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“A duvida é o principio da sabedoria”
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RESUMO

A ansiedade é uma desordem complexa e com grande relevancia clinica, cujo estudo
com modelos animais € importante para pesquisar sobre seus mecanismos e drogas para 0 seu
tratamento. O zebrafish figura como um potencial modelo animal para pesquisas
farmacoldgicas da ansiedade. Um modelo de ansiedade é a preferéncia claro-escuro, que ja
foi validado comportamentalmente em zebrafish, contudo necessita de uma validagédo
farmacologica. Objetiva-se descrever a sensibilidade da preferéncia claro-escuro em zebrafish
adultos para as drogas mais utilizadas na clinica da ansiedade, foram administradas pela
imersdo do animal na solucdo: Benzodiazepinicos (Clonazepam); Agonistas parciais 5-HT1a
(Buspirona); Antidepressivo triciclico (Imipramina); Antidepressivo ISRS (Fluoxetina e
Paroxetina); Antipsicoticos (Haloperidol e Risperidona); Psicostimulante (Dietilpropiona);
Beta bloqueadores (Propranolol) e Depressores do SNC (Etanol). Os parametros analisados
foram o tempo despendido pelo animal no ambiente escuro, o tempo da primeira laténcia e
numero de alternancias. O clonazepam administrado por 300s aumentou o0 tempo no escuro na
menor concentracdo e reduziu a atividade locomotora, a administracdo durante 600s da
concentracdo intermediaria diminuiu o tempo no escuro e da primeira laténcia, assim como
aumentou a atividade locomotora, indicando efeito ansiolitico. A buspirona aumentou o
tempo de permanéncia no escuro provavelmente devido a reducdo da atividade motora. A
imipramina e a fluoxetina aumentaram o tempo no escuro e da primeira laténcia e diminuiram
0 numero de alternancias, indicando acdo ansiogénica. A paroxetina ndo alterou o tempo no
escuro, entretanto aumentou o tempo da primeira laténcia e diminuiu a atividade locomotora.
O haloperidol diminuiu a ansiedade na menor concentragdo, curiosamente aumentou a
atividade motora na maior concentracdo, ao contrario da risperidona que diminuiu a atividade
na maior concentracdo. A dietilpropriona ndo modificou o tempo no escuro, mas aumentou o
tempo da primeira laténcia e diminuiu a atividade motora apenas na menor concentragdo. O
propranolol reduziu somente o tempo no escuro. O etanol foi efetivo na redugéo da ansiedade
com a concentracdo intermediaria e diminuiu a atividade locomotora em uma concentracdo
menor Os dados corroboram com relatos da literatura em Danio rerio tanto neste modelo em
administracdo intraperitoneal como em outros modelos por administragdo hidrica e em

roedores, quando foi possivel a comparagéo.

Palavras-chave: Ansiedade, Drogas, Comportamento, Danio rerio, Modelo



ABSTRACT

Anxiety is a complex disorder with large clinical relevance, whose study with animal
models is important for research about their mechanisms and drugs for their treatment. The
zebrafish appears as a potential animal model for pharmacological research in anxiety. A
model of anxiety is the light-dark preference, which has been validated behaviorally in
zebrafish, however, requires a pharmacological validation. The objective is to describe the
sensitivity of the light-dark preference in zebrafish adults for the most common drugs in
clinical anxiety, were administered by immersing the animal in the solution: Benzodiazepines
(Clonazepam), 5-HT;a partial agonists (Buspirone), Tricyclic Antidepressant (Imipramine),
Antidepressant SSRIs (Fluoxetine and Paroxetine), Antipsychotics (Haloperidol and
Risperidone); Psychostimulant (Diethylpropion), Beta blockers (Propranolol) and CNS
depressants (Ethanol). The parameters analyzed were the time spent by the animal in a dark
environment, the time of the first latency and number of midline crossings. Clonazepam
administered 300 s increased the time in the dark at lower concentrations and reduced
locomotor activity, administration during 600 s of the intermediate concentration decreased
over time in the dark and the first latency, and increased locomotor activity, indicating
anxiolytic effect. Buspirone raised the time spent in the dark, probably due to reduction of
motor activity. Imipramine and fluoxetine increased time in the dark and the first latency and
decreased the number of alternations, indicating anxiogenic action. Paroxetine did not alter
the time in the dark, however the first time increased latency and decreased locomotor
activity. Haloperidol decreased anxiety in the lowest concentration, curiously raised motor
activity at the highest concentration, instead of risperidone, which decreased the activity at the
highest concentration. Diethylpropion did not change over time in the dark but increased the
time of the first latency and decreased motor activity only at lower concentrations.
Propranolol reduced only time in the dark. Ethanol was effective in reducing anxiety with the
intermediate concentration and decreased locomotor activity in a lower concentration. Data
corroborate with the literature in Danio rerio both intraperitoneal administration in this model

as in other models for water delivery and in rodents, when it was possible to compare.

Keywords: Anxiety, Drugs, Behavior, Danio rerio, Model.
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1. INTRODUCAO

1.1 ANSIEDADE

A ansiedade é a emocéo relacionada ao comportamento de avaliacdo de risco de uma
ameaca potencial, seja por exposicdo a um novo ambiente ou a um potencial estimulo
aversivo no ambiente (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al., 1990;
GRAEFF; ZANGROSSI JR., 2010). O padrdo de avaliacdo de risco envolve aproximacdo,
inspecdo, avaliacdo da area e diminuicdo da locomogdo, eventualmente ocorre o contato com
o estimulo potencialmente nocivo, este ultimo é importante como a laténcia da avaliagdo de
risco (BLANCHARD et al., 1990).

Mesmo a ansiedade humana ndo podendo ser induzida ou analisada em animais em
todos os seus aspectos, especialmente nos aspectos psicoldgicos e cognitivos, acredita-se que
0s modelos animais possam desempenhar um papel no estudo de seus mecanismos (AHMED
et al.,, 2011; CRYAN; SWEENEY, 2011). Visto que, além do elemento subjetivo da
ansiedade em seres humanos, existem elementos comportamentais e fisiol6gicos que podem
ser mensurados em animais (RANG et al., 2007). Biologicamente, a ansiedade promove uma
particular inibicdo comportamental devido a condigdes ambientais que apresentem ameaga ou
provoquem dor (RANG et al., 2007).

Os estados de ansiedade possuem como um dos pontos capitais 0 acido v-
aminobutirico (GABA) (KALUEFF; NUTT, 2007; MOHLER, 2012). Uma disfuncdo do
sistema gabaérgico tem sido associada com transtornos de ansiedade, em estudos com
humanos e animais (KALUEFF; NUTT, 2007). Pesquisas farmacoldgicas e genéticas
apontam que a disfuncdo no receptor GABA provoca predisposicdo para a ansiedade
(MOHLER, 2012). A ativacdo do sistema gabaérgico tem efeito ansiolitico, oposto a
diminuicdo da atividade gabaérgica que correlaciona-se com a ansiedade (KALUEFF; NUTT,
2007; MOHLER, 2012).

Os sistemas noradrenérgico e serotoninérgico desempenham um papel crucial na
mediacdo do circuito afetivo subjacente aos disturbios altamente relacionados a desordens da
ansiedade. H& uma clara desregulacdo da atividade noradrenérgica e serotoninergica
contribuindo para ansiedade. A maioria dos dados sugere aumento da transmissdo
noradrenérgica ou supersensibilidade dos receptores, por outro lado, mostram com bastante
coeréncia a diminuigdo da transmissdo serotoninérgica, ha também alteracdes nas populactes
de receptores de serotonina (5HT) (RESSLER; NEMEROFF, 2000).
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1.2 ZEBRAFISH (Danio rerio)

O zebrafish, Danio rerio (Fotografia 1), também conhecido no Brasil como peixe-
zebra ou paulistinha, é um pequeno peixe ciprinideo, uma espécie popular em aquarismo e
com alta relevancia em pesquisas (SPENCE et al., 2008). Além do zebrafish do tipo
selvagem, ha outras cepas como o leopardo, que é uma mutacgéo espontanea do padréo de cor
do Danio rerio do tipo selvagem, outra variante é o Danio rerio longfin, que possui as
nadadeiras mais longas (SPENCE et al., 2008). O uso do zebrafish estd em expansdo em
diversos campos, como na neurociéncias comportamentais (BLASER et al., 2010; WONG et
al., 2010; AHMED et al., 2011), em biologia do desenvolvimento e da evolucdo, toxicologia
e farmacologia (SUMANAS; LIN, 2004; SPENCE et al., 2008; MAXIMINO et al., 2010a;
MAXIMINO et al., 2010b; RICO et al., 2011). Pesquisadores académicos e companhias
farmacéuticas consideram o zebrafish como um potente novo modelo em pesquisa e
descoberta de drogas (SUMANAS; LIN, 2004; GERLAI, 2010a).

