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RESUMO

Exposicdo a eventos aversivos incontrolaveis gera dificuldade de aprendizagem para
relacbes de contingéncia, fuga e/ou esquiva. Tal fendmeno foi denominado de
desamparo aprendido e tem sido relacionado a depressdo e transtorno de estresse pos-
traumatico. Este trabalho € composto de trés estudos com os objetivos de: produzir
desamparo aprendido em Danio rerio (Estudo 1), investigar os efeitos da luz sobre o
teste de fuga (Estudo Il) e avaliar os efeitos da imipramina administrada em regime
agudo sobre o desamparo aprendido em Danio rerio (Estudo Ill). Em todos os
experimentos foi utilizada uma shuttlebox de acrilico (INSIGHT Equipamentos), que
continham uma éarea central (removivel) que permitia o isolamento dos sujeitos. O
protocolo geral consistiu de duas fases: 1) Tratamento, onde cada peixe do tratamento
choque incontrolavel (CHI) foi submetido a 60 choques aleatérios e incontrolaveis (0.7-
0.9 V, com duracgdo de 30 segundos), nesta fase 0s sujeitos do grupo que nao receberam
tratamento com choque elétrico (NCH) apenas permaneceram na area central por 60
minutos; e 2) Teste, onde cada sujeito, indiferente do tratamento recebido, foi
submetido a uma sessdo de fuga com 30 choques (0.7 a 0.9V, duragdo méxima de 30
segundos). No estudo I, foram utilizados 3 grupos, um experimental (GE-CHI) e dois
controles, um permanecendo no aquério experimental por 60 minutos sem choque (GC-
NCH) e outro que permaneceu no aquério viveiro durante a fase I (GF-NCH). No
estudo Il foram utilizados 4 grupos, um par de  NCH e CHI submetidos ao teste com
luz, outro par (NCH e CHI) que realizaram o teste na condicdo sem luz. J& no estudo |11
foram utilizados 6 grupos de acordo com a concentracdo de imipramina administrada
por 10 minutos, antes da sessdo teste: 0,0 mg/l NCH; 0,0 mg/CHI; 1,0 mg/l NCH; 1,0
mg/l CHI; 2,0 mg/l NCH; e 2,0 mg/l CHI. Os principais resultados mostraram que é
possivel gerar desamparo aprendido em Danio rerio (estudo I), sendo que a luz é uma
variavel que pode interferir diretamente na aquisicdo do fenémeno (estudo II) e a
imipramina aguda, nas doses aqui administradas néo reverteram o desamparo aprendido
em Danio rerio.

Palavras-Chave: Desamparo Aprendido; Danio rerio, Luz, Imipramina



Nascimento, Gabriela Nascimento (2013). Learned Helplessness in Zebrafish (Danio
rerio). Doctoral Thesis. Belém: Programa de Pds-Graduagdo em Teoria e Pesquisa do
Comportamento, Federal University of Para. 89 pages.

Abstract

Exposure to uncontrollable aversive events leads to difficulty in learning contingency
relations, escape and/or avoidance. Such phenomenon was named learned helplessness
and it has been correlated to depression and post-traumatic stress disorder. This thesis
iIs composed by three studies that together have the aim of: producing learned
helplessness in Danio rerio (Study I); investigating the effects of light on the escape test
(Study I1) and evaluating the effects imipramine have on learned helplessness when
applied acutely in Danio rerio (Study Ill). In every experiment it was used an acrylic
shutllebox (INSIGHT equipment) which contained a central area (removable) that
enabled the isolation of the subjects. The general protocol consisted in two phases: 1)
Treatment, each subject of the Uncontrollable shock (USH) treatment was subjected to
60 random and uncontrollable shocks (0.7 — 0.9V, lasting 30 seconds each), in this
phase the subjects of the group that didn't receive treatment with electric shock (NSH)
only remained in the central area for 60 minutes; and 2) Test, each subject from both
groups was subjected to an escape session with 30 shocks (0.7 — 0.9V, maximum
duration of 30 seconds each). In Study I, 3 groups were used, one experimental (EG-
USH) and two controls, one remaining in the experimental aquarium for 60 minutes
without shock (CG-NSH). In Study Il, 4 groups were used, a pair from NSH and USH
subjected to the light test, another pair (NSH and USH) underwent the test no light
condition. In Study Il 6 groups were used according to the concentration of imipramine
administered during 10 minutes before the test session: 0.0 mg/l NCH; 0.0 mg/CHI; 1.0
mg/l NCH; 1.0 mg/l CHI; 2.0 mg/l NCH; e 2.0 mg/l CHI. The main results show that it
is possible to create learned helplessness in Danio rerio (study I), considering light as a
variable that can interfere directly in the acquisition of the phenomenon (study II), in
addition, it was showed that acute imipramine in the doses administered here did not
revert the learned helplessness in Danio rerio.

Keywords: Learned Helplessness, Danio rerio, Light, Imipramine.



Apresentacao

Um modelo animal consiste em um tipo de recurso utilizado para compreender
processos, ou sintomas, observados em seres humanos (Andreatini, 2002; Guerra &
Silva, 2002). Guerra e Silva (2002) ressaltam que em psicopatologia os modelos devem
explicar e descrever os padrGes comportamentais denominados culturalmente como

transtornos.

A depressdo é um transtorno de humor caracterizado por sintomas como, humor
deprimido, perda de interesse e prazer em quase todas as atividades, perda ou ganho de
peso, insdnia ou hipersonia, agitagdo ou retardo motor, fadiga, ideagbes suicidas,
pensamentos de mortes e entre outros (Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais, DSM IV —TR, 2003). De acordo com Nguyen, Stewart e Kalueff (in press) a
utilizacdo de modelos animais andlogos a depressao, sao ferramentas Uteis para ajudar a
compreender e estudar esta patologia. Dentre os modelos animais de depressédo
encontra-se 0 desamparo aprendido, que ¢é caracterizado pela dificuldade da
aprendizagem de fuga ap0s a pré-exposicdo a eventos aversivos incontrolaveis (Maier &
Seligman, 1976; Overmier & Seligman, 1967; Seligman, 1972; Seligman & Maier,

1967).

Na obra de Seligman “Desamparo” (1977) o capitulo intitulado “Depressao” faz
um paralelo entre esta patologia e o desamparo aprendido, a fim de afirmar que ambos
sdo homologos. De acordo com Seligman (1977) devem-se levar em consideracgao
guatro pontos, em comuns, existentes em ambos os fendmenos: (1) sintomas

comportamentais; (2) etiologia; (3) cura; e (4) prevencao.



No que diz respeito a homologia entre os sintomas comportamentais do
desamparo aprendido e depressdo, destacam-se: a passividade; perda de apetite e peso;
déficit social e sexual; deplecdo noradrenérgica e da atividade colinérgica; e dificuldade
em aprender novas respostas que produzem alivio, que na depressdo seria a tendéncia

cognitiva negativa (Seligman, 1977).

A etiologia do desamparo aprendido consistiria na aprendizagem da néo
existéncia de contingéncia entre resposta e 0 término da situacdo aversiva, enquanto
que, na depressdo seria a crenga na inutilidade do responder (Seligman, 1977). No que
diz respeito a cura destacam-se como caracteristicas a acdo de drogas anti-colinérgicas e
estimulantes noradrenérgicos; choques eletroconvulsivos; dissipacdo do fendmeno, com
0 passar do tempo; e repetidas exposicOes forcadas dos sujeitos a relacbes de
contingéncias, que na depressdo consistiria em uma recuperacdo na crenga de que o

responder produz reforco (Seligman, 1977).

A prevencdo do desamparo aprendido ocorreria a partir da experiéncia prévia
com situacBes aos quais 0 sujeito teria sucesso na emissdo de uma resposta de fuga, ou
esquiva, situacdo controlavel (Seligman, 1977). Algo semelhante poderia acontecer com
o0 ser humano, segundo Seligman (1977) provavelmente as pessoas com maiores
predisposi¢cdes a adquirirem depressao foram aquelas que possivelmente tiveram poucas

experiéncias de controle, no decorrer de suas vidas.

Nos estudos iniciais sobre desamparo aprendido foram utilizados cdes como
sujeitos, mas, em seguida houve generalidade deste fenémeno para diferentes espécies,
como: ratos (e.g. Seligman & Beagley, 1975; Willians & Maier, 1977), humanos (e. g.
Hiroto & Seligman, 1975); baratas (e. g. Brown, Howe, & Jones, 1990; Brown &

Stroup, 1988); gatos (e.g. Seward & Humphrey, 1967); e peixes (Carassius auratos -



Brown, Smith, & Peters, 1985; Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone, 1970; Nash,

Martinez, Dudeck, & Davis, 1983).

Este trabalho buscou demonstrar o desamparo aprendido com zebrafish
(Paulistinha - Danio rerio), uma vez que até o momento a Unica espécie de peixe
utilizada foi o Carassius auratus. Para isto foram realizados trés estudos. No primeiro
buscou-se reproduzir o fendmeno do desamparo aprendido, no segundo avaliou-se a
presenca da varidvel luz na aquisicdo da aprendizagem, teste de fuga, e no terceiro

investigou-se os efeitos da imipramina em regime agudo sobre o desamparo aprendido.

Destaca-se que o Zebrafish é um peixe teledsteo que foi primeiramente usado
em laboratdrio para investigacdes sobre genética molecular (Guo, 2004). Como motivos
que justifiquem o uso do zebrafish em laboratérios encontram-se: a pequena dimensdo
deste animal, (em média de 3 a 5 cm) 0 que acaba por facilitar a sua manutencao em
grande nimero e em espaco pequeno; o fato de ser um vertebrado que oscila entre a
complexidade e a simplicidade; e o seu embrido é transparente e com um répido
desenvolvimento (Guo, 2004). De acordo com Kalueff e Cachat (2011), nos altimos

anos o zebrafish tem sido amplamente utilizado em pesquisas neurocomportamentais.

Vale ressaltar que em revisdo por Nguyen, Steward e Kalueff (in press) foram
listados possiveis fendtipos comportamentais existentes no zebrafish que possibilitariam
a construcdo de modelos animais de depressdo nesta espécie, como, reducdo de
atividade sexual, déficit de atencdo, cognitivo e social, elevados niveis de cortisol e
entre outros. Além disto, tais autores também enfatizam a escassez de modelos
relacionados a transtorno de humor nesta espécie, embora ela possua caracteristicas

neurais e bioquimicas que favorecam a criacdo de modelos de depresséo.



