Tais resultados 

entram em consonância com dados da literatura científica, nos quais 

MAXIMINO e colaboradores (2010) também demonstram não haver diferença 

no percentual de exploração do compartimento aversivo em diferentes tempos 

de exposição, assim como não há alteração de tais parâmetros avaliativos. 

Ademais, evitar a exploração inicial do compartimento considerado 

aversivo nos momentos iniciais do teste também pode ser visto em modelos 

murinos, onde se observa preferência inicial do compartimento seguro do 

ambiente, no qual passam dois terços da sessão inicial antes da exploração do 

compartimento claro (MCNAUGHTON; CORR, 2004).  

No teste de Distribuição Vertical Eliciada pela Novidade, nossos dados 

demonstram que não ocorrer habituação do tempo de exploração a partir do 

quinto minuto de exposição ao teste. Ao longo dos tempos analisados, houve 

aumento significativo do tempo de exploração do compartimento superior do 

aparato, aumento este ocorrendo conforme aumenta o tempo de exposição ao 
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teste (Figura 6A). Assim, nossos dados corroboram com demais encontrados 

na literatura, onde é visto que o zebrafish adulto gasta em torno de 50% do 

tempo de uma sessão de 5 minutos na região inferior (MAXIMINO, 2012; 

BENCAN, 2009; EGAN, 2009;) 

No DVN, diferentemente do que é visto no PCE, podemos ver um 

aumento do número de entradas na região superior a medida que há maior 

tempo de exposição ao aparato de teste, demonstrando processo de 

habituação neste ambiente (Figura 6B). De forma também gradativa, o número 

de quadrantes cruzados também aumenta de acordo com o aumento do tempo, 

sendo tal fato podendo ser explicado pelo aumento exploratório dos animais, 

que de início preferem a região inferior do aparato, a qual é considerada assim 

sendo a mais segura. Com o passar do tempo, os animais exploram o 

ambiente (Figura 6B). Em relação aos demais parâmetros do etograma, tais 

como o nado errático e congelamento, não houve apresentações significativas 

ao longo dos tempos de exposição ao teste. 

Corroborando nossos resultados, outros estudos também demonstram 

respostas de habituação ao longo do tempo de exposição no teste DVN 

(BENCAN, 2009; WONG, 2010). Além disso, STEWART e colaboradores 

(2013) reportam, em um refinado trabalho, a habituação de uma série de 

parâmetros utilizados para a avaliação do comportamento tipo ansiedade em 

zebrafish no teste DVN e também em outro teste para avaliação 

comportamental, o campo aberto. Neste trabalho, é visto que o processo de 

habituação pode ocorrer de forma independente de tratamentos ansiolíticos ou 

ansiogênicos de uma determinada manipulação neste teste. Além disso, 

animais com maior geotaxia apresentam maior habituação no tempo do topo do 
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teste DVN, o que sugere uma diminuição de neofobia apresentada nos 

primeiros minutos do teste. 

A habituação aqui apresentada pelo zebrafish no DVN e estudos que 

utilizam campo aberto também pode ser vista em modelos murinos de 

ansiedade no campo aberto (STEWART, 2013). Em paralelo, a motilidade e 

exploração do D. rerio do ambiente aumentam gradualmente no decorrer dos 

minutos de exposição do teste, sem alteração da velocidade do nado e da 

tigmotaxia, a qual pode ocorrer em roedores (LAMPREA, 2008). 

Quando se trata da neuroquímica do comportamento tipo ansiedade, 

diversos sistemas de neurotransmissão têm sido reportados na literatura 

científica que estão intimamente ligados com a indução e/ou modulação do 

comportamento tipo ansiedade. Dentre eles, os sistemas glutamatérgico e 

GABAérgico atuam como sistemas centrais no controle da ansiedade (KASH, 

1999; BAGLEY; MOGHADDAM, 1997).  