FOTOGRAFIA 1 - Zebrafish (Danio rerio)

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/en:Image:Zebra.jpeg

O sistema nervoso do Danio rerio apresenta similaridades ao dos humanos (BARROS et
al., 2008; GERLAI, 2010a; MARTHUR; GUO, 2010). A organizacao do cérebro do zebrafish é
similar a outros vertebrados, tendo areas como hipotalamo e bulbo olfatério, que engloba estrutura
do pélio lateral, que parece ser homologa ao hipocampo de mamiferos, os sistemas
neurotransmissores como 0 gabaérgico, colinérgico, serotoninérgico, dopaminérgico e
noradrenérgico também estdo presentes (KIM et al., 2004; BARROS et al., 2008; RICO et al.,
2011).

Além disso, o0 sequenciamento do genoma do zebrafish e a identificacdo de diversos
genes homologos aos de mamiferos, demonstram sua eficAcia como modelo para desordens
humanas (GERLAI, 2010a; WONG et al., 2010; RICO et al., 2011; TIERNEY, 2011). Dessa
forma, hd uma possibilidade de que a identificacdo de genes envolvidos em

funcbes/disfuncdes especificas do cérebro do zebrafish corresponda a homélogos humanos
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que desempenhem fungdes similares, elevando a relevancia da pesquisa translacional com o
zebrafish (GERLALI, 2010b).

Esses achados, aliados as pesquisas farmacologicas, possibilitam a utilizacdo da
espécie como um modelo para a analise da resposta de medo em vertebrados e condicdes
psicopatoldgicas, como a ansiedade (AHMED et al., 2011). Entretanto nessa area hd uma
escassez de modelos comportamentais apropriados (AHMED et al., 2011).

O uso do zebrafish apresenta diversas vantagens, os adultos sdo geralmente pequenos
(3-4 cm), de baixo custo, de facil acomodacdo e alimentacdo, e podem ser mantidos em
grandes quantidades (SUMANAS; LIN, 2004; BARROS et al., 2008; CHAMPAGNE et al.,
2010; GERLAI, 2010a; GERLAI, 2010b; GEBAUER et al., 2011). Também podem se
reproduzir em laboratério sob condicdes controladas (SUMANAS; LIN, 2004,
CHAMPAGNE et al., 2010). Experimentos com zebrafish sdo mais faceis, econébmicos e
rapidos comparado ao uso de roedores (SUMANAS; LIN, 2004). Apesar de o zebrafish
possuir inimeras vantagens sobre outros animais utilizados em laborat6rio, um aspecto que o
torna menos util é o pouco conhecimento sobre o comportamento desta espécie e escassos
protocolos para testes comportamentais disponiveis (GERLAI, 2010a).

Os testes comportamentais devem ser sensiveis para deteccdo de um amplo espectro
de alteracdes funcionais no cérebro induzidas por manipulagdes diversas, incluindo genéticas
e farmacoldgicas (GERLAI, 2010a; AHMED et al., 2011) e o zebrafish é um modelo
potencial de uso em larga escala, para detectar uma série de alteraces, para tanto, o
desenvolvimento de modelos de testes comportamentais € um ponto importante (AHMED et
al., 2011). Quando a questdo diz respeito a identificacdo de novos compostos farmacéuticos,
tem-se argumentado que a analise comportamental é uma das melhores abordagens (GERLAI,
2010a).
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1.3 MODELOS DE ANSIEDADE EM PEIXES

Um modelo animal adequado para pesquisa deve ser constituido de uma validade
preditiva (validade farmacologica), validade de face (isomorfismo) e validade de construto
(homologia e similaridade dos mecanismos neurobioldgicos subjacentes) (BELZUNG;
GRIEBEL, 2001).

A validade preditiva indica que o modelo animal deve ser sensivel aos efeitos das
drogas que possuem eficacia clinica (BELZUNG; GRIEBEL, 2001). A validade de face,
também chamada de validade comportamental, alude a resposta da ansiedade observada no
modelo animal ser analoga as respostas fisioldgicas e comportamentais em seres humanos,
indicando que a expressao é similar através das espécies (BELZUNG; GRIEBEL, 2001).

E a validade de constructo estd relacionada com a similaridade entre a consisténcia
tedrica implicita no modelo animal e no comportamento humano, isso requer que a etiologia
do comportamento ansioso e os fatores bioldgicos sejam similares entre 0s animais e 0s
humanos (BELZUNG; GRIEBEL, 2001).

1.3.1 Campo aberto

O teste do campo aberto mede a reatividade de um animal isolado em um amplo
espaco novo, confrontando o animal entre explorar 0 novo ambiente em busca de alimento,
caminho para fuga, parceiros para acasalar versus a inseguranca de um lugar desconhecido
(CHAMPAGNE et al., 2010; GERLAI, 2010b). Sendo que ambientes novos sdo aversivos
contribuindo para reduzir ou inibir o comportamento exploratério (CHAMPAGNE et al.,
2010). O animal é transferido para um tangue novo, usualmente redondo, e sdo observados 0s
comportamentos exploratdrios, incluindo tigmotaxia, nado exploratério, freezing e
movimentos erraticos (MAXIMINO et al., 2010b).

1.3.2 Teste do mergulho em tanque novo

O teste de mergulho em tanque novo (novel tank diving test) analisa as medidas de
comportamentos com padrdes ‘verticais’, compreendendo o tempo gasto no fundo do tanque
como indicativo de ansiedade (CHAMPAGNE et al., 2010). Ha também estudos que analisam
os comportamentos ‘horizontais’ incluindo a tigmotaxia versus a exploracdo (CHAMPAGNE
etal., 2010).
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Em um estudo no qual foram testadas as seguintes drogas, buspirona (3,125; 6,25;
12,5; 25 e 50 mg/l), clordiazepdxido (0,625; 1,25; 2,5; 5, 10 e 20 mg/l) e diazepam (0,625;
1,5; 2,5; 5; 10 e 20 mg/l). A buspirona e o diazepam mostraram efeito ansiolitico, ao contrario
do clordiazepoxido que ndo apresentou efeito ansiolitico, apenas sedativo (BENCAN et al.,
2009).

1.3.3 Preferéncia claro-escuro

O teste é baseado na preferéncia do animal por ambientes escuros (SERRA et al.,
1999). O comportamento apresentado reflete o conflito do animal entre areas protegidas,
nesse caso o lado escuro, pois a distribuicdo de melanoféros dorsais tende a diminuir a
refracdo e a reflexdo da luz incidente no peixe, reduzindo a visualizacdo do animal pelos
predadores versus a motivacdo inata em explorar novos ambientes (MAXIMINO et al.,
2010a). Apesar do conflito, o zebrafish adulto exibe uma preferéncia significativa pelo
compartimento escuro e evita o iluminado (MAXIMINO et al., 2010a; MARTHUR; GUO,
2010).

O teste de preferéncia claro-escuro ja teve a sua validacdo comportamental
(MAXIMINO et al., 2010a), essa extensiva validacdo comportamental é uma das vantagens
sobre outros testes (MAXIMINO et al., 2011). No entanto, a principal desvantagem em
relacdo ao campo aberto e ao teste do mergulho em tanque novo é a falta da validacéo
farmacolégica (MAXIMINO et al., 2010b).

Maximino et al. (2011) pesquisaram sobre a acdo de drogas na preferéncia claro-
escuro em zebrafish adultos, com administragdo via intraperitoneal das seguintes drogas:
Fluoxetina (5 e 10 mg kg™); Clonazepam (0,05; 0,5 e 1,0 mg kg™); Diazepam; Buspirona (25
ou 50 mg kg*); Ethanol (0,25%, 0,5% e 1,0% (v.v)), além de clordiazep6xido, moclobemide e
cafeina. A fluoxetina foi administrada tanto de forma aguda quanto crbnica, e as demais
drogas apenas na forma aguda (MAXIMINO et al., 2011). Mostrando resultados promissores
para a validacdo farmacoldgica da preferéncia claro-escuro, visto serem consistentes com o
modelo em roedores da caixa claro-escuro. Entretanto foi utilizada a injecdo intraperitoneal,
que tem a desvantagem de estressar o animal (MAXIMINO et al., 2010a; STEWART et al.,
2011a).