Estudo |

UM PROVAVEL MODELO DE DEPRESSAO COM ZEBRAFISH (Danio rerio): O

DESAMPARO APRENDIDO

Resumo

Zebrafish (Danio rerio) é um peixe teledsteo com ampla utilizacdo em laboratérios e em
pesquisas neurocomportamentais. Entretanto até o momento ndo foi reproduzido um
modelo de depressdo para esta espécie. O desamparo aprendido, modelo animal de
depressdo utilizado com roedores, é caracterizado pela dificuldade de emissdo de
respostas de fuga, e/ou esquiva, apds prévia exposicdo a eventos aversivos
incontrolaveis. Neste trabalho buscou-se apresentar o desamparo aprendido adaptado
para o zebrafish. 18 peixes, divididos igualmente em trés grupos, foram submetidos a
um teste de fuga 24 horas ap0s serem expostos: a 60 choques incontrolaveis (Grupo
experimental), permanecer na shutllebox por 60 minutos, sem estimulacdo aversiva
(Grupo Controle) ou permanecer no aquéario viveiro com o cardume (Grupo Fuga). Os
resultados mostraram que as laténcias médias apresentadas pelo Grupo experimental
foram maiores do que as do Grupos controle e fuga, demonstrando uma maior
dificuldade para aprender a fugir da estimulacéo aversiva.

Palavras-chave: Desamparo aprendido, Danio rerio, Modelo animal



A PROBABLE MODEL OF DEPRESSION WITH ZEBRAFISH (Danio rerio):

LEARNED HELPLESSNESS

Abstract

The Zebrafish (Danio rerio) is a teleost fish widely used in neurobehavioral research;
however, a depression-like model was not validated for this species hitherto. The
learned helplessness is an animal model of depression, used in rodents, in which the
escape/avoidance responses are markedly diminished after exposition to uncontrollable
aversive stimuli. This work aims to present a learned helplessness model suitable for
zebrafish. Eighteen fish were equally divided into 3 groups and then submitted to the
shuttle box escape test 24h after one of the following procedures: 60 inescapable shocks
(experimental group); 60 minutes of permanence in the shuttle box without electric
shocks (control group); permanence in the collective tank, among the shoal (escape
group). The results have shown that learning to escape the aversive stimulation was
harder to the experimental group, which has shown a higher average latency when
compared to the other groups (control and escape).

Key words: Learned helpelessness, Danio rerio, Animal Model.



Um grande numero de modelos de psicopatologia vem sendo desenvolvido para
0 zebrafish (Danio rerio): modelos de ansiedade, como a preferéncia Claro-escuro
(Lockwood, Bjerke, Kobayashi, & Guo, 2004; Maximino, et al., 2010a; Maximino,
Brito, Dias, Gouveia Jr, & Morato, 2010b; Maximino, Silva, Gouveia Jr, & Herculano,
2011; Piato et al., 2011); modelos para o estudo de autismo (Tropepe & Sive, 2003), de
dependéncia de drogas (Echevarria, Hammack, Jouandot, & Toms, 2010; Gerlai, Lee, &
Blaser, 2006), entre outros. Ndo houve até o momento o desenvolvimento de um
modelo de comportamento tipo depressdo para esta espécie. Os protocolos empregados
até agora sdo baseados em exposicdo a situacdes aversivas incontrolaveis cronicas,
avaliando-se a producdo de biomarcadores que possam estar envolvidos na ansiedade
e/ou em transtornos de humor (Chakravarty, et al., 2013) deixando de lado aspectos

comportamentais.

Um dos modelos animais de depressao, amplamente utilizados com roedores, € 0
desamparo aprendido. Neste modelo a pré-exposicdo do organismo a eventos
incontrolaveis, em geral aversivos, gera dificuldades para aprender a fugir, ou esquivar-
se, de futuras situacdes aversivas (Maier & Seligman, 1976; Overmier & Seligman,
1967; Seligman & Maier, 1967; Seligman, 1972). A um nivel comportamental, o
paralelo com a depressdo se daria principalmente na passividade, resultante da
dificuldade do sujeito em estabelecer uma relagdo entre a sua resposta e o término da
situacdo ameacadora, apds a exposicao a aversivos incontrolaveis (Seligman, 1977). Tal
modelo apresenta valor farmacoldgico, dado que drogas antidepressivas (Gouveia Jr,
2001; Martin, Soubrie, & Simon, 1987; Sherman, Allers, Petty, & Henn, 1979;
Sherman, Sacquitne, & Petty, 1982) em roedores, revertem (ou previnem) o desamparo

aprendido. Existem apenas trés experimentos de desamparo aprendido em peixes



(Brown, Smith, & Peters, 1985; Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone, 1970; Nash,
Martinez, Dudeck, & Davis, 1983), sendo que apenas dois deles (Padilla, Padilla,
Ketterer, & Giacalone, 1970; Nash, Martinez, Dudeck & Davis, 1983) reproduziram
fielmente o fendmeno. Em tais estudos foram utilizados somente Carassius auratus

(Goldfish). Neste trabalho buscamos reproduzir desamparo aprendido em zebrafish.

MATERIAL E METODO

SUJEITOS:

18 peixes adultos, Danio rerio, (selvagem) de sexo e idade indeterminados,
provenientes de pet shops locais, mantidos por pelo menos uma semana em um tanque
de 25 L, antes do experimento ter inicio, e com alimentacdo diaria. O tanque
apresentava filtragem constante e a agua foi mantida em um pH 7, temperatura de 25°
0,1° C. O ambiente climatizado foi mantido em temperatura de 24+1° C, com ciclo de

iluminacdo de 14/10 horas, luz/escuro (inicio as 6:00 horas).

APARATO E PROCEDIMENTO:

Uma shuttlebox (INSIGHT Equipamentos, Brasil) de acrilico transparente (26,5
x 12 x 3,8 cm) com eletrodos ligados a duas placas de ago (14,16 x 12,0 cm) por onde
choque elétrico foi liberado (Figura 1), e dois pontos de leds, abaixo do piso de acrilico.
Duas barreiras mdveis de isopor (3,5 x 9,7 cm) serviram para isolar uma area menor no
centro do equipamento (13,0 x 12,0 x 3,0 cm). O choque elétrico, oriundo de um

gerador (INSIGHT Equipamentos, Mod. EP113, Brasil), foi programado a 0.7 V (AC),



com uma margem de erro do aparelho variando de 0.7 a 0.9 V (AC). A agua foi mantida

a um nivel de 7,0 cm.

Area de Isolamento

Figura 1. Shuttlebox de Acrilico (26,5 x 12 x 3,8 cm — Insight Equipamentos)

Para o presente experimento, os sujeitos foram divididos em trés grupos (n=6)
segundo tratamento experimental na Fase 1: Grupo Controle (GC), Grupo Experimental

(GE) e Grupo Fuga (GF).

Fase 1: Cada sujeito do GE foi colocado na é&rea isolada, no centro do
equipamento, e recebeu 60 choques (30 seg.) aleatorios e imprevisiveis (com um tempo
médio de 60 seg. entre cada choque). Cada sujeito do GC apenas permaneceu ha area
isolada por 60 minutos. Ao término desta fase cada sujeito, de ambos os grupos, foi
mantido em aquaério isolado. Os sujeitos do GF permaneceram em Sseus aquarios tanques

com o cardume, ndo sendo expostos a shuttlebox.

Fase 2 (Teste): Para todos os grupos, cada animal foi submetido a uma Unica
sessdo teste, 24 h ap6s a Fase 1, composto de 30choques (duragdo maxima de 30 s,

média de 60 segundos entre cada choque). Apos 5 minutos de exploracdo livre, na



shuttlebox, foi iniciada a sessdo com o choque apresentado sempre que O sujeito
estivesse em um dos lados do equipamento. O choque foi desligado ap6s 30 segundos,
ou quando o animal cruzasse aparato (0 que ocorresse primeiro). Nesta fase os leds
foram mantidos ligados. Cada apresentacdo do choque foi considerada como uma
tentativa. Tentativas sem a ocorréncia de respostas de cruzamento, foram consideradas
como falhas, sendo registrada a laténcia (tempo para cruzar o equipamento apds o
choque ser ligado) de 30 segundos. A laténcia de cada tentativa e 0 nimero de falhas
foram registradas para anélise. Todas as sessdes testes foram filmadas e ao final de cada

sessdo, em ambas as fases, a agua da shuttlebox foi trocada.
ANALISE ESTATISTICA:

ANOVA de um fator, para os blocos de tentativas e as médias das tentativas
falhas entre os grupos. ANOVA de medidas repetidas para diferenca geral entre os

blocos de tentativas entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de p < 0.05.

RESULTADOS

Na Figura 2 observa-se o desempenho dos sujeitos, dentro dos diferentes grupos
no decorrer dos blocos de tentativas’. Os sujeitos do GF apresentaram em média
laténcias mais altas no primeiro bloco de tentativas comparado com o0 GC e GE. A partir
do segundo bloco as laténcias médias do GF aumentaram em compara¢do com 0s outros
grupos. A ANOVA de medidas repetidas mostra que ha diferenca entre os blocos de
tentativas (F[2,15]=6,9, p=0,01) segundo o tratamento prévio (auséncia ou presenca de

choque incontrolavel).

! Para desempenho por sujeito de cada grupo (Laténcia Média) ver Anexo 1A.
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Laténcia Média (segundos)

GC GF GE
30 - 30 - 30 -
25 - 25 1 * 25 - kR Ky X
20 20 20 -
15 - 15 - 15 -
10 10 10 -
5 - 5 - 5 -
0 ————— 0 ——— 0 — T
12 3 456 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

Blocos de Tentativas

Figura 2. Laténcia média (segundos), dos grupos Fuga (GF), Controle (GC) e Grupo
Experimental (GE), distribuidas entre blocos de tentativas. *p<0,05 x Grupo Controle
(Anova de um fator).

De maneira geral, nota-se na Figura 2 que os sujeitos do GE apresentaram
laténcias maiores, no decorrer dos blocos de tentativas, levando um tempo maior para
fugir do choque elétrico. Ao se comparar as laténcias médias do GF com o GC, grupos
que ndo foram pré-expostos aos choques incontrolaveis, notou-se que ocorreu diferenca
significativa nas laténcias médias somente no primeiro bloco de tentativas (F[1]=6,7, p=
0,03). Ja quando se comparou 0 GC com o GE as diferencas entre as laténcias médias
foram estatisticamente significativas no segundo (F[1]=7,4, p=0,02), terceiro (F[1]=8,8,
p=0,01), quarto (F[1]=9,3, p= 0,01), quinto (F[1]= 38,4, p= 0,00) e sexto (F[1]=38,2,
p=0,00) blocos. E quando se comparou 0 GF com o GE as diferencas entre as laténcias
médias foram significativas somente no quinto (F[1]=24,3, p=0,00) e sexto (F[1]= 32,0,

p=0,00) blocos.
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35 ~

30 4

25 4

20 A

15 4

10 4

Frequéncia média de Tentativas falhas

GC GF GE
Grupos

Figura 3. Frequéncia média de tentativas falhas apresentadas pelo Grupo Fuga (GF),
Controle (GC) e Grupo Experimental (G.Exp.). *p<0,05 x Grupo Controle (Anova de
um fator).