Ao longo dos tempos de exposição ao teste PCE, observamos que o 

conteúdo extracelular de glutamato encontra-se elevados no decorrer do tempo 

de exposição ao teste em comparação a animais apenas manuseados. De 

forma interessante, observamos um alto nível de conteúdo extracelular de 

glutamato a partir dos 5 minutos de teste ao teste em relação ao grupo controle 

(Figura 7A). Dados similares podem ser vistos na literatura científica, haja vista 

que a hiperativação do sistema glutamatérgico tem sido amplamente associada 

a efeito ansiogênico em vários modelos experimentais (MUSAZZI, 2010; 

MOGHADDAM, 1993). 
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Em contrapartida, nos primeiros cincos minutos de exposição ao teste, 

os níveis extracelulares de GABA encontram-se iguais aos dos animais apenas 

manuseados. Observamos, entretanto que, no decorrer da exposição, 

especificamente a partir de dez minutos de exposição, há uma acentuada 

diminuição dos níveis de GABA em comparação aos demais tempos de 

exposição e aos animais apenas manuseados (Figura 7B). 

Tais dados entram em consonância com a literatura, haja vista que 

manipulações farmacológicas que inibem a produção de GABA, o que 

consequentemente leva a diminuição de suas concentrações, ou a inibição de 

seus receptores gera assim a produção do comportamento tipo ansiedade em 

diversos modelos animais (CHAO et al., 2010).  Assim como o aumento na 

produção de glutamato ou a ativação de seus receptores por meio do uso de 

agonistas gera ansiogênese (FENDT, 2000). 

Logo, a exposição ao teste escototáxico elicia ansiedade nos animais, 

estando aqui demonstrados que os sistemas glutamatérgico e GABAérgicos 

estão intimamente relacionado a esta gênese, sendo que o primeiro aumenta 

de acordo com o tempo de exposição ao teste e o segundo diminui na medida 

que o animal está sendo exposto ao ambiente. 

Já no teste DVN, o conteúdo extracelular de glutamato também 

encontram-se elevado em todos os tempos de exposição, quando comparados 

ao grupo apenas manuseado, não havendo diferença entre os tempos de 

exposição (Figura 8A). Por outro lado, em relação ao GABA, em todos os 

tempos de exposição, os níveis encontram-se iguais aos níveis dos animais 

apenas manuseados. 
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Assim como visto no PCE, no DVN há aumento dos níveis de 

glutamato, porém aqui sem alteração dos níveis de GABA. Tais conflitos de 

resultados podem assim indicar que no DVN não há somente a aparição da 

ansiedade, mas sim, ocorre também uma combinação de efeito motivacional e 

locomotor. RIEHL e colaboradores (2011) avaliam a participação do sistema 

glutamatérgico na ansiedade utilizando o DVN e constataram que a 

administração de quetamina (antagonista de receptores NMDA) diminui o 

número de transições para o topo e aumenta o tempo de duração neste 

compartimento, caracterizando efeito ansiolítico do tratamento, o que sugere, 

então, que a modulações glutamatérgicas contribuem para a habituação 

espacial observada no DVN. 

Tais resultados sugerem que a exposição a estes dois testes eliciam no 

D. rerio comportamento tipo ansiedade, sendo que a modulação em ambos 

ocorre de maneira diferente, sendo no PCE pela diminuição de GABA e 

aumento de glutamato, e no DVN aumento somente de Glutamato. Nesse 

sentido, nosso trabalho torna-se pioneiro em demonstrar como tais sistemas de 

neurotransmissão estão regulando o processo de gênese e estabelecimento do 

comportamento tipo ansiedade gerada a partir da exposição a novos 

ambientes. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O padrão de liberação do glutamato e GABA variam de acordo com o tempo e 

tipo de ambiente o qual o zebrafish é exposto, sendo que em ambientes para 

avaliação da escototaxia, há aumento dos níveis de glutamato e baixos níveis 

de GABA e em ambiente para a avaliação de geotaxia, há somente 

participação glutamatérgica. 
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