Gebauer et al. (2011) estudaram a acdo de Clonazepam (0,3 mg/l); Bromazepam;
Diazepam; Buspirona (1 e 3 mg/l); Propranolol (3 mg/l) e Etanol (0,25 e 0,5%) administrados

via hidrica em zebrafish adulto. As drogas benzodiazepinicas, a buspirona e o etanol
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aumentaram o tempo gasto no compartimento claro. Esses dados sugerem que a preferéncia
claro-escuro pode ser pratica, de baixo-custo e sensivel para triagem de drogas ansioliticas.
Ressaltamos que os parametros do teste utilizado € distinto do validado por Maximino e
coautores (2010a), utilizado nessa pesquisa. O tamanho do aparato de teste possui as
dimensoes (18 x 9 x 7 cm, comprimento X largura x altura) dividido em duas partes iguais por
uma porta corredica, com o nivel da agua de 3 cm, sendo a divisao elevada 1 cm para permitir
a passagem do zebrafish de um lado para o outro. A sessao inicia-se com o peixe na area clara
e a duracdo do teste é de apenas 5 min (300 segundos (s)). Os parametros de andlise séo a
laténcia da primeira entrada no compartimento escuro, tempo despendido no compartimento
claro e nimero de alternéncias entre os compartimentos (GEBAUER et al., 2011).

Steenbergen et al. (2011) analisaram a acdo de drogas ansioliticas (diazepam,
buspirona e etanol) e ansiogénicas (cafeina e FG-7142) na preferéncia claro-escuro, todavia
utilizaram o zebrafish com apenas 6 dias pds-fertilizacdo. Entretanto, os parametros utilizados
sdo diferentes dos adotados nessa pesquisa, Vvisto que o zebrafish na fase larval possui
preferéncia pelo ambiente claro, o tempo do teste é de apenas 5 minutos (300 s), sem periodo
de habituacdo, inicio do teste no centro do compartimento claro, além da diferenca entre
alguns parametros analisados, como a distancia total percorrida no aparato, porcentagem do
tempo gasto em cada compartimento, porcentagem da disténcia total em cada compartimento,
laténcia para entrada no ambiente escuro e nimero total de entradas no compartimento escuro
(STEENBERGEN et al., 2011).
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1.4 DROGAS

1.4.1 Benzodiazepinicos (BZD)

O grupo dos benzodiazepinicos (BZD) é o mais importante grupo de drogas utilizadas
como ansioliticos (RANG et al., 2007). Os BZD realizam a ligacao seletiva nos canais de
cloreto dos receptores do subtipo GABAA, compostos por varias subunidades e controlados
por ligante, intensificando assim, as correntes ionicas induzidas pelo GABA (CHARNEY et
al., 2006; RANG et al., 2007; LADER, 2011). Eles se ligam especificamente a um sitio
alostérico regulatorio do receptor, distinto do sitio de ligacdo ao GABA, aumentando a
afinidade do GABA pelo receptor, consequentemente elevando a neurotransmissdo
gabaérgica (RANG et al., 2007; FORMAN et al., 2009).

A acdo ansiolitica dos BZD € devido a inibicdo das sinapses no sistema limbico,
regido responsavel pelo comportamento emocional e que possui uma ampla densidade de
receptores GABAA (FORMAN et al., 2009). Os BZD possuem aspectos farmacoldgicos
semelhantes, entretanto, distinguem-se em seletividade, modificando o wuso clinico
(CHARNEY et al., 2006).

Na preferéncia claro-escuro, em zebrafish adulto, a administracdo intraperitoneal de
Clonazepam (Figura 1) diminuiu a aversdo ao compartimento claro na dose de 0,05 mg kg™:;
mas na dose de 1,0 mg kg™ parece ter provocado ataxia ou sedac&o, diminuindo assim a
atividade de exploracdo (MAXIMINO et al., 2011).

FIGURA 1 - Estrutura quimica do Clonazepam
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Fonte: http://pt.wikipedia.org
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1.4.2 Ansioliticos ndo BZD (Agonistas parciais 5-HT14)

A Buspirona (Figura 2) € um ansiolitico ndo benzodiazepinico que ndo realiza ligacao
com os receptores de GABA, mas € um agonista parcial nos receptores 5-HT14 (RANG et al.,
2007; LEE et al., 2005; MOCH, 2009; NADAL-VICENS et al., 2009). Os receptores 5-HT1a
sdo auto-receptores inibitorios que reduzem a liberacéo de 5-HT (RANG et al., 2007).

Esse farmaco nao € sedativo e oferece acdo ansiolitica moderada no tratamento de
varios transtornos da ansiedade (RANG et al., 2007; LEE et al., 2005; MOCH 2009;
NADAL-VICENS et al., 2009). Apesar de ndo apresentar a mesma eficacia clinica de um
benzodiazepinico, trata-se de um farmaco conveniente, pois ndo produz adiccdo (NADAL-
VICENS et al., 2009).

FIGURA 2 — Estrutura quimica da Buspirona
@
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Fonte: http://pt.wikipedia.org
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Um estudo com administragdo aguda de buspirona na concentracdo 25 mg/l
envolvendo zebrafish juvenis mostrou efeitos ansioliticos na preferéncia claro-escuro
(STEENBERGEN et al., 2011). Da mesma forma buspirona (25 e 50 mg kg*) administrada
via intraperitoneal em zebrafish adultos apresentou efeito ansiolitico em ambas as doses
(MAXIMINO et al., 2011).

No teste do mergulho em tanque novo, o cloridrato de buspirona foi administrado
através da imersdo do animal na solucéo por 3 minutos (180 s), com as doses de 3,125; 6,25;
12,5; 25 e 50 mg/l. Os resultados foram condizentes com a reducgéo da ansiedade de forma
linear nas doses de 6,25; 25 e 50 mg/l (BENCAN et al., 2009).
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1.4.3 Antidepressivos triciclicos

Os antidepressivos triciclicos sdo denominados dessa forma devido a sua estrutura
quimica caracterizada por trés anéis, sendo dois anéis aromaticos fixados a um anel de ciclo-
heptano. Os antidepressivos triciclicos inibem a recaptacdo de serotonina (5-HT) e
noradrenalina da fenda sinéptica através do bloqueio dos transportadores de recaptacdo da
5HT e da noradrenalina. A permanéncia prolongada do neurotransmissor na fenda sinaptica
gera uma ativacdo elevada dos receptores, os inibidores da recaptacdo intensificam as
respostas pos-sindpticas. Embora as afinidades pelos transportadores de 5-HT e de
noradrenalina sejam vastamente varidveis, os antidepressivos triciclicos sdo bastante similares
na eficécia clinica (NADAL-VICENS et al., 2009).

Entre os antidepressivos triciclicos, a imipramina (Figura 3) tem mostrado eficacia na
melhora da ansiedade (ZOHAR; WESTENBERG, 2000).

FIGURA 3 - Estrutura quimica da Imipramina
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Fonte: http://pt.wikipedia.org

A administracdo cronica da imipramina em ratos exerceu efeito ansiolitico em duas
tarefas do teste do labirinto em cruz elevado, prejudicou a aquisicdo da esquiva inibitéria e
prolongou a laténcia de escape dos bracos abertos, a administracdo aguda melhorou tanto a
esquiva quanto a laténcia de fuga (TEIXEIRA et al., 2000).

1.4.4 Antidepressivos Inibidores Seletivos da Recaptacédo de Serotonina (ISRS)
Os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) sdo amplamente utilizados

na terapéutica da depresséo e ansiedade (CARR et al., 2011). A principal ag&o farmacologica
aguda é o bloqueio direto dos transportadores de 5-HT o que eleva os niveis de 5-HT no meio
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extracelular (CARR et al., 2011) A inibicdo da recaptacdo de 5-HT eleva os niveis sinapticos
da 5-HT, gerando aumento de ativagdo do receptor de 5-HT e intensificacdo das respostas
pos-sindpticas (NADAL-VICENS et al., 2009).