Na Figura 3 é possivel observar a frequéncia de tentativas falhas emitidas no
teste de fuga para os diferentes grupos. O GE foi 0 que apresentou maior quantidade de
falhas comparado ao GC (F[1]=18,5, p=0,00) e ao GF (F[1]=15,0, p= 0,00). Entretanto
a diferenca encontrada entre 0 GF e GC foi também estatisticamente significativa

(F[1]= 5,5, p= 0,04).

DISCUSSAO

As altas laténcias apresentadas pelo G.Exp., no decorrer dos blocos de tentativas
assim como o grande numero de tentativas falhas, em comparacdo aos GC e GF,

demonstraram a ocorréncia de desamparo aprendido em zebrafish. Portanto, os sujeitos
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do GE apresentaram dificuldades para aprender a fugir do choque elétrico apds
exposi¢do prolongada a estimulacdo aversiva incontrolavel. Tais resultados sugerem a

replicacdo de um possivel modelo de depressdo com o zebrafish.

Na literatura sobre desamparo aprendido com roedores (Hunziker & Santos,
2007; Hunziker, Yamada, Manfré, & Azevedo, 2006; Seligman, Rosellini, & Kozak,
1975; Williams & Maier, 1977), uma das caracteristicas de uma curva de aprendizagem,
de fuga ou esquiva, consistem em altos valores de laténcia, nos primeiros blocos de
tentativas com decréscimo gradual nos blocos finais. Tal forma de andlise permite
observar os efeitos da incontrolabilidade de uma situacdo aversiva sobre o processo dae
aquisicdo da aprendizagem. Ressalta-se que a maior parte dos estudos sobre desamparo
aprendido com peixes (Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone, 1970; Nash, Martinez,
Dudeck, & Davis, 1983) analisou tal fenémeno a partir de médias gerais de: laténcia de
fuga, esquivas, ou/e médias de tentativas para a primeira resposta de fuga, ndo levando
em considera¢do o desempenho dos sujeitos no decorrer dos blocos de tentativas. O
unico trabalho de desamparo com peixes que fez uma analise do processo de
aprendizagem de fuga, por blocos de tentativas, acabou por ndo produzir dados que
demonstrassem a ocorréncia do desamparo aprendido (Brown, Smith, & Peters, 1985).
Isto acaba por ndo permitir uma comparacdo direta entre os dados aqui apresentados e

0s produzidos com goldfish.

Os dados do atual estudo também mostram que os sujeitos do GF apresentaram
em média maiores laténcias no primeiro bloco de tentativas, sendo que quando
comparado com o GE a diferenga encontrada néo foi significativa, mas somente quando
comparado ao GC (Figura 2). No que diz respeito também as tentativas falhas os valores
obtidos pelo GF foram significativos tanto em comparagdo com o GC quanto o GD

(Figura 3), entretanto o valor de p foi maior quando comparado ao GC (0,04). Ressalta-
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se que apesar do GC e o GF néo terem sido pré-expostos aos choques incontrolaveis, o
GF foi exposto a shuttlebox somente no dia do teste de fuga. Possivelmente o GF
passou por uma situacdo aversiva de exposi¢do ao equipamento, efeito novidade. J& para
0s sujeitos do GC, por terem sido pré-expostos ao equipamento na Fase 1, € provavel
que tenha ocorrido uma habituacdo das possiveis respostas eliciadas pelo efeito
novidade. Esta habituacdo possivelmente facilitou, na Fase 2, as baixas laténcias para a

emissdo das respostas de fuga, nos primeiros blocos de tentativas.

No que diz respeito ao protocolo aqui adotado afirma-se que foram seguidos
parametros semelhantes aos utilizados em pesquisas sobre desamparo aprendido com
roedores (e. g. Gouveia Jr, 2001; Martin, 1991; Sweeney, Lesourd, & Gandon, 1998) e
peixes (Brown, Smith & Peters, 1985; Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone; 1970):
Prévia exposicao a uma grande quantidade de choques incontrolaveis seguida, 24 horas
depois, de um teste de fuga, com metade da quantidade de choques recebidos no dia
anterior. Entretanto, ressalta-se que de acordo com os dados do atual estudo é possivel
produzir desamparo aprendido quando 0s sujeitos sdo pré-expostos a choques
incontrolaveis de baixa intensidade (0,7 a 0,9 V), mas que possuem uma longa duracéo

(30 segundos).

Em geral, nos estudos que buscaram produzir tal fenbmeno em peixes, a duracéo
do choque elétrico foi de 5 (Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone, 1970; Nash,
Martinez, Dudeck & Davis, 1983) ou 10 segundos (Brown, Smith & Peters, 1985), mas
somente os trabalhos que utilizaram maiores voltagens de choque, 28V (Padilla, Padilla,
Ketterer, & Giacalone, 1970) e 5V (Nash, Martinez, Dudeck, & Davis, 1983),
demonstraram claramente a ocorréncia do desamparo aprendido. Ressalta-se que 0s
pardmetros da estimulacdo aversiva adotados aqui, sdo baseados no trabalho de Xu,

Scott-Scheiern, Kempler, e Simons (2007) que mostraram a ocorréncia de esquiva ativa
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em zebrafish abracando como pardmetros: apresentacdo de 30 choques, com voltagem

de 0,73 V/cm (corrente alternada) e duracdo maxima de 24 segundos.

Alguns trabalhos que buscaram investigar aprendizagem em zebrafish também
chegaram a utilizar voltagens de choque elétrico, maiores do que a testada neste estudo,
para produzir respostas de fuga e/ou esquiva: 4 V (Gleason & Weber, 1977) 9V
(Valente, Huang, Portugues, & Engert, 2012). Dados da literatura mostram que 0s
peixes teledsteos possuem nociceptores (Sneddon, 2002; Segner, 2012). Entretanto, até
0 momento existem somente sugestdes sobre a ocorréncia de consciéncia para a
experiéncia de dor (Roques, et al., 2012). Em experimento realizado com til&pias
Mosambique (Roques, et al., 2012) que buscou especificamente avaliar respostas desta
espécie a padrdes de estimulos dolorosos, choque elétrico na calda (15 V, 64 mA), foi
observado que estimulacdo aversiva adotada ndo causou danos fisicos, apesar de
percebido como nocivo e doloroso. No experimento aqui empregado as Unicas respostas
analisadas do zebrafish foram as de fuga, ndo sendo efetivado, portanto um mapeamento
das possiveis respostas eliciadas por choque elétrico nesta espécie. Por se ter utilizado
uma baixa intensidade de choque por um longo periodo, supde-se que tal estimulacéo
aversiva foi suficiente apenas para causar um desconforto momentaneo no animal.
Entretanto, nota-se a necessidade de maiores investigacdes paramétricas sobre os efeitos

do choque elétrico tanto a nivel comportamental quanto neuroquimico em zebrafish.

O presente estudo mostrou que € possivel estudar caracteristicas
comportamentais relacionadas a depressdo em zebrafish, a partir da generalizacdo do
desamparo aprendido para esta espécie. O proximo passo agora € validar este modelo
investigando os efeitos de diferentes drogas, e seus regimes de administracdo, sobre este
fendmeno. Porém, nota-se ainda a necessidade de maiores investigacbes paramétricas a

fim de aprimorar 0 modelo de desamparo aprendido com zebrafish. Deve-se ressaltar a
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existéncia de um trabalho com larvas desta espécie (Lee, et al., 2010) com o objetivo de
investigar o efeitos de lesdes na habenula sobre o déficits de esquiva, entretanto ndo

reproduziu desamparo aprendido com Danio rerio.

Por fim, o desamparo aprendido em zebrafish além de servir como um
instrumento que permite a avaliacdo de respostas de depressdo com esta espécie podera
também ser Gtil para investigar estresse pos traumatico. Alguns trabalhos (Maier &
Watkins, 2005; Sawamura, et al., 2004; Vollmayr & Henn, 2003) utilizam o
procedimento de desamparo aprendido para estudar o transtorno de estresse pos
traumatico. Entretanto, somente maiores investigacfes permitirdo verificar se processos
fisiologicos, bioguimicos e comportamentais do desamparo aprendido com zebrafish

sdo paralelos a depressao e ao transtorno de estresse pds traumatico.
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Estudo 11

DESAMPARO APRENDIDO COM ZEBRAFISH (Danio rerio): EFEITOS DA LUZ

SOBRE O TESTE DE FUGA.

Resumo

Ambientes claros sdo naturalmente aversivos para zebrafish (Danio rerio) tanto que
existem modelos de ansiedade para esta espécie baseado nessa preferéncia por escuro.
Neste estudo buscou-se investigar os efeitos da luz sobre o teste de fuga, em um
procedimento de desamparo aprendido com Danio rerio.32 peixes adultos (Danio rerio)
de sexo e idade indeterminados foram divididos em 4 grupos segundo o tratamento
experimental, choque incontrolavel (CHI) e ndo choque (NCH), e condicdo de teste com
luz e sem luz. Na fase de tratamento cada sujeito do grupo CHI foi submetido a 60
choques aleatérios e imprevisiveis (0.7 a 0.9V). J& os sujeitos do NCH apenas
permaneceram no aquario por 60 minutos. Na situacdo de teste, 24, horas apds o
tratamento, um grupo do CHI e NCH foram submetidos a teste de fuga com luz e os
outros dois grupos, também um do CHI e outro NCH, realizaram teste sem luz. Os
principais resultados mostraram que a luz é uma variavel que pode funcionar como um
evento estressor interferindo diretamente no processo de aprendizagem de uma resposta
de fuga.

Palavras-Chave: Desamparo Aprendido, Danio rerio, Zebrafish, Luz, Fuga
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LEARNED HELPLESSNESS WITH ZEBRAFISH (Danio rerio): EFFECTS OF

LIGHT ON THE ESCAPE TEST

Abstract

Light environment are naturally aversive to the zebrafish (Danio rerio), in such a way
that there are models of anxiety for this species based on the preference for dark places.
In these study it was investigated the effect of light on the escape test, in a learned
helplessness procedure with Danio rerio. 32 adult fish (Danio rerior) with gender and
age unknown were separated into 4 groups according to the experimental treatment,
first, uncontrollable shock (USH) and no-shock (NSH), second, the test condition, with
light and without light. During the treatment phase each subject of the group USH was
subjected to 60 random and unpredictable electric shocks (0.7 to 0.9V). On the other
hand, the subjects from the NSH only remained in the aquarium for 60 minutes. In the
test situation, 24 hours after the treatment, one group of each condition USH and NSH
was subjected to the escape test with light, the other two groups, one from each
condition USH and NSH accomplished the test without light. The main results point to
light as a variable that can work as an stressor, directly interfering in the learning
process of a escape response.