Apesar de a eficiéncia dos ISRS ser similar a dos antidepressivos triciclicos no
tratamento da depressédo, tornaram-se agente de primeira linha para o tratamento da depresséo,
assim como da ansiedade e do transtorno obsessivo-compulsivo, pois sdo mais seletivos,
reduzindo os efeitos adversos (NADAL-VICENS et al., 2009).

A Fluoxetina (Figura 4) tem se tornado um dos antidepressivos mais prescritos, e €
utilizado com eficécia no tratamento de ansiedade (WONG et al., 2005).

A Paroxetina (Figura 5) é o mais potente inibidor da recaptacdo de 5-HT entre 0s
antidepressivos de uso comum. E um inibidor da captacdo de noradrenalina muito fraco,
entretanto é mais potente nesse sitio que outros ISRS. A seletividade de paroxetina esta entre
as mais elevadas dos ISRS. A paroxetina é bem tolerada e eficaz no tratamento de desordens
de ansiedade em todas as faixas etarias (BOURIN et al., 2001).

FIGURA 4 — Estrutura quimica da Fluoxetina
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Fonte: http://pt.wikipedia.org

FIGURA 5 — Estrutura quimica da Paroxetina
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Fonte: http://pt.wikipedia.org
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A administracdo aguda de fluoxetina na preferéncia claro escuro ndo modificou o
comportamento de evitar o ambiente claro, ao contrario do tratamento crénico que aumentou
o tempo despendido no compartimento claro na maior dose de 10 mg kg™, sugerindo efeito
ansiolitico (MAXIMINO et al., 2011).

A administracdo oral de 3 mg/kg de paroxetina em ratos Sprague-Dawley, durante 21
dias, mostrou efeitos ansioliticos (LIGHTOWLER et al, 1994).

1.4.5 Antipsicoticos

Os antipsicoticos podem ser divididos em antipsicoticos tipicos, mais antigos e com
atuacdo acentuada no receptor de dopamina D, e antipsicoticos atipicos, mais recentes e com
antagonismo D, menos acentuado e, consequentemente, com menos efeitos extrapiramidais
(STANDAERT; GALANTER, 2009). Os antipsicéticos atipicos tém eficacia e efeitos
adversos diferentes dos antipsicoticos tipicos (STANDAERT; GALANTER, 2009).

Os antipsicéticos tipicos agem principalmente como antagonistas dos receptores de
dopamina D,/Ds3, e possuem uma poténcia bem menor como antagonistas dos receptores de 5-
HT,a (MELTZER; MASSEY, 2011). Ao contrario dos antipsicoticos atipicos que em doses
clinicamente efetivas produzem um intenso bloqueio dos receptores 5-HT,a, estimulagéo
direta ou indireta dos receptores 5-HT;a, € menos intensamente reduzem o0s receptores
mediados por dopamina D, (MELTZER; MASSEY, 2011).

O Haloperidol (Figura 6) é um antipsicoético tipico, sua acdo primaria esta relacionada
com o bloqueio dos receptores de dopamina D, (HOLLWAY; AMAN, 2011).

A Risperidona (Figura 7) € um antipsicético atipico que possui propriedades antagonistas
combinadas nos receptores D, e 5-HT,, embora seja mais robusta como antagonista
serotoninérgico (STANDAERT; GALANTER, 2009). A risperidona também antagoniza os
receptores ag-adrenérgicos, op-adrenérgicos e histaminicos H; com afinidade relativamente alta
(STANDAERT; GALANTER, 2009). Essa droga se diferencia dos antipsicéticos tipicos por
bloguear mais efetivamente 5-HT, que D, (HOLLWAY; AMAN, 2011).

FIGURA 6 — Estrutura quimica do Haloperidol
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FIGURA 7 — Estrutura quimica da Risperidona
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Evidéncias sugerem que 0s antipsicoticos atipicos sdo benéficos no tratamento da
ansiedade (MCINTYRE; KATZMAN, 2003). Em um estudo com ratos, a risperidona em
contraste com o haloperidol, apresentou melhora no efeito ansiolitico (NOWAKOWSKA et
al., 1999).

1.4.6 Psicostimulantes

Os psicostimulantes aumentam o estado de alerta e a motivagdo, possuem
propriedades antidepressivas e melhoram o humor, um precaugdo no uso de psicostimulantes
é a exacerbacao da ansiedade (HOWARD et al., 2010).

A dietilpropiona (Figura 8), também conhecida como anfepramona, é uma droga
estimulante semelhante a anfetamina, utilizada para o tratamento do controle de peso e
obesidade. A dietilpropiona possui efeitos neurais similares a anfetamina, aumenta a
noradrenalina e dopamina e inibe a recaptacdo desses neurotransmissores. Esta droga aumenta
a 5-HT, mas de forma menos intensa que a noradrenalina e dopamina. Suas propriedades
motoras e de reforco tem sido associadas aos efeitos da dopamina e serotonina (GARCIA-
MIJARES et al., 2009).

FIGURA 8 — Estrutura quimica da Dietilpropiona
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Uma pesquisa com saguis verificou um aumento do comportamento ansioso apos a
administracao da dietilpropiona (MELLO JR. et al., 2005).

1.4.7 Beta bloqueadores

Os beta blogueadores, por exemplo, o propranolol, sdo utilizados para tratar
determinadas formas de ansiedade, em peculiar os sintomas fisicos, como tremores, sudorese
e taquicardia (RANG et al., 2009).

O propranolol (Figura 9) € um bloqueador B-adrenérgico, que reduz a ansiedade e o
medo. Em roedores, o propranolol dose-dependente diminui a ansiedade, no campo aberto e
no light-enhanced startle paradigm. Esta droga reduz a expressao de respostas de sobressalto
condicionadas em ratos, mas ndo o freezing condicionado em camundongos (RODRIGUEZ-
ROMAGUERA et al., 2009).

Em zebrafish adultos o propranolol (3mg/l) ndo afetou 0 comportamentos relacionados
a ansiedade, na preferéncia claro-escuro (diferente da utilizada nessa pesquisa) e no Group
Behavior Task, que avalia simultaneamente a coesdo do cardume, altura no tanque e
locomocdo (GEBAUER et al., 2011).

FIGURA 9 — Estrutura quimica do Propranolol
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1.4.8 Depressores do Sistema Nervoso Central (SNC)

O etanol (Figura 10) age como ansiolitico e sedativo, visto que promove depresséo do
sistema nervoso central (SNC), entretanto com toxicidade potencialmente significativa. Os
efeitos do etanol parecem ser devido a atuacdo sobre maltiplos alvos, incluindo os receptores

GABAA e glutamato. O etanol aumenta o influxo de cloreto mediado pelo receptor de
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GABAA e inibe os efeitos excitatorios do glutamato nos receptores NMDA (FORMAN et al.,
2009).

FIGURA 10 - Estrutura quimica do Etanol
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Na preferéncia claro-escuro em zebrafish juvenis o etanol na concentracao de 0,027%
(v/v) apresentou efeito ansiolitico (STEENBERGEN et al., 2011), assim como em zebrafish
adultos, o etanol agudo nas doses de 0,25% e 0,5% reduziu a ansiedade, além de um efeito
motor que aumentou na dose de 0,5% e diminuiu de forma ndo significativa em 1%
(MAXIMINO et al., 2011).

1.5 FORMAS DE ADMINISTRACAO

Um ponto importante no estudo de drogas no comportamento animal é o método de
exposicdo a droga (STEWART et al., 2011a). Em zebrafish € comum a imersdo do peixe na
solucdo contendo a droga por um determinado tempo (STEWART et al., 2011a). A administracéo
de moléculas pequenas pode ser realizada adicionando-as diretamente a agua, sendo as mesmas
absorvidas através das branquias ou da pele do peixe (RIHEL; SCHIER, 2011).

A administracdo via injecdo intraperitoneal é uma boa alternativa caso seja realizada
corretamente. E mais estressante que a imersao, porém tem maior precisdo (STEWART et al.,
2011a).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Descrever a sensibilidade da preferéncia claro-escuro as principais drogas utilizadas na

clinica da ansiedade, para a espécie de peixe Danio rerio, via administracao hidrica.

2.2 ESPECIFICOS

e Adaptar 0 modelo com administracdo hidrica aguda, menos estressante para o
animal;

e Verificar a sensibilidade aos ansioliticos Benzodiazepinicos; ansioliticos Agonistas
parciais 5-HT14; Antidepressivos triciclicos; Antidepressivos inibidores seletivos
da recaptacdo de serotonina; Antipsicéticos; Psicostimulantes; Beta bloqueadores;

Depressores do Sistema Nervoso Central.