Keywords: Learned helplessness, Danio rerio, Light, Escape.
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O zebrafish (Danio rerio) é um peixe teledsteo que foi primeiramente usado em
laboratério para investigacdes sobre genética molecular (Guo, 2004) e atualmente é
amplamente utilizada em pesquisas neurocomportamentais (Kalueff & Cachat, 2011).
Esta espécie possui preferéncia natural por ambientes escuros (Serra, Medalha, &
Mattioli, 1999) tanto é que existe um modelo animal de ansiedade, claro-escuro
(Lockwood, Bjerke, Kobayashi, & Guo, 2004; Maximino, Brito, Colmanetti, Pontes,
Castro, et al., 2010a; Maximino, Brito, Dias, Gouveia Jr, & Morato, 2010b; Maximino,
Silva, Gouveia Jr, & Herculano, 2011; Piato et al., 2011) para o zebrafish, baseado neste
comportamento. De acordo com Maximino, Brito, Dias, Gouveia Jr, & Morato (2010b)
essa preferéncia por ambientes escuros e por areas protegidas ocorre devido ao processo
de crypsis, ao qual a presenga de melandfaros dorsais tende a minimizar e refracdo e a
reflexdo de luz, que incide sobre o animal, 0 que consequentemente reduz a sua
visualizagdo por parte dos predadores. Sendo assim, o ambiente iluminado funciona

como uma situagéo aversiva e estressante.

Recentemente foi possivel reproduzir com esta espécie um modelo de depressdo
comportamental, o fenbmeno do desamparo aprendido (Estudo 1). Tal fenbmeno tem
como caracteristica principal, a prévia exposicdo a uma situacdo de estresse
incontrolavel, geralmente choques elétricos imprevisiveis, que resultam em uma
dificuldade posterior em apresentar uma resposta aprendida, fuga de uma situacdo
aversiva (Maier & Seligman, 1976; Overmier & Seligman, 1967; Seligman, 1972;
Seligman & Maier, 1967;). Mas, caracteristicas como a intensidade da estimulacéo
aversiva, ou a existéncia de outros eventos estressores, sdo variaveis que podem afetar

diretamente a qualidade do fenémeno.

Em geral nos experimentos que buscaram reproduzir o fendBmeno do desamparo

aprendido, tanto com ratos (e.g. Martin, 1991; Martin, Tissier, Adrien, & Puech, 1991;
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Sweeney, Lesourd, & Gandon, 1998) quanto com peixes — goldfish (Carassius auratus)
(Brown, Smith, & Peters, 1985; Padilla, Padilla, Ketterer, & Giacalone; 1970), a luz
estava presente nos testes de fuga. Mas, foi utilizada apenas como um estimulo que
sinalizava a ocorréncia de uma provavel situacdo aversiva, no caso as apresentacoes do
choque elétrico.

Apesar da luz, ou ambientes claros, ser uma estimulagéo estressante para o
Danio rerio (Maximino, Brito, Dias, Gouveia Jr, & Morato, 2010b; Serra, Medalha &
Mattioli, 1999), no estudo 1 o teste de fuga (fase 2) ocorreu com a presenca de luz
branca, mas os leds, que iluminavam o equipamento, estavam localizados no piso e
refletiam em é&reas restritas do aparato (Figura 1 — Estudo I), ndo interferindo portanto
no processo de aprendizagem da resposta de fuga (cruzar o equipamento e

consequentemente desligar o choque).

Neste trabalho serd utilizado um protocolo semelhante ao do estudo 1,
entretanto, os pontos de leds brancos foram fixados na parede externa do equipamento
promovendo iluminacdo em grande parte do aparato (parte superior e central da
shuttlebox). Partindo disto buscaremos investigar o efeito da luz sobre o desempenho do

sujeito em um teste de fuga, 24 horas ap6s a exposicao a choques incontrolaveis.

MATERIAL E METODO

SUJEITOS:

32 peixes adultos, Danio rerio, do tipo selvagem (calda curta), de sexo e idade

indeterminados, provenientes de fornecedores locais, mantidos por pelo menos uma



25

semana em um tanque de 25 L (antes do experimento ter inicio) e com alimentacdo
diéria. O tanque apresentava filtragem constante e a 4gua foi mantida em um pH 7, com
temperatura de 25°+ 0,1° C. O ambiente climatizado foi mantido em temperatura de

24+1° C, com ciclo de iluminacédo de 14/10 horas, luz/escuro (inicio as 6:00 horas).

APARATO E PROCEDIMENTO:

Duas shuttleboxes de acrilico transparente montadas em um s6 equipamento
(INSIGHT Equipamentos, Brasil), contendo eletrodos ligados a duas placas de ago, em
formato de U, por onde o choque elétrico foi liberado (Figura 1). As duas shuttleboxes,
com dimens0es iguais (28,0 X 7,7 X 4,0 cm), estavam dispostas em lados opostos e
foram denominadas de Equipamento A e B. No equipamento A, na parede externa,
estavam localizados dois pontos de led branco (variacdo de iluminagdo de 0 a 100%). Ja
no B na parede externa, os leds, estavam ausentes. Em ambos os equipamentos duas
barreiras méveis de isopor (7,7 X 3,7 cm), serviram para isolar uma area menor no
centro do aparato (13,0 7,7 cm). No decorrer de todas as fases do experimento a dgua
foi mantida a um nivel de 6,0 cm. O choque elétrico foi advindo de um gerador
(INSIGHT Equipamentos, Mod. EP113), programado a 0,7 V (AC), com uma margem

de erro do aparelho variando de 0,7 a 0,9 V (AC).
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Figura 1. Shuttlebox de acrilico (28,0 X 7,7 X 4,0 cm — Insight Equipamentos)

Os sujeitos foram divididos em quatro grupos (n=8) segundo tratamento
experimental, choque incontrolavel (CHI) e ndo choque (NCH), na Fase 1e condicéo de
teste com ou sem luz na Fase 2. Grupos Controles: NCH LUZ e NCH S/LUZ; Grupos

Experimentais: CHI LUZ (CHI) e CHI S/LUZ.

Fase 1 (Tratamento): Cada sujeito, do tratamento choque incontrolavel, foi
colocado na éarea isolada, pelas barreiras mdveis no centro do equipamento, e recebeu
60 choques (30 seg., 0,7V a 0,9V,) aleatdrios e imprevisiveis (com um tempo médio de
60 seg. entre cada choque). Ja cada sujeito do tratamento ndo choque, apenas
permaneceu na area isolada por 60 minutos. Nesta fase, realizaram-se duas sessfes ao
mesmo tempo, uma em cada shuttlebox e o choque foi manipulado por um software. Ao
término desta fase cada sujeito foi mantido em aquario isolado (14,0 X 10,0 X 7,3 cm)

com 600 ml de agua (nivel de 7,0 cm).

Fase 2 (Teste): Para todos os grupos, cada animal foi submetido a uma Unica
sessdo teste, 24 h apds a Fase 1, composto de 30 choques manipulados manualmente

(duracdo maxima de 30 s, 0,7 a 0,9V, média de 60 segundos entre cada choque). Nesta
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fase, inicialmente cada sujeito ficou contido por 10 minutos em um Becker com 200 ml
de 4gua, a fim de avaliar se a contencdo em tal aparato funcionava como um estressor
para administracdo via hidrica de droga. Em seguida, dependendo do grupo, e
consequentemente da condicgdo, aos quais 0s sujeitos pertenciam o teste foi realizado no
equipamento A ou B. Sendo que no equipamento A os leds foram mantidos ligados
durante toda a sessdo a uma intensidade de 100%. Ap6s 5 minutos de exploracéo livre,
na shuttlebox sem as barreiras moveis, foi iniciada a sessdo com o choque apresentado
sempre que 0 sujeito estivesse em um dos lados do equipamento. O choque foi
desligado ap6s 30 segundos, ou quando o animal cruzasse o aparato (0 que ocorresse
primeiro). Cada apresentacéo do choque foi considerada como uma tentativa. Tentativas
onde ndo houvessem a resposta de cruzamento foram consideradas falhas, sendo
registrada a laténcia (tempo para cruzar o equipamento ap6s o choque ser ligado) de 30
segundos. A laténcia de cada tentativa e o nimero de falhas foram registradas para
analise. Vale observar que diferente da Fase 1, na Fase 2 foi realizada apenas sessdo

com um sujeito por vez.

Todas os testes foram filmados e ao final de cada sessdo (de ambas as fases),

metade da dgua da shuttlebox foi trocada.

ANALISE ESTATISTICA:

ANOVA de um fator, para analisar os blocos de tentativas. ANOVA de medidas
repetidas para diferenca geral entre os blocos de tentativas entre os grupos. Teste T ou
Mann-Whitney (dependendo da normalidade da amostra) para avaliar a média de
tentativas falhas entre os diferentes grupos. O nivel de significancia adotado foi de p <

0.05.
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RESULTADOS

Na Figura 2 observa-se a laténcia média, no decorrer dos blocos de tentativas,
dos sujeitos dos grupos CHI e NCH, que passaram pela condi¢cdo de teste com e sem
luz’. A anova de medidas repetidas mostra que as diferencas entre os blocos de
tentativas entre os grupos das diferentes condigdes ndo foram estatisticamente
significante, F(12,114) = 0,5, p= 0,9. Nota-se que na condi¢do LUZ, o grupo CHI LUZ
foi o que apresentou maiores laténcias, entretanto em comparagdo com o NCH LUZ néo
foi possivel observar diferencas estatistica entre as laténcias médias de nenhum bloco de

tentativas entre ambos os grupos (Anexo 2B).

2 para dados sobre o desempenho de cada sujeito por grupo (Laténcia média) ver Anexo 2A.
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Figura 2. Laténcia Média (segundos) dos grupos
CHI LUZ, NCH LUZ, CHI S/LUZ e NCH
S/LUZ distribuidas entre blocos de tentativas,
representadas com desvio padrdo. *p<0,05 x 6°
bloco do CHI S/LUZ (Anova de um fator).

Na condicdo sem luz o grupo CHI apresentou maiores laténcias médias que o
grupo NCH, a ANOVA de um fator mostrou que ocorreu diferenca significativa no
sexto bloco, F(1)=9,4, p=0,01. Vale ressaltar que no grupo NCH ha uma tendéncia a
diminuig&o das laténcias nos decorrer dos blocos de tentativas, diferente do grupo CHI.
Ja nos grupos da condicdo com luz ndo ocorre nenhuma tendéncia a diminuicdo das

laténcias médias, mas sim uma possivel estabilidade (Figura 2). Nao ocorreu diferenca
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significativa entre as laténcias médias, de nenhum bloco de tentativas, entre 0s grupos:

CHI LUZ e CHI S/LUZ; e NCH LUZ e NCH S/LUZ (Anexo 2B).

12 4

10 ~

Frequéncia Média das Tentativas Falhas
(o)}
1
*

NCH LUZ CHI LUZ NCH S/Luz CHI S/LUzZ

Figura 3. Frequéncia média de tentativas falhas emitidas pelos sujeitos dos
grupos NCH LUZ, CHI LUZ, NCH S/LUZ e CHI S/LUZ. * p<0,05 x
NCH S/LUZ (Mann-Whitney).