3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 328 peixes da espécie Danio rerio, adultos, de ambos 0s sexos,
distribuidos em grupos, segundo droga e concentracao, sendo 16 animais no grupo controle e
8 animais por concentracdo. Os animais foram mantidos, em grupos de no maximo 25 peixes
por aquario (60 x 25 x 40 cm) no biotério de peixes do Laboratério de Neurociéncias e
Comportamento da UFPA, sob condicdes estaveis, pH adequado (7 + 1), temperatura média

de 26 + 1°C, foto periodo 14:10 h, inicio do ciclo as 06h, com filtragem constante e

alimentagdo com ragéo, uma vez ao dia.

O aparato de teste consiste em um aquario padrdo (15 x 10 x 45 cm) dividido
igualmente em dois compartimentos, um branco (claro) e outro preto (escuro), com uma area
central (5 cm) delimitada por portas corredicas, a qual é utilizada como compartimento inicial
do teste e a coluna de &gua utilizada foi de 10 cm (Figura 11), como descrito por Maximino et
al. (2010a). Para iluminacdo do lado branco foi utilizada duas luminérias de 9 Watts cada,

colocadas nas laterais do aparato.

FIGURA 11 — Aparato do teste da preferéncia claro-escuro
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Fonte: Adaptado de Maximino et al, 2010a.

A administracdo da droga era realizada por via hidrica, submergindo o peixe em um
Becker de 200 ml com a concentracdo da droga a ser testada. Posteriormente, o animal era
colocado na area central por um periodo de habituacdo de 300 s. Em seguida, as portas

corredicas eram removidas e o animal podia explorar livremente o aparato por 900 s.
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Os parédmetros analisados sdo: o tempo total que o animal permanece em cada
compartimento, laténcia para explorar o lado oposto a primeira escolha e o nimero de
alternancias. Sendo que o tempo no ambiente escuro indica 0 comportamento ansioso
propriamente dito, a primeira laténcia € uma medida de impulsividade para explorar novos
ambientes e o nimero de cruzamentos € uma medida da atividade motora.

Cada animal participava de uma Unica sessdo de exploracdo de 900 s, que era
registrada com uma camera filmadora da marca Sony®, para posterior anélise. Todos os
experimentos foram realizados entre 9:00 h e 14:00 h. A preferéncia pelo ambiente escuro €
invertida quando os animais séo testados a noite (18:00h as 24:00h), por isso é preferivel que
0s animais sejam testados durante o dia (DIAS, 2010).

O grupo controle ndo recebeu droga, sendo denominado 0,0 mg/l, e é comum a todos
0s grupos de drogas. As drogas a serem administradas, segundo a concentracdo estdo
dispostas na Tabela 1.

Inicialmente foi utilizado o tempo de administragdo de 5 minutos (300 s) baseado nos
estudos de Egan et al. (2009) para as drogas Buspirona, Fluoxetina, Haloperidol, Risperidona,
Dietilpropiona, Propranolol e Etanol. Posteriormente, adotamos o tempo de 10 min. (600 s)
utilizado por Gebauer et al. (2011) para Imipramina e Paroxetina. Para o Clonazepam foram
utilizados os dois tempos de administragéo.

O calculo das concentracdes foi feito utilizando um “peixe farmacoldgico” pesando
0,3g e adaptando-se drogas utilizadas em modelos com roedores e alguns estudos pilotos do
Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento. A solucdo mée era preparada com a dilui¢éo
da droga em &gua destilada, até a obtencdo de uma solucdo homogénea, que era
acondicionada em recipientes escuros para evitar fotodegradagéo.

Os dados, depois de transcritos, foram analisados em termos de tempo total no escuro,
tempo da primeira laténcia e nimero de alternancias utilizando-se teste t de Student
comparando cada concentracdo ao controle em cada um dos pardmetros. Quando néo era
possivel obedecer aos critérios para utilizacdo do teste t, teste de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov) e teste de igualdade de variancia, foi utilizado o teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney (U). O nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

Os resultados das drogas administradas estdo representados nos graficos na forma de
média e desvio padrdo, dispostos conforme o tempo de permanéncia no ambiente escuro,

tempo da primeira laténcia para exploracdo e nimero de alternéncias.



TABELA 1 - Drogas utilizadas, concentracdo e tempo de administracao.
DROGA CONCENTRACAO (mg/l) TEMPO (segundos) \

Benzodiazepinicos (BZD)

Clonazepam (Roche) 0,001; 0,003 e 0,006 300
0,001; 0,006 e 0,009 600

Ansiolitico ndo BZD (Agonistas parciais 5-HT4)

Buspirona (LIBBS) 1,10;15e 20 300

Antidepressivo triciclico

Imipramina (Pharmacia Specifica) 05;1;2e4 600

Antidepressivo ISRS

Fluoxetina (Zydus) 1;2;4e6 300

Paroxetina (Unido Quimica) 0,3e3 600

Antipsicéticos

Haloperidol (Cristalia) 1;2;4¢8 300

Risperidona (Cristalia) 0,1;0,25; 0,5 300

Psicostimulante

Dietilpropiona (Pharmacia Specifica) 1;2;4e8 300

Beta bloqueadores

Propranolol (Sigma Pharma) 05;25e5 300

Depressores do SNC

Etanol (Casa da Quimica) 05;1;2¢e4 300
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4. RESULTADOS

O Clonazepam (Gréafico 1) modificou o tempo no ambiente escuro de duas formas,
aumentou o tempo de permanéncia com a administracdo de 0,001 mg/l durante 300 s [U =
142; p = 0,011] e diminuiu o tempo de permanéncia com a administracdo de 0,006 mg/l por
600 s [t(22) = 2,112; p = 0,046], com essa mesma concentragdo houve reducdo no tempo da
laténcia [U = 60; p = 0,016]. O ndmero de alternancias diminuiu nas concentracdes de 0,001
mg/l [t(22) = 3,356; p =0,003] e 0,006 mg/l [t(22) = 2,571; p = 0,017] administradas durante
300s e 0,001 mg/l administrada por 600 s [t(22) = 3,165; p = 0,001], j& a concentracdo de
0,006 mg/l administrada durante 600 s aumentou o nimero de alterndncias [t(22) = - 3,735; p
=0,001].

GRAFICO 1 - Efeitos do Clonazepam na preferéncia claro-escuro em Danio rerio

1000 — OControle [@300s ®W600s 1000 OContrele 0300s mM600s

950 * 900 -

7 90 800 -

o 950 1 700

5 500 600 -

(=]

@ 750 500

g 700 - 400
300

E 650 -

= 600 4 ?%‘ .

550 ]

500 0-

Laténcia (s)

00 0001 0003 0005 0001 0008 0,000 0,0 0001 0,003 0,006 0,001 0,006 0,009

A Concentragéo (mg/l) B Concentragéo (mal)
DControle [@300s MWM600s
sefeske
140
120 4
[
& 100
=
2 80
«©
£ 60
I *
S 40 - i
20
04
0,0 0,001 0,003 0,006 0,001 0,006 0,009
C Concentragao (mg/l)

Legenda: A) Tempo no escuro B) Tempo da Primeira Laténcia. C) Numero de
alternancias. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.

A Buspirona (Grafico 2) na concentragdo de 15 mg/l aumentou o tempo de
permanéncia no escuro [U = 146; p = 0,005], mas néo alterou o tempo da primeira laténcia em
nenhuma concentragdo (p > 0,05), quanto as alternancias, foram diminuidas nas
concentragdes de 1 mg/l [t(22) = 2,559; p = 0,018] e 15 mg/l [t(22) = 4,344; p < 0,001].
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GRAFICO 2 — Efeitos da Buspirona na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Namero de
alterndncias. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.

A Imipramina (Grafico 3) na concentracdo de 1mg/l aumentou o tempo no escuro [U =
146; p = 0,005] e as concentracdes de 1 mg/l [U = 139,5; p = 0,017] e 2 mg/l [U = 158; p <
0,001] aumentaram o tempo de laténcia. O nimero de alternancias diminuiu de forma
significativa em todas as concentraces testadas (p < 0,001).