Ao se analisar as tentativas falhas (Figura 3) observa-se que na condicdo sem luz
0 grupo que foi exposto ao choque incontrolavel (CHI) apresentou mais falhas que o
grupo NCH, U=55,5; p= 0,010. Entretanto, na condicdo com luz notou-se que a
diferenca entre ambos os grupos ndo foi estatisticamente significante (Anexo 2B).
Observou-se também que ndo foi estatisticamente significante a comparagdo entre o0s

grupos: NCH S/Luz com NCH LUZ e CHI LUZ com CHI S/Luz (Anexo 2B).
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DISCUSSAO

As altas laténcias médias, apresentadas pelos grupos na condicdo luz e
consequentemente a falta de diferenca significativa entre os blocos de tentativas,
somado: a tendéncia decrescente nas laténcias médias do NCH S/LUZ; a diferenca
estatistica encontrada entre este grupo e o CHI S/LUZ, no ultimo bloco de tentativa
(laténcia média) e tentativas falhas, sugerem que a luz é uma varidvel que pode
interferir na aprendizagem de uma resposta de fuga do choque elétrico, funcionando

como um estressor adicional.

Levando em consideracdo que o Danio rerio tem uma preferéncia natural por
ambientes escuros e ambientes claros funcionam como ansiogénicos (Maximino, Brito,
Dias, Gouveia Jr, & Morato, 2010b; Serra, Medalha, & Mattioli, 1999) no atual
experimento, é possivel que os testes na condi¢do luz tenham induzido uma quantidade
maior de respostas ansiosas, dificultando a exploragdo do equipamento e
consequentemente a aprendizagem da resposta de fuga. Etolégicamente, em ambientes

claros o animal estaria mais exposto a possiveis predadores.

Estudos que utilizaram o protocolo do claro-escuro com zebrafish, em geral
mostraram que quando 0s animais encontram-se no compartimento claro (do aquério
claro-escuro) ocorre um aumento de comportamentos ditos ansiosos, como freezing,
movimentos erraticos (e.g. Maximino, Brito, Batista, Herculano, Morato, & Gouveia Jr.,
2010). Entretanto, vale ressaltar que neste experimento ndo foram analisados padrdes
comportamentais ansiosos, ficando a necessidade de futuros estudos que busquem

explorar tais padrées em procedimento de desamparo aprendido com zebrafish.
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Observou-se também que além da luz ter funcionado como um possivel
ansiogénico, a prévia contencdo em um Becker com 200 ml de &gua, por 10 min. na fase
2, também pode ter funcionado como estressor adicional. No estudo 1, em que ndo
houve contencdo em um Becker, obteve-se uma diferenca estatistica entre os grupos nos
blocos de tentativas. J& no atual experimento obteve-se diferenca significativa somente
no ultimo bloco de tentativas entre os grupos que nao foram expostos a luz. Dados da
literatura (Pagnussat, et. al, 2013) mostram que zebrafish testados individualmente, em
diferentes protocolos comportamentais (claro-escuro, esquiva inibitdria) possuem niveis
de cortisol maior do que os testados em trios. Ja Blazina e Lara (2013) isolaram
zebrafish por 21 dias sendo que no 21° dia foram realizados testes comportamentais
(anélise de interacdo grupal). Os resultados de Blazina e Lara (2013) mostraram que
apo6s o isolamento de 21 dias 0s animais manifestaram comportamentos dos tipos
depressivos, que no caso foram caracterizados como isolamento do grupo. Maximino
(2011) analisou os efeitos de diferentes estressores ambientais, entre eles o
confinamento, em respostas nociceptivas de zebrafish a cido acético. Os animais foram
isolados por 30 min em 8% de um aquario, que possuia como area total (10x10x20 cm)
e em seguida foram transferidos para o tanque de observacdo (Maximino, 2011). Os
principais resultados com o grupo controle mostraram que o confinamento aumentou o
tempo em que 0s sujeitos permaneceram no fundo do aquario e o tempo em que
permaneceram em freezing, mostrando que a restricdo evocou respostas de estresse

(Maximino, 2011).

A contengdo em um Becker com 200 ml de agua, utilizado aqui, foi de apenas 10
minutos. Vale lembrar que ap0s a fase de tratamento (Fase 1), cada sujeito foi mantido
em isolamento antes do teste, além disso, o teste ocorria em um ambiente diferente da

fase anterior. Portanto, suspeita-se que além da luz, o isolamento apés a fase 1 e a
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exposicdo ao ambiento novo (equipamento de teste), o isolamento no Becker com uma
baixa quantidade de agua foi mais um evento estressor que teve um efeito somatorio aos
ja existentes, o que possivelmente acabou também interferindo na aquisi¢cdo da resposta
de fuga. Maiores testes isolando a varidvel, contencdo em Becker, sdo necessarios para
avaliar possiveis marcadores bioquimicos e padrGes comportamentais de estresse e

ansiedade, dentro do protocolo de desamparo aprendido.

Vale ressaltar que, apesar de aparentemente o isolamento em Becker parecer ser
uma situacdo geradora de estresse, dados de nosso laboratorio mostraram que este é um
método mais eficaz para administracdo de drogas, via hidrica, em protocolos de
desamparo aprendido quando comparado a via de administracdo intraperitoneal (Anexo
3). De acordo com Stewart et. al. (2011) a injecdo via intraperitoneal € um dos regimes
de administracdo que garante maior precisdo, entretanto € mais estressante do que a

imersao.

Muitos dos estudos sobre o fenbmeno do desamparo aprendido, em geral com
roedores, acabaram por gerar resultados contraditdrios devido a questdes metodoldgicas
(Hunziker, 2003). Segundo Willner (1985) tais resultados inconsistentes deixam vagos a
relacdo entre desamparo aprendido e depressdo. Neste estudo pode-se observar que as
varidveis luz e contencdo em um Becker, durante e antes do teste de fuga,
respectivamente, possivelmente afetaram o desamparo aprendido produzido com
zebrafish. Os dados aqui produzidos contribuem para elucidar o fenémeno. Entretanto
ainda existem muitas variaveis paramétricas a serem investigadas e que podem interferir
diretamente na ocorréncia do fendBmeno, como a quantidade de choques incontrolaveis e

0 tempo decorrente entre o tratamento e o teste.
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Estudo 111

EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DE IMIPRAMINA SOBRE O

DESAMPARO APRENDIDO COM ZEBRAFISH (Danio rerio).
Resumo

O desamparo aprendido teve sua relagéo fortalecida com a depressdo a partir dos
estudos com antidepressivos revertendo ou atenuando o fenbmeno. A imipramina esta
entre as drogas mais testadas neste modelo, com roedores. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito da imipramina, em regime agudo, sobre o desamparo aprendido
com zebrafish. 48 peixes adultos, Danio rerio, foram divididos em seis grupos (n=8)
segundo o tratamento experimental, choque incontrolavel (CHI) e ndo choque (NCH), e
a concentragdo de imipramina na fase de teste, 0,0 mg/l, 1,0 mg/l e 2,0 mg/l. Na fase de
tratamento cada sujeito do grupo CHI recebeu 60 choques (0.7 — 0.9V) aleatdrios e
imprevisiveis, enquanto que cada sujeito do NCH apenas permanecia no equipamento
por 60 minutos. Na segunda fase, 24 horas apds o tratamento, cada sujeito foi imerso
por 10 minutos a concentragdo de imipramina, correspondente ao grupo ao qual
pertencia, e em seguida foi submetido a um teste de fuga, com 30 choques. Os
principais resultados mostraram que a imipramina, em regime agudo, nas doses aqui
utilizadas ndo reverteram nem atenuaram o desamparo aprendido em zebrafish, mas
interferiram na aquisicdo da resposta de fuga.

Palavras-chave: Desamparo aprendido, Danio rerio, imipramina.
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THE EFFECT OF ACUTE IMIPRAMINE ADMINISTRATION ON LEARNED

HELPLESSNESS WITH ZEBRAFISH (Danio rerio)

Abstract

Learned helplessness had a stronger connection with depression since the studies with
antidepressant drugs, which reduced or reverted the phenomenon. Imipramine is among
the most tested drugs in this model with rodents. This study aimed at evaluating the
effect of imipramine, applied acutely, on learned helplessness with zebrafish. 48 adult
fish, Danio rerio, were separated into six groups (n=8), first, according to the
experimental treatment, uncontrollable shock (USH) and no-shock (NSH); second
according to the concentration of imipramine in the test phase, 0.0 mg/l, 1.0 mg/l, and
2.0 mg/l. In the treatment phase each subject from the USH received 60 random and
unpredictable electric shocks (0.7 — 0.9V), while each subject from NSH only remained
in the equipment for 60 minutes. In the second phase, 24 hours after the treatment, each
subject was immersed for 10 minutes in the concentration of imipramine corresponding
to its group, in the continuance they were subjected to a escape test with 30 shocks. The
main results showed that imipramine, in acute regimen, in the doses used here, did not
revert nor attenuated the learned helplessness in zebrafish, however interfered in the
acquisition of the escape response.

Key words: Learned Helplessness, Danio rerio, Imipramine.
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O desamparo aprendido é um procedimento, ou modelo animal de depresséo,
caracterizado pela dificuldade em aprender a fugir, ou esquivar-se, de situagdes
aversivas ap0s uma prévia exposicdo a eventos aversivos incontrolaveis (Maier &
Seligman, 1976; Overmier & Seligman, 1967; Seligman & Maier, 1967; Seligman,
1972). A sensibilidade do desamparo aprendido aos agentes farmacoldgicos é avaliada a
partir da reversdo, ou atenuacdo, do fenébmeno, ap6s a administracdo da droga,
mensurada a partir da laténcia de fuga, ou esquiva, e quantidade de tentativas falhas. De
acordo com Hunziker (1993), a acdo de antidepressivos no desamparo aprendido
(revertendo-o, ou prevenindo-o0) acabou por contribuir para o fortalecimento da relacéo
deste fenébmeno com a depressdo. Dentre as inimeras drogas testadas encontram-se a
imipramina (Gouveia Jr, 2001; Martin, Soubrie, & Simon, 1987; Sherman, Allers, Petty,

& Henn, 1979; Sherman, Sacquitne, & Petty, 1982).

A imipramina é um antidepressivo triciclico que age inibindo a recaptacdo de
noradrenalina (NA) e bloqueando o transporte de serotonina (5-HT) aumentando a
concentracdo de tais aminas na fenda sindptica (Baldessarini, 2006). Além disso, age
como antagonistas competitivos dos receptores colinégicos, histaminicos H1 e
adrenérgicos al e a2. A imipramina possui uma seletividade na inibi¢do da captura de
5-HT (Baldessarini, 2006; Ciraulo, Tsurlinik-Barts, Shader, & Greenblatt, 2004;

Moreno, Moreno, & Soares, 1999).

No procedimento de desamparo aprendido o antidepressivo imipramina foi
amplamente empregado (Gambarana, Ghiglieri, Tagliomonte, D’ Alessandro, & Montis,
1995; Geoffroy, Tvede, Christensen, & Schou, 1991; Gouveia Jr, 2001; Itoh, Tokumura,
& Abe, 2004; Martin & Puech, 1991; Martin, Soubrier, & Simon, 1987; Real, Mico,

Maldonato, Roques, & Gibert-Rahola, 1995; Sherman, Allers, Petty, & Henn, 1979;
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Sherman, Sacquitne, & Petty, 1982; Sweeney, Lesourd, & Gandon, 1998; Takamori,
Yoshida, & Okuyama, 2001). Nestes estudos esta droga foi administrada em sua grande
maioria em regime subcronico — trés a cinco dias (Besson, Privat, Eschalier, & Fialip,
1999; Martin & Puech, 1991; Real, Mico, Maldonato, Roques, & Gibert-Rahola, 1995;
Sherman, Allers, Petty, & Henn, 1979; Sherman, Sacquitne, & Petty, 1982; Sweeney,
Lesourd, & Gandon, 1998; Takamori, Yoshida & Okuyama, 2001) e crbnico
(Gambarana, Ghiglieri, Tagliomonte, D’Alessandro & Montis, 1995; Geoffroy, Tvede,
Christensen e Schou, 1991; Martin, Soubrier, & Simon, 1987; Itoh, Tokumura, & Abe,
2004), revertendo o fenbmeno, sendo que foram poucos 0s experimentos em que 0
efeito antidepressivo, em tais regime, ndo foi observado (Besson, Privat, Eschalier e
Fialip, 1999; Geoffroy, Tvede, Christensen, & Schou, 1991, Itoh, Tokumura, & Abe,

2004).

No que diz respeito a administracdo aguda, além deste regime ter sido pouco
utilizado (Sherman, Allers, Petty, & Henn, 1979; Gouveia Jr., 2001; Itoh, Tokumura, &
Abe, 2004), em geral, a reversdo do desamparo aprendido acabou sendo influenciado
por variaveis como dose e o sexo do animal (Gouveia Jr. 2001). Alguns dados com
roedores mostram que a imipramina, em regime agudo, foi capaz de atenuar o
desamparo aprendido (Gouveia Jr., 2001). Vale ressaltar que em seres humanos a agédo
antidepressiva da imipramina tem um inicio lento, levando em média de uma a duas
semanas (Rang & Dale, 2007). Portanto, tais dados com roedores acabam por discordar

da acdo terapéutica em humanos.

Levando em consideracdo: a) a reproducdo do fendmeno do desamparo
aprendido, com zebrafish (Danio rerio) (estudo I); b) a contencdo prévia em um Becker
com 200 ml de &4gua, como um evento menos estressor, para administracdo de droga

quando comparado a injecdo via intraperitoneal (Anexo 3), estudo IlI; e c) a relagéo



41

historicamente fortalecida na literatura entre a agcdo dos antidepressivos no fendmeno e a
patologia da depressdo, este estudo teve por objetivo investigar os efeitos da
administracdo aguda da imipramina sobre o desamparo aprendido em zebrafish. Deve-
se ressaltar que neste experimento, os dados dos grupos que ndo receberam a droga
(grupos controles), sdo os mesmos dados dos grupos que foram submetidos a condi¢do

sem luz no estudo II.

MATERIAIS E METODO

SUJEITOS:

48 peixes adultos, Danio rerio, selvagem (calda curta), de sexo e idade
indeterminados, provenientes de pet shops locais, mantidos por pelo menos uma semana
em um tanque de 25 L (antes do experimento ter inicio), com alimentacdo diaria. O
tanque apresentava filtragem constante e a agua foi mantida em um pH 7, com
temperatura de 25°t 0,1° C. O ambiente climatizado foi mantido em temperatura de

24+1° C, com ciclo de iluminacg&o de 14/10 horas, luz/escuro (inicio as 6:00 horas).

TRATAMENTO FARMACOLOGICO

As concentra¢es de imipramina (0,0 mg/L, 1,0 mg/L, e 2,0 mg/L [Magno,
2012]) foram dissolvidas em agua destilada até a obtencdo de uma solugcdo homogénea,
formando uma solugdo mée, que foi embalada em um frasco escuro e mantida sob
refrigeracdo, a fim de evitar fotodegradacdo. A partir da solucdo mde foi realizada a
administracdo da droga, por via hidrica, onde cada sujeito foi submergido em um

Becker, com 200 ml de &gua do aquario ao qual o animal se encontrava mais a
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concentracdo da droga a ser testada. Cada sujeito permaneceu neste Becker por 10 min

(Magno, 2012).

APARATO E PROCEDIMENTO:

Duas shuttleboxes de acrilico transparente montada em um sO equipamento
(INSIGHT Equipamentos, Brasil), contendo eletrodos ligados a duas placas de ago, em
formato de U, por onde o choque elétrico foi liberado (Figura 1-Estudo II). As duas
shuttleboxes, com dimensdes iguais (28,0 X 7,7 X 4,0 cm), estavam dispostas em lados
opostos e foram denominadas de Equipamento A e B. Em ambos os equipamentos duas
barreiras maéveis de isopor (7,7 X 3,7 cm), serviram para isolar uma area menor no
centro do aparato (13,0 7,7 cm). No decorrer de todas as fases do experimento a dgua
foi mantida a um nivel de 6,0 cm. O choque elétrico foi advindo de um gerador
(INSIGHT Equipamentos, Mod. EP113), programado a 0.7 VV (AC), com uma margem

de erro do aparelho variando de 7a 9 V (AC).

Os sujeitos foram divididos em seis grupos (n=8) segundo tratamento
experimental, choque incontrolavel (CHI) e ndo choque (NCH), na Fase 1 e a
concentracdo da imipramina na Fase 2. Grupos Controles: 0,0 mg/L CHI e 0,0 mg/L
NCH; Grupos Experimentais: 1,0 mg/L CHI; 1,0 mg/L NCH; 2,0 mg/L CHI; e 2,0 mg/L

NCH.

Fase 1 (Tratamento): Cada sujeito, do tratamento choque incontrolavel, foi
colocado na é&rea isolada, pelas barreiras méveis no centro do equipamento, e recebeu
60 choques (30 seg., 0.7V a 0.9V,) aleatdrios e imprevisiveis (com um tempo médio de
60 seg. entre cada choque). Ja cada sujeito do tratamento ndo choque, apenas
permaneceu na area isolada por 60 minutos. Nesta fase, realizaram-se duas sessées ao

mesmo tempo, uma em cada shuttlebox e o choque foi manipulado automaticamente por
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um software. Ao término desta fase cada sujeito foi mantido em aquario isolado (14,0 X

10,0 X 7,3 cm) com 600 ml de agua (nivel de 7,0 cm).

Fase 2 (Teste): 24 horas, apés a Fase 1 foi realizada uma sesséo de teste de fuga.
Inicialmente, cada sujeito foi exposto, por 10 min. a concentragdo de imipramina,
referente ao grupo ao qual fazia parte. Em seguida cada animal foi colocado na
shuttlebox B, sem as barreiras moveis, para cinco minutos de livre exploracdo. Apds o
periodo de exploracdo foram liberados manualmente 30 choques (duragdo méxima de
30, 0.7 a 0.9V, media de 60 segundos entre cada choque). O choque foi desligado ap6s
30 segundos, ou quando o animal atravessasse 0 aparato (0 que Ocorresse primeiro).
Cada apresentacdo do choque foi considerada como uma tentativa. Tentativas onde ndo
houvesse a resposta esperada, de cruzamento, foram consideradas como falhas, sendo
registrada a laténcia (tempo para cruzar o equipamento apés o choque ser ligado) de 30
segundos. A laténcia de cada tentativa e 0 numero de falhas foram registradas para

analise.

Todos os testes foram filmados e ao final de cada sessdo (de ambas as fases),

metade da dgua da shuttlebox foi trocada.

ANALISE ESTATISTICA:

ANOVA de um fator, para analisar os blocos de tentativas. ANOVA de medidas
repetidas para diferenca geral entre os blocos de tentativas entre os grupos. Teste T ou
Mann-Whitney para avaliar os valores médios das tentativas falhas entre os diferentes

grupos. O nivel de significancia adotado foi de p < 0.05.
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RESULTADOS

Na Figura 1 é possivel observar os efeitos das diferentes doses de imipramina
segundo o tratamento a que cada grupo foi submetido, choque incontrolavel ou nédo
choque®. A anova de medidas repetidas mostra que ndo ha diferenca, F(20,166)=1,3,
p=0,2, entre os blocos de tentativas, dentre oS grupos. Ao compararmos 0S grupos
controles, notou-se que foi significativa a diferenca entre as laténcias médias no sexto,
F(1)=9,4, p=0,01, bloco. Ressalta-se a existéncia de uma tendéncia decrescente nos
valores médios da laténcia, no decorrer dos blocos de tentativas do grupo 0,0 mg/I
NCH, enquanto que no grupo 0,0 mg/l CHI, apresentou uma tendéncia a estabilidade da
laténcia no decorrer dos blocos. A partir de tais dados, supde-Se que 0 grupo que nao
recebeu choque incontrolavel, com o passar dos blocos, aprendeu a fugir do choque,

diferente do grupo que foi exposto ao choque incontrolavel.

Com relagdo aos grupos que receberam 1,0 mg/l de imipramina antes do teste de
fuga (1,0 mg/l NCH e 1,0 mg/l CHI), ressalta-se que ndo foi encontrada nenhuma
diferenca significativa entre os blocos de ambos os grupos (Anexo 4B). Também ndo
houve diferenca estatistica entre nenhum bloco dos grupos 1,0 mg/l CHI e 0,0 mg/l CHI
(Anexo 4B) entretanto ocorreu diferenca significativa entre o sexto bloco do 1,0 mg/I

NCH e 0,0 mg/l NCH, F(1)=11,3, p= 0,00, (Figura 5).

Entre os grupos que receberam uma dose de 2,0 mg/L de imipramina (Figura 1)
as diferencas existentes entre ambos grupos ndo foram significativas em nenhum bloco
de tentativa (Anexo 4B). Entretanto, ocorreu diferenca estatistica nas laténcias médias
entre o ultimo bloco de tentativas do 2,0 mg/l NCH e 0,0 mg/l NCH, F(1)=6,1, p=0,03,

e entre quarto bloco dos grupos 2,0 mg/l CHI e 0,0 mg/l CHI, F(1)=6,3, p=0,02.

3 para ver o desempenho de cada sujeito por grupo (Laténcia média), ir ao Anexo 4A.