A Fluoxetina (Grafico 4) na concentracdo de 4 mg/l aumentou significativamente o
tempo no escuro em relagdo ao controle [U = 154; p < 0,001] e a concentracdo de 6 mg/l
diminui o tempo em relacdo a de 4 mg/l [U = 98; p = 0,002]. A primeira laténcia nas
concentracdes de 2 e 4 mg/l aumentaram ao compara-las com 0 mg/l [t(22) = - 4,339; p <
0,001] [t(22) = - 5,802; p < 0,001] e a concentragdo de 6 mg/l diminuiu em comparacéo a de 4
mg/l [U = 99; p < 0,001]. O ndmero de alternancias foi reduzido gradativamente nas
concentragOes de 1 mg/l [t(22)= 2,759; p = 0,011], 2 mg/l [t(22)= 3,255; p = 0,004] e 4 mg/I
[U =41; p <0,001] em comparagdo a concentracdo de 0 mg/l, no entanto a concentracgdo de 6

mg/l aumentou em relacédo a de 4 mg/l [U = 40; p = 0,004].



32

GRAFICO 3 - Efeitos da Imipramina na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Numero de
alternancias. *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.

GRAFICO 4 — Efeitos da Fluoxetina na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Numero de
alternancias. *p < 0,05; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.
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O tempo no ambiente escuro ndo foi modificado com a administragdo de Paroxetina
(Gréfico 5) (p > 0,05), entretanto o tempo de primeira laténcia aumentou com a concentracdo
de 3,0 mg/l [t(22) = -3,839; p < 0,001] e o numero de alternancias diminuiu com as
concentragdes de 0,3 mg/l [t(22) = 3,873; p < 0,001] e 3,0 mg/l [U = 38; p <0,001].

GRAFICO 5 — Efeitos da Paroxetina na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Numero de
alternancias; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.

O antipsicético tipico Haloperidol (Gréfico 6) mostrou eficacia na redugdo do tempo
despendido no escuro na concentracao de 1mg/l [t(22) = 3,402; p = 0,003], 0 mesmo ndo pode
ser dito do tempo de primeira laténcia que nao foi modificado (p > 0,05). Verificando-se as
alternancias, a concentracao de 8 mg/l aumentou o nimero das mesmas [t(22) = - 3,460; p =
0,002].

O antipsicotico atipico, Risperidona (Gréafico 7) ndo modificou o tempo no escuro (p
>0,05). Assim como 0 antipsicético tipico o tempo de primeira laténcia ndo foi modificado
entre as concentracOes utilizadas (p >0,05) e o numero de alternancias foi reduzido na
concentracdo de 0,5 mg/l (U = 66,5; p = 0,043).

A Dietilpropiona (Grafico 8) nao apresentou efeito sob o tempo no escuro (p > 0,05),
mas aumentou o tempo da primeira laténcia na concentracdo de 1mg/l [U = 133; p = 0,047] e

diminuiu o nimero de alterndncias na mesma concentracao [t(22) = 2,979, P = 0,007].



GRAFICO 6 — Efeitos do Haloperidol na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Namero de
alternancias. *p < 0,05; ***p < 0,001 x 0,0mg/1.

GRAFICO 7 — Efeitos da Risperidona na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira laténcia; C) NUmero de
alternancias. *p < 0,05 x 0,0mg/I.
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GRAFICO 8 - Efeitos da Dietilpropiona na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) Numero de
alternancias. *p < 0,05, **p < 0,01 x 0,0mg/I.

O propranolol (Grafico 9) diminui o tempo no escuro na concentracdo de 0,5mg/l [U =
61; p = 0,018] e ndo apresentou alteracdo na primeira laténcia (p > 0,05) e nem no nimero de
alternancias (p > 0,05).

O etanol (Gréafico 10), na concentracdo de 2 mg/l reduziu o tempo que o zebrafish
despende no compartimento escuro [t(22) = 2,825; p = 0,01]. O tempo da primeira laténcia
ndo foi alterado (p >0,05). O nimero de alternancias diminuiu na concentracdo de 1 mg/I
[t(22) = 2,396; p = 0,026].



GRAFICO 9 — Efeitos do Propranolol na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) NUmero de
alternancias. *p < 0,05 x 0,0mg/I.

GRAFICO 10 — Efeitos do Etanol na preferéncia claro-escuro em Danio rerio
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Legenda: A) Tempo no escuro; B) Tempo da Primeira Laténcia; C) NUmero de
alternancias. *p < 0,05, **p < 0,01 x 0,0mg/I.
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A Tabela 2 sintetiza as drogas, concentragfes pesquisadas e suas agdes sobre 0s

pardmetros, tempo no ambiente escuro, tempo de primeira laténcia e nimero de alternancias,

além da indicacédo do possivel efeito da droga na preferéncia claro-escuro.

TABELA 2 — Drogas, concentracdes, acdo sobre tempo no escuro, tempo da primeira laténcia e

DROGA

(mg/l)

Benzodiazepinicos (BZD)

CONCENTRACAO

namero de alternancias e possivel efeito na preferéncia claro-escuro.
LATENCIA  ALTERNANCIA

TEMPO NO
ESCURO (s) (s)

POSSIVEL
(n) EFEITO

Ansiogénico e

0,001; 0,003 e 0,006 1 = ! Inibigio motora
Ansiolitico e
Clonazepam aumento da
0,001; 0,006 e 0,009 ! ! U impulsividade e
Motor dose-
dependente
Ansiolitico ndo BZD
: Ansiogénico
Buspirona 1:10: 15 € 20 1 = ! Inibigéogmotora
Antidepressivo triciclico
Ansiogénico,
. . Ca Inibicéo da
Imipramina 0,5;1,0;2,0e4,0 1 1 l Impulsividade e
motora
Antidepressivo ISRS
Ansiogénico,
. . Inibicéo da
Fluoxetina 1;2;4¢e6 1 1 ! Impulsividade e
motora
Inibicdo da
Paroxetina 0,3e3,0 = 1 ! impulsividade e
motora
Antipsicoticos
. Ansiolitico e
Haloperidol 1;2;4e8 l = 1 Excitagéio motora
Risperidona 0,1;0,25¢0,5 = = l Inibicdo motora
Psicostimulante
Inibicdo da
Dietilpropiona 1;2;4e8 = 1 ! impulsividade e
motora
Beta bloqueadores
Propranolol 0,5;25e5 l = = Ansiolitico
Depressores
Etanol 0,5;1,0;2,0e4,0 l = ! Ansiolitico e

Inibicdo motora

Legenda: 1 aumentou; | diminuiu; U curva em “U” dose-dependente; =

concentragdes

Sem diferenca estatistica entre as
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5. DISCUSSAO

A preferéncia claro-escuro € um teste relativamente simples, indolor e ndo necessita de
condicionamento, pois avalia a tendéncia natural do zebrafish (ALI et al., 2011). A validagéo
farmacoldgica da preferéncia claro-escuro € uma etapa fundamental para ampliar a utilidade
do modelo.

O teste de compostos conhecidos e sua padronizacdo permitem, por analogia, a selecao
de novos compostos e 0 estudo ndo invasivo de atividade de compostos quimicos, desta
forma, o resultado de uma dada droga X, sendo similar a droga conhecida Y, pode ser tomado
por mecanismos neurais similares entre si (WILLNER, 1991). Desta maneira, a padronizacao
farmacoldgica do modelo gera uma alternativa de baixo custo para a selecéo inicial de drogas
com potencial psiquiatrico.

Uma atencdo especial deve ser dirigida a selecdo das concentracBes das drogas a
serem estudas em zebrafish. Como o zebrafish € um modelo animal relativamente novo em
farmacologia comportamental, as concentracGes eficazes de diversos compostos psicotropicos
sdo desconhecidas (STEWART et al., 2011b; 2011c). Apesar de possuir 0S principais
“neurotransmissores de mamiferos”, peptideos e hormonios, ha diferengas entre a fisiologia
das espécies (STEWART et al., 2011b). Também podem ocorrer discrepancias entre
diferentes estudos com zebrafish, porque é dificil a adaptacdo das concentracdes de drogas a
partir de larvas para adultos (STEWART et al., 2010; 2011b). Além disso, 0 método de
administracdo da droga na maioria dos estudos com zebrafish é a imerséo, diferente de outras
espécies que comumente é a injecdo, assim as concentracdes eficazes das drogas podem ser
baseadas em farmacocinéticas distintas das de roedores e humanos (STEWART et al., 2011b;
2011c). Entretanto, isto ndo significa necessariamente uma falha no modelo, pois a imersdo
pode ser vantajosa para alguns farmacos, que sdo rapidamente metabolizados ou requerem um
tratamento prolongado, e ndo envolve o estresse da injecdo, que poderia confundir os dados
comportamentais (STEWART et al., 2011b).