45

E possivel observar na Figura 1 que as laténcias médias dos grupos que nio
foram expostos ao choque incontrolavel (NCH) e que receberam 1,0 e 2,0 mg/l de
Imipramina apresentam uma curvatura em forma de U. Comegando com altas laténcias
nos primeiros blocos, diminuido em seguida e aumentando as laténcias médias
novamente. Ao comparar-se estatisticamente ambos os grupos (1,0 mg/l NCH e 2,0
mg/l NCH) notou-se que a diferencga entre laténcias dos diferentes blocos ndo foram
significativas (Anexo 4B). Também ndo foram significativas as diferencas entre as

laténcias médias dos blocos dos grupos 1,0 mg/l CHI e 2,0 mg/l CHI (Anexo 4B).



Laténcia Média (Segundos)

0,0 mg/I CHI 0,0 mg/I NCH
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15 15 A
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Blocos de Tentativas

Figura 1. Laténcia média (segundos), distribuidas entre
blocos de tentativas, dos grupos indicando diferentes doses
de imipramina, segundo o tipo de tratamento: 0,0 mg/l
NCH;, 0,0 mg/l CHI; 1,0 mg/l CHI; 1,0 mg/l NCH; 2,0
mg/l NCH e 2,0 mg/l CHI. *p<0,05 x 6° bloco do 0,0 mg/I
NCH (Anova de um fator).
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Ao se analisar o total de tentativas falhas (Figura 2), por grupos, nota-se que 0s
grupos 0,0 mg/l CHI, 1,0 mg/l CHI e 2,0 mg/l NCH, foram o0s que apresentaram
maiores quantidades de falhas para fugir do choque elétrico, na sessdo teste.

A anélise estatistica mostrou que foi possivel obter diferenca significativa entre
as tentativas falhas dos seguintes grupos: 0,0 mg/l. CHI e 0,0 mg/l NCH, U=55,5; p=
0,010; 2,0 mg/l. NCH e 2,0 mg/l CHI, t(10)=2,295, p=0,038; e 2,0 mg/l. CHI e 0,0 mg/|

CHI, U=59,500; p=0,002.

16 1
14 ~
12 4

10 ~

Frequéncia Média de Tentativas Falhas
(0]

o i
O T T T T ﬁ

0,0 mg/ICHI 0,0mg/l 1,0mg/ICHI 1,0mg/l 2,0mg/ICHI 2,0 mg/l
NCH NCH NCH

Grupos

Figura 2. Frequéncia média de tentativas falhas dos grupos 0,0 mg/l NCH, 0,0
mg/l CHI, 1,0 mg/l CHI, 1,0 mg/l NCH, 2,0 mg/l NCH e 2,0 mg/l CHI. *p<0,05
x 0,0 mg/l NCH (Mann-Whitney), **p<0,05 x 2,0 mg/l NCH (Teste T).
Entretanto, ndo se obteve diferenca estatistica a0 compararem-se as tentativas
falhas dos grupos: 1,0 mg/l CHI e 1,0 mg/l NCH; 1,0 mg/l CHI e 0,0 mg/l CHI; 1,0
mg/l. NCH e 0,0 mg/l. NCH; 2,0 mg/l NCH e 0,0 mg/l NCH; 1,0 mg/l CHI e 2,0 mg/I

CHI; e 1,0 mg/l NCH e 2,0 mg/l. NCH (Anexo 4B).
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Figura 3. Frequéncia média das respostas de cruzamento (atividade motora)
distribuida entre os diferentes grupos: ,0 mg/l NCH, 0,0 mg/l CHI, 1,0 mg/l CHI,
1,0 mg/l NCH, 2,0 mg/l NCH e 2,0 mg/l CHI.

Na figura 3 é possivel observar a frequéncia média das respostas de cruzar em
cada grupo. O grupo 2,0 mg/l CHI apresentou uma frequéncia maior de cruzamento em
comparagdo aos outros grupos. Entretanto, a estatistica mostrou que ndo houve
nenhuma diferenga significativa na frequéncia média entre os diferentes grupos (Anexo

4B).
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DISCUSSAO

As altas laténcias apresentadas pelos grupos CHI que receberam 1,0 e 2,0 mg/l
de imipramina antes do teste de fuga, a falta de diferenca estatistica entre as laténcias
médias desses grupos com a do grupo controle (0,0 mg/l NCH), sugerem que a
imipramina, nas doses e regime de administracdo aqui empregados, ndo reverteu e nem
atenuou o fendbmeno do desamparo aprendido em zebrafish. Na literatura sobre
desamparo aprendido com ratos foram poucos os trabalhos em que a imipramina,
quando empregada em regime agudo, reverteu o fenébmeno (Gouveia Jr. 2001). Além
disso, dados de Gouveia Jr (2001) em regime agudo com ratos mostraram que a
imipramina funcionando como antidepressivo depende diretamente do sexo que o
animal possui e possivelmente do tipo de resposta que é analisada naquela espécie,
correr ou saltar.

As concentragfes aqui utilizadas foram baseadas na literatura sobre o teste de
claro-escuro com zebrafish (Magno, 2012), ndo sendo, portanto, adaptadas da literatura
de desamparo com ratos. Em humanos o efeito antidepressivo da imipramina ocorre em
média de duas a trés semanas apds o inicio do tratamento (Moreno, Moreno & Soares
1999; Rang & Dale, 2007). Na literatura com ratos tanto a administragdo crénica
(Martin, Soubrier e Simon, 1987; Geoffroy, Tvede, Christensen e Schou, 1991,
Gambarana, Ghiglieri, Tagliomonte, D’Alessandro e Montis, 1995; Itoh, Tokumura e
Abe, 2004), quanto a subcrbnica (Sherman, Allers, Petty e Henn, 1979; Sherman,
Sacquitne e Petty, 1982; Martin e Puech, 1991; Real, Mico, Maldonato, Roques e
Gibert-Rahola, 1995; Sweeney, Lesourd e Gandon, 1998; Besson, Privat, Eschalier e
Fialip, 1999; Takamori, Yoshida e Okuyama, 2001), em sua grande parte foram capazes

de amenizar o fendbmeno. Os resultados aqui encontrados somados aos da literatura
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sugerem mais estudos, utilizando o protocolo de desamparo aprendido em zebrafish, em
que esta droga seja administrada em outras doses, tanto em regime agudo, quanto
cronico e subcrénico.

No que diz respeito a relacdo imipramina e Danio rerio, Magno (2012)
administrou imipramina, via hidrica, em regime agudo no protocolo de ansiedade claro-
escuro. Seus dados mostraram que: a concentracdo de 1,0 mg/l, aumentou o tempo
médio que os animais permaneceram no lado escuro; as concentragdes de 1 mg/l e 2
mg/l aumentaram o tempo da primeira laténcia (impulsividade para explorar novos
ambientes); e nas concentracdes de 0,5 mg/l, 1,0 mg/l, 2,0 mg/l e 4,0 mg/l ocorreram
diminuicdo no numero de alternancias (atividade motora). De acordo com Magno
(2012) tais dados sugerem que administracdo desta droga em regime agudo funciona
como um ansiogénico. Santos (2013) em protocolo de esquiva inibitoria, modelo de
ansiedade, administrou também em regime agudo, via intraperitoneal, doses de 4 mg/kg,
8 mg/kg e 12 mg/kg. Os principais resultados de Santos (2013) mostraram que as doses
de 4 mg/kg e 12 mg/kg ocasionaram efeitos ansiogénicos (0s sujeitos permaneceram no
compartimento escuro ao longo das tentativas, impedindo a aquisi¢do de esquiva). Ja a
dose de 8 mg/kg ndo impediu a aquisicdo da esquiva inibitdria, mas de acordo com
Santos (2013) foi observado um provavel efeito ansiogénico uma vez que ocorreu um
aumento de permanéncia no ambiente escuro, a partir da 32 tentativa, em comparacgéo ao
grupo controle. Para Santos (2013) esse efeito ansiogénico da imipramina pode esta
relacionado ao aumento da serotonina na fenda sinaptica.

Esse efeito ansiogénico da imipramina, quando administrada de forma aguda,
possivelmente também foi observada no atual experimento, interferindo no processo de
aprendizagem. As laténcias médias apresentadas pelos grupos que ndo foram

submetidos ao choque incontrolavel (NCH) e que receberam 1,0 mg/l e 2,0 mg/l de
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imipramina, tiveram uma diminuicdo gradual, seguido de aumento gradual de tais dados
nos blocos de tentativas. As laténcias médias emitidas por tais grupos, formando um
grafico em forma de U, sugerem em um primeiro momento, que inicialmente os sujeitos
estavam apresentando uma aprendizagem da resposta de fuga, mas posteriormente
ocorreu uma interferéncia desta aprendizagem. As andlises das tentativas falhas e das
respostas de cruzamento indicam que ndo ocorreu um déficit da atividade motora, como
foi observado em Magno (2012). Aqui o critério adotado para uma resposta de fuga, foi
a de cruzamento de um lado do equipamento para o outro. Na andlise dos videos para
registro das respostas de atividade motora, notou-se que nas doses de 1,0 mg/l e 2,0
mg/l, no inicio da sessdo os sujeitos apresentavam um padrdo de nado desorganizado,
ndo conseguindo mover as caldas, nadando rapidamente do topo ao fundo do aquério (e
vice-versa). Em geral, a partir da metade da sessdo, tais padres diminuiam ou
desapareciam e 0s sujeitos passavam a cruzar os lados do equipamento em linha reta,
mas de maneira ininterrupta, ndo caracterizando uma aprendizagem. Infelizmente, tais
dados ndo foram computados, ndo permitindo, portanto uma analise de maior precisao.
Mas, estas informacgdes somadas os resultados sistematizados aqui e aos da literatura
(Gouveia Jr., 2001; Magno, 2012; Santos, 2013) sugerem que a Imipramina aguda,
dependendo da dose, pode interferir diretamente em processos de aprendizagem.

No que diz respeito as baixas quantidades de tentativas falhas emitidas pelo 2,0
mg/l CHI, em comparagdo ao 2,0 mg/l NCH, supde-se que a imipramina na
concentracdo de 2,0 mg/l potencializou ou efeito aversivo do choque elétrico,
aumentando as respostas de cruzamento (ou atividade motora) em relacdo aos outros
grupos, embora tais respostas nao tenham sido estatisticamente significante. Além disso,
essa baixa frequéncia media de tentativas falhas sugerem a ocorréncia de respostas de

medo incondicional. Em uma situacdo de medo o organismo encontra-se em uma
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condicdo de ameaca real, interrompendo a imobilidade (freezing) e dando inicio a
respostas de fuga, ou deslocacdo rapida (Shuhama, Del-Bem, Loureiro & Graeff,
(2007). De acordo com Blanchard e Blanchard (1988) as reacdes de medo sdo pareados
com estimulos que eliciam dor. Esse medo incondicional ocasionando fuga
incondicional, ndo poderia ser considerada como uma fuga aprendida pelo fato de ndo
ter ocorrido diminuicdo das laténcias (ndo houve uma relagcdo de contiguidade entre
choque elétrico e fuga). E bem provavel que o ambiente em que o sujeito estava,
shuttlebox, tenha se tornado um estimulo aversivo condicional, e no caso também
contribuido para um aumento das respostas de cruzamento e diminuicdo das tentativas
falhas.