Corroborando com esse ultimo, ha algumas limitacbes do uso de injecdo
intraperitoneal, muitas vezes é necessaria a utilizacdo de anestésicos para realizacdo do
procedimento, que pode gerar efeitos indesejaveis na fisiologia e no comportamento a ser
avaliado. Outra limitacdo da injecdo € que requer bastante habilidade, como o cuidado e
precisdo para evitar a perfuracdo de 6rgdos do peixe, bem como para minimizar as
anormalidades comportamentais induzidos por dor. Além disso, as inje¢des utilizam pequenos

volumes das drogas, logo, este método pode ndo ser apropriado para a aplicacdo de doses
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elevadas de certas drogas, que exigiriam maiores volumes de injecdo. Enquanto o método de
imersdo pode ser usado para a administracdo cronica da droga, injecdes repetidas ndo séo
aconselhaveis em pequenos animais como o zebrafish (STEWART et al., 2011a).

Todas as drogas pesquisadas foram administradas de forma aguda, com a imersédo do
peixe no recipiente contendo a droga diluida na agua. Foram utilizados Benzodiazepinico,
Ansiolitico ndo benzodiazepinico (agonista parcial 5-HT14), Antidepressivo triciclico e ISRS,
Antipsicoticos tipico e atipico, Psicoestimulante, Beta-bloqueador e Depressor do SNC.

Os benzodiazepinicos sdo ansioliticos comumente utilizados no tratamento da
ansiedade. O clonazepam reduziu o tempo no ambiente escuro na concentragéo de 0,006 mg/I
administrado durante 600 s, sugerindo o efeito ansiolitico. Essa mesma concentracdo reduziu
0 tempo da primeira laténcia e aumentou o namero de alternancias, indicando aumento da
atividade motora, ao contrario das concentracdes de 0,001 mg/l e 0,006 mg/l administradas
por 300 s e 0,001 mg/l administrada por 600 s que diminuiram em relagdo ao grupo controle,
sugerindo sedag&o. Esses resultados sdo condizentes com o estudo de Maximino et al. (2011)
sobre os efeitos de algumas drogas na preferéncia claro-escuro administradas via injecédo
intraperitoneal, no qual o tratamento agudo com clonazepam (0,05; 0,5 e 1,0 mg kg )
diminuiu o tempo no escuro na dose de 0,05 mg kg *, ja a dose de 1,0 mg kg™ parece ter
provocado ataxia ou sedacdo ao diminuir o nimero de alternancias (MAXIMINO et al.,
2011). No estudo de Gebauer et al. (2011) que utiliza a caixa de preferéncia claro-escuro e
tempo de teste diferente dos adotados por nossa pesquisa, a concentracdo de 0,3 mg/l de
clonazepam diminuiu o tempo no escuro sem alterar a laténcia e 0 nimero de alternancias. A
diminuicdo do nimero de alternancias na concentracdo de 0,001 mg/l durante 300 s pode ter
sido responsavel pelo aumento do tempo de permanéncia no ambiente escuro com esta
concentracao.

A buspirona na concentracdo de 15 mg/l majorou o tempo de permanéncia no escuro e
reduziu o nimero de alterndncias nas concentracbes de 1 e 15 mg/l. O tempo da primeira
laténcia ndo foi alterado. O decréscimo das alternéncias na concentracdo de 15mg/l pode ter
causado o aumento do tempo no compartimento escuro. A buspirona reduziu a atividade
locomotora e a exploragdo nas doses de 10 e 30 mg/kg em gerbilos testados no labirinto em
cruz elevado, as doses menores diminuiram a ansiedade sem provocar sedagdo (VARTY et
al., 2002). Os achados em roedores sdo complexos, alguns descrevem o tratamento com
buspirona como ansiolitico, ansiogénico e/ou sedativo (VARTY et al., 2002). A
administracdo intraperitoneal da buspirona em zebrafish adulto produziu efeito ansiolitico,

diminuindo o tempo gasto no escuro nas doses de 25 e 50 mg kg, sem prejuizo da funcéo
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locomotora (MAXIMINO et al., 2011). A buspirona administrada pela imerséo do zebrafish
nas concentracbes (3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg/l) por 180 s avaliada com o teste do
mergulho em tanque novo, diminuiu de forma linear (6,25; 25 e 50 mg/l) o tempo no fundo,
sem promover sedacdo (BENCAN et al., 2009). Talvez a duracdo do tempo de administracdo
(300 s x 180 s) tenha ocasionado a diferenca entre a diminui¢cdo da atividade locomotora
encontrada no nosso estudo e o efeito ansiolitico encontrado no estudo de Bencan et al.
(2009). Apoiando a hipdtese de que o tempo de administracdo da buspirona é importante na
resposta apresentada, 3mg/l foram suficientes para aumentar a exploracdo do ambiente claro,
mas a duracdo da administracdo foi de 600 s (GEBAUER et al., 2011) o dobro do tempo
utilizado na presente pesquisa.

A imipramina na concentracdo de 1mg/l acresceu o tempo despendido no escuro e
aumentou o tempo da primeira laténcia nas concentracdes 1 e 2mg/l, o nimero de alternancias
foi reduzido bruscamente em todas as concentracdes empregadas. Ratificando esses achados,
a administracdo aguda de imipramina em ratos testados no labirinto em T elevado aumentou a
laténcia para deixar os bragos fechados e também prejudicou a atividade locomotora na arena
quadrada, os resultados sdo correlatos com evidéncias clinicas que no inicio da administracdo
a ansiedade é agravada e diminui com a administragdo prolongada (TEIXEIRA et al., 2000).

O tempo de permanéncia no escuro em zebrafish submetidos a fluoxetina apresentou
aumento na concentracdo de 4mg/l e a primeira laténcia aumentou nas concentracfes de 2 e 4
mg/l. Interessantemente a concentracdo de 6 mg/l diminuiu os dois parametros em relacdo a
concentracdo de 4mg/l. O numero de alternancias diminuiu nas concentracdes de 1, 2 e 4
mg/l, a concentracdo de 6mg/l aumentou o valor mensurado por este pardmetro em
comparaco a 4 mg/l. O tratamento agudo com fluoxetina intraperitoneal (5 e 10 mg kg ) ndo
alterou o tempo gasto no escuro, mas aumentou o numero de cruzamentos na maior dose,
enguanto o tratamento crénico diminuiu o tempo gasto no escuro na maior dose sem alterar o
parametro motor (MAXIMINO et al., 2011). Da mesma forma, a fluoxetina administrada por
imersdo, de forma aguda néo teve efeito no teste do mergulho em tanque novo (STEWART et
al., 2011c), mas o tratamento crénico com 0,1 mg/l reduziu a laténcia para entrada na parte
superior do tanque novo, maior tempo na parte superior e mais transicdes para o topo e a
reducdo do numero de movimentos erraticos (EGAN et al., 2009). Apesar de os resultados da
fluoxetina aguda ndo estar de acordo com os estudos prévios com zebrafish, esta fortemente
correlacionado com os resultados em roedores no teste de interacdo social (BAGDY et al.,
2001); labirinto em cruz elevado (DRAPIER et al., 2007; KURT et al., 2000; SILVA,
BRANDAO, 2000; SILVA et al., 1999), medo condicionado (BURGHARDT et al., 2007);
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andlise de grooming (ENGINAR et al., 2008), nos quais no inicio do tratamento os sintomas
de ansiedade sdo exacerbados.

A Paroxetina ndo alterou o tempo no ambiente escuro. Porém, aumentou o tempo de
primeira laténcia na concentracdo de 3,0 mg/l e diminuiu 0 nimero de alternancias nas
concentragdes de 0,3 e 3,0 mg/l. Em gerbilos, a paroxetina diminuiu a atividade horizontal no
teste da atividade locomotora nas doses de 0,3 e 1,0 mg/kg (VARTY et al., 2002). Em ratos a
administracdo aguda de paroxetina foi ansiogénica nas doses de 3 e 12mg/kg demonstrado
pela diminuicdo do tempo total nos bragos abertos e da porcentagem do tempo de inatividade
despendido nos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, a dose de 0,1 mg/kg ndo teve
efeito algum (DRAPIER et al., 2007).

O antipsicotico tipico haloperidol mostrou acdo ansiolitica ao reduzir o tempo
despendido no escuro na menor concentracdo (1 mg/l), sem modificar o tempo da primeira
laténcia. O aumento do nuimero de alternancias na concentracdo de 8mg/l é curioso, pois 0
haloperidol em zebrafish-larval produziu hipoatividade associada com surtos de nados
erraticos (GIACOMINI et al., 2006). O haloperidol ndo reverteu os efeitos de hiperlocomocéo
desencadeados pela exposicao do zebrafish a prolina (SAVIO et al., 2012).

O uso de antipsicético atipico no tratamento da ansiedade tem aumentado, mas a sua
eficacia ainda ndo é bem conhecida (VULINK et al., 2011). A risperidona modificou apenas o
parametro motor com a diminui¢do do nimero de alternancias, a hipotese é que o uso agudo
de antipsicéticos atipicos ndo seja suficiente para modificar o comportamento ansioso. Na
revisdo de Vulink et al. (2011) observamos que a diminuicdo da ansiedade ocorre apos
semanas de tratamento. Um dado interessante € que além da diminuicdo do numero de
alternancias, a maior concentragdo provocou freezing no claro em 50% dos animais com
média de duracdo de 505,75 + 44,56 s, 0 que mostra os efeitos extrapiramidais.

A Dietilpropiona ndo apresentou efeito sobre o tempo no escuro, mas aumentou o tempo
da primeira laténcia na concentracdo de 1mg/l e diminuiu o nimero de alternancias na mesma
concentracdo. A anfetamina ndo apresentou efeito em nenhum parametro mensurado no teste do
labirinto em cruz elevado em gerbilos (VARTY et al., 2002).

O propranolol diminuiu 0 tempo no escuro somente na menor concentragdo, sem
modificar o tempo da primeira laténcia e numero de alternancias. Sugerindo que sua acao
ansiolitica ocorre em pequenas concentragdes, pois no estudo de Gebauer et al. (2011) falhou
em diminuir a ansiedade com a concentragdo de 3 mg/l.

O etanol, na concentragdo de 2 mg/l, reduziu o tempo que o zebrafish despende no

compartimento escuro, nao alterou o tempo da primeira laténcia e o nimero de alternancia foi



42

reduzido na concentragdo de 1mg/l. O etanol aplicado via intraperitoneal também diminuiu o
tempo no escuro nas doses 0,25% e 0,5% mas ndo em 1,0% (v.v.) e teve um efeito bifasico na
locomocdo com aumento em 0,5% e diminuicao ndo significativa em 1,0% (MAXIMINO et
al., 2011). Na administracdo por imersdo, 0,5% de etanol diminuiu o tempo no escuro
(GEBAUER et al., 2011). O etanol exerceu efeito ansiolitico com as concentragcfes de 0,5% e
1,0% aumentando o tempo no compartimento superior, sem alterar a velocidade do nado, mas
ndo alterou o tempo com 1,5% de etanol (MATHUR; GUO, 2011). O tratamento agudo por
imersdo com 0,3% de etanol durante 300 s diminuiu a laténcia para entrada na porcao superior
no teste do mergulho em tanque novo, aumentou o numero de transi¢cbes para a por¢do
superior e aumentou o tempo total despendido nessa area (EGAN et al., 2009).

O tempo de administracdo maior pode ser determinante para desencadear o efeito de
drogas como a buspirona. Ao comparar-se o tempo de 10, 30 e 50 minutos de exposi¢do a
concentracdo da droga a ser testada, verificou-se que o tempo de 10 minutos é suficiente para
induzir efeitos comportamentais (GEBAUER et al., 2011). Assim, provavelmente a
administracdo durante 10 minutos (600 s) seja mais adequada do que 5 minutos (300 s).

Além disso, a dificuldade em homogeneizar os fenétipos pode ter influenciado os
resultados n&o significativos devido ao grande desvio padrdo. O zebrafish pode exibir
fendtipos comportamentais atipicos e/ou variados, diferentes cepas de zebrafish podem ter
diferentes niveis basais de ansiedade e variagdes na resposta também podem ser vistas entre a
cepa do tipo selvagem padrdo, com peixes que evitam mais ou menos o ambiente claro
(STEWART et al., 2011d).

Ao compara-se o zebrafish do tipo selvagem (short fin) com trés cepas mutantes, long
fin, leopardo e albino, as cepas mutantes tendiam a apresentar maior laténcia para entrar na
porcdo superior no teste do mergulho em tanque novo, apesar da diferenca ser significativa
apenas nos leopardos. O grupo selvagem tendia a entrar mais na parte superior, as cepas
mutantes, albinos e leopardos, passavam menos tempo na porc¢ao superior, comparados aos
zebrafish selvagens. E importante salientar que a distancia percorrida e a velocidade do nado
foram similares nos quatro grupos, indicando ndo haver diferencas motoras/neuroldgicas na
habilidade do nado entre as cepas (EGAN et al., 2009). Essas observagdes séo importantes
sugerindo diferencas genéticas na ansiedade entre varias cepas comercializadas (EGAN et al.,
2009).
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6. CONCLUSAO

Essa pesquisa mostra os efeitos das drogas utilizadas na clinica da ansiedade
administradas de forma aguda via imerséo, em zebrafish adultos, para verificar a sensibilidade
da preferéncia claro-escuro.

O benzodiazepinico clonazepam, o antipsicético haloperidol, o beta bloqueador
propranolol e o etanol, demonstraram reduzir o tempo de permanéncia no ambiente escuro,
indicando efeito ansiolitico com a administragdo aguda.

O clonazepam administrado por 300 s aumentou 0 tempo nNO escuro na menor
concentracdo, presumivelmente causado pela reducdo da atividade locomotora. Por outro
lado, a administracdo durante 600 s da concentracdo intermedidria diminuiu o tempo no
escuro e da primeira laténcia, assim como aumentou a atividade locomotora, embora a menor
dose tenha causado diminuicao dessa atividade, € visivel o efeito ansiolitico.

A buspirona aumentou o tempo de permanéncia no escuro, mas provavelmente esse
resultado seja devido a reducéo da atividade motora e ndo ao aumento da ansiedade.

A imipramina e a fluoxetina aumentaram o tempo de permanéncia no escuro, 0 tempo
de primeira laténcia e diminuiram o nimero de cruzamentos, indicando um efeito ansiogénico
com a administracdo aguda dessas drogas, consistente com os dados em roedores.

A paroxetina ndo alterou o tempo no escuro, entretanto aumentou o tempo da primeira
laténcia e diminuiu a atividade locomotora.

O haloperidol foi eficiente na reducdo da ansiedade na menor concentragéo,
curiosamente aumentou a atividade motora na maior concentracdo, ao contrario da risperidona
que diminuiu a atividade motora.

A dietilpropriona ndo modificou o tempo despendido no escuro, mas aumentou o
tempo da primeira laténcia e diminuiu a atividade motora apenas na menor concentragao.

O propranolol reduziu tempo no escuro sem alterar os outros parametros. O etanol foi
efetivo na reducdo da ansiedade com a concentracdo intermediaria e diminuiu a atividade
locomotora em uma concentracdo menor.

As medidas obtidas no modelo sdo complexas do ponto de vista farmacolégico, sendo
gue a ansiedade mensurada segue o referido na literatura com efeitos de drogas gabaérgicas e
serotoninérgicas. O componente motor € modulado por diversos neurotransmissores no
cérebro, entre eles a noradrenalina em sua inibicdo, além de dopamina e serotonina, e €
excitado pelas drogas que agem sobre estes sistemas e mais as drogas gabaérgicas, o que pode

indicar que ha um efeito cruzado entre os sistemas motor e emocional do peixe.
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Recomenda-se para novas pesquisas 0 uso da administragdo cronica da imipramina,
paroxetina, haloperidol, risperidona, dietilpropiona e propranolol para verificar se ha alteracéo
dos efeitos ao longo do tratamento. Além disso, é necessaria a utilizacdo de outras
concentragdes, pois ainda sdo desconhecidas as doses efetivas de varias drogas em zebrafish.

A preferéncia claro-escuro € um modelo promissor para a pesquisa de compostos que

alteram o comportamento ansioso, verificada sua alta validade de face e atualmente preditiva.
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