Por fim, os dados aqui apresentados ndo permitem fechar a concluséo de que a
imipramina ndo pode funcionar como um antidepressivo neste modelo. O desamparo
aprendido com zebrafish € um fendmeno recente, portanto ainda sdo necessarios
inimeros trabalhos para avaliar questdes paramétricas e possiveis respostas eliciadas
neste protocolo, a fim de ndo se obter resultados contraditorios, devido a questdes
metodol6gicas, como os observados na literatura com ratos (Hunziker,2003). Talvez
somente a partir da realizacdo destes trabalhos seja possivel realizar a validacdo

farmacoldgica do desamparo aprendido com Danio rerio.
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Conclusao Geral

De maneira geral, este trabalho mostrou que é possivel reproduzir o desamparo
aprendido com zebrafish, produzindo um possivel modelo de depressdo para esta
espécie, baseada na dificuldade em aprender respostas de fuga.

Entretanto, observou-se a existéncia de possiveis varidveis que podem interferir
diretamente na aquisi¢do do fendmeno do desamparo aprendido com o zebrafish, como
a luz e a imersdo em becker. A luz dependendo da forma em que é apresentada no
equipamento, pode interferir na aprendizagem de fuga. Pois, tal estimulo também possui
propriedades aversivas para o zebrafish e pode funcionar como um ansiogénico. A
imersdo, método de administracdo de droga, apesar de ser colocada pela literatura como
um método de administragdo menos estressante pareceu ser um evento, que somado a
luz, dificultou a aquisicdo das respostas de fuga. Entretanto, para o protocolo de
desamparo aprendido tal meio de administracdo pareceu ser mais eficaz que a injegéo
intraperitoneal.

No que diz respeito aos efeitos da imipramina, no desamparo aprendido com o
zebrafish, observou-se que as concentracGes de 1,0 mg/l e 2,0 mg/l, administradas em
regime agudo, ndo foram capazes de reverter ou atenuar o fendbmeno. Mas, tiveram
possiveis efeitos ansiogénicos que interferiram na aprendizagem da fuga.

Apesar dos dados, obtidos neste estudo, mostrarem um possivel protocolo para o
estudo de comportamentos do tipo depressivo em zebrafish, ainda ha muitas lacunas a
serem elucidadas na area. Dentre elas sugere-se novos estudos sobre padrbes de
comportamentos eliciados em zebrafish no protocolo de desamparo aprendido, questdes
paramétricas do desamparo com zebrafish, como quantidades de estimulacdo aversiva

incontrolavel apresentada, periodo de retencdo do desamparo aprendido, e
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administracdo de outras concentra¢fes de imipramina e outros antidepressivos, além da

utilizacdo de vias crénicas e subcroénicas.
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Anexo 1 A-Grafico de dispersdo caracterizando o desempenho individual (Laténcia média) dos sujeitos dos grupos controle (GD),

experimental (GE) e Fuga (GF) — Estudo |
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Anexo 1B- Anélise Estatistica do Estudo 1, Blocos de tentativas e Tentativas

falhas.

Blocos GC x GE GFxGC GF x GE

Bloco 1 F(1)=3,99, p=0,07 F(1)=6,70, p=0,03 F(1)=0,32, p= 0,58
Bloco 2 F(1)=7,41, p=0,02 F(1)=4,06, p= 0,07 F(1)=0,35, p=0,56
Bloco 3 F(1)=8,85, p=0,01 F(1)=0,97, p=0,35 F(1)=1,98, p=10,19
Bloco 4 F(1)=9,34, p=0,01 F(1)= 1,23, p=0,29 F(1)= 3,82, p= 0,08
Bloco 5 F(1)= 38,4, p= 0,00 F(1)=0,80, p=0,39 F(1)= 24,3, p=0,00
Bloco 6 F(1)=38,2, p=0,00 F(1)=0,59, p=0,46 F(1)=32,1, p=0,00

Tabela 1. Analise estatistica entre os blocos de tentativas (Anova de uma
via) dos diferentes grupos do estudo I, GC=Grupo Controle; GE= Grupo
Experimental; GF= Grupo Fuga.

GC x GE GF x GC GF x GE

F(1)=18,5, p=0,00 F(1)=5,52, p= 0,04 F(1)=15, p= 0,00

Tabela 2. Analise estatistica entre as tentativas falhas dos grupos do estudo I,
GC=Grupo Controle; GE= Grupo Experimental; GF= Grupo Fuga
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Anexo 2B — Graéfico de dispersdo caracterizando o desempenho individual

(Laténcia Média) dos sujeitos dos grupos NCH LUZ, CHI LUZ, NCH S/LUZ,
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Anexo 2B — Analise estatistica do Estudo Il — Blocos de tentativas e

Tentativas falhas.

Blocos

NCH LUZ x

CHI LUZ

NCH S/LUZ x

CHI s/LUZz

NCH LUZ x NCH

S/LUZ

CHI LUZ x CHI

S/LUZ

Bloco 1

Bloco 2

Bloco 3

Bloco 4

Bloco 5

Bloco 6

F(1)=2,26, p= 0,15
F(1)= 0,98, p=0,34
F(1)=0,89, p=0,36
F(1)=0,51, p=0,49
F(1)=0,09, p=0,77

F(1)=0,23, p=0,64

F(1)=0,88, p=0,37
F(1)=0,99, p=0,34
F(1)=3,64, p=0,08
F(1)=4,4, p=0,1

F(1)=2,85, p=0,11

F(1)=9,4, p=0,01

F(1)=0,26, p=0,62
F(1)=0,02, p=0,89
F(1)=0,16, p=0,70
F(1)=0,54, p=0,47
F(1)=2,03, p=0,18

F(1)=1,58, p=0,23

F(1)=2,48, p=0,14
F(1)=0,28, p=0,60
F(1)=0,07, p=0,80
F(1)=0,04, p=0,84
F(1)=0,82, p=0,38

F(1)=0,34, p=0,57

Tabela 1. Analise estatistica entre os blocos de tentativas dos diferentes grupos do

estudo Il.
NCH LUZ x NCH S/LUZ x NCH LUZ x NCH CHI LUZ x CHI
CHI LUZ CHI S/LUZ S/LUZ S/LUZ
U=23,0, p=0,38 U=55,5; p= 0,01 U=16, p=0,105 t(14)=0,81, p=0,43

Tabela 2. Anélise estatistica das tentativas falhas (Teste T ou Mann Whitney)
dos diferentes grupos do estudo I1.
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Anexo 3 — Dados da administracao via injecdo intraperitoneal

METODO

SUJEITOS:

12 peixes adultos, Danio rerio, do tipo selvagem (calda curta), de sexo e
idade indeterminados, provenientes de pet shops locais, mantidos sob as mesmas
condigdes dos estudos I, 11 e I11.

APARATO E PROCEDIMENTO:

O mesmo utilizado no estudo I, com a diferenca que antes da sessao de
teste em cada sujeito era injetado, via intraperitoneal, solucdo ringer (Cloreto de
Sddio: 8,6 mg; Cloreto de Potéssio: 0,3 mg; Cloreto de Calcio: 0,33 mg) no
volume de 10 pl utilizando uma seringa Hamilton (Hamilton Company, Reno,
NV, USA).O animal era contido, em um suporte de espuma de fabricacdo prépria

(Figura 1).

4

Figura 1. Supofte de espuma, com abertura
central, onde o peixe era contido
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Anexo 3 — Dados da administracdo via injecéo intraperitoneal

RESULTADOS
& S1(CHI) S2 (CHI) A S3(CHI) ¢ RL(NCH) R2 (NCH)
A R3(NCH) X R4 (NCH)
X 'S4 (CHI) X S5 (CHI) S6 (CHI)
Média Grupo CHI Grupo NCH
30 - 30 - WX K XK X X
X X
251 o x 2 54 X A
§ X A L
S 20 - E 20 A
3 ¢ L e B X
.8 15 & L 2
e v & X L g &2 15 +
@ X B L 4
8 c
10 -+ % » ‘:E 10 A . ¢
5 X
] X 5 A
A X
A *
O T T T T T ! O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Blocos de Tentativas Blocos de Tentativas

Figura 2. Laténcia Média apresentada pelos sujeitos dos grupos
submetidos ao choque incontrolavel (CHI) e ndo choque (NCH) de
acordo com a média geral.

Blocos Estatistica
CHI xNCH (Anova de uma via)
Bloco 1 F(1)=3,03, p=0,11
Bloco 2 F(1)=5,68, p=0,04
Bloco 3 F(1)=3,38, p=0,10
Bloco 4 F(1)=0,94, p=0,35
Bloco 5 F(1)=1,81, p=0,39

Bloco 6 F(1)=0,23, p=0,65
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Tabela 1. Analise estatistica (Anova de uma via) comparando 0S
blocos de tentativas, entre os grupos choque incontrolavel (CHI) e
ndo choque (NCH). p<0,05.

Anexo 3 — Dados da administracdo via injecdo intraperitoneal

30 -
25 A
20 A
15 4

10 4

Média de tentativas falhas

CHI NCH
Grupos

Figura 3. Média de tentativas falhas apresentadas pelos grupos choque
incontrolavel (CHI) e ndo chogue (NCH). O Teste T mostrou que
ocorreu diferenca significativa entre os grupos, t(10)=2,19, p= 0,05

CONCLUSAO

O grupo NCH apresentou valores de laténcia maiores do que o grupo CHI.
Além disso, notou-se que a média de tentativas falhas do NCH também foi maior
do CHI. A partir de tais dados é possivel supor que a via de administracdo
intraperitoneal funcionou como um estressor que interferiu no processo de
aprendizagem de fuga. Os dados do Estudo Il mostraram que apesar da imersao
em um Becker também ter funcionado como um possivel estressor, ele nédo
impediu a aquisicdo da aprendizagem de fuga no grupo controle. Juntos, tais
dados permitem concluir que em procedimento de desamparo aprendido a imersao
(Estudo 1) € um método mais eficaz, e mais indicado, do que a injecdo
intraperitoneal para administracdo de drogas em desamparo aprendido em

zebrafish
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Anexo 4A — Gréafico de dispersdo caracterizando o desempenho individual (Laténcia
média) dos sujeitos dos grupos 0,0 mg/l NCH, 0,0 mg/l CHI, 1,0 mg/l NCH, 1,0 mg/l CHI, 2,0

mg/l NCH e 2,0 mg/l CHI — Estudo IlI

¢ MML1 (CHI) MM2 (CHI) L4 CCl((CHI))l,Omg//L ¢ EE1(CHI) 2,0 mg/L
CC2 (CHI) 1,0 mg/L EE2 (CHI) 2,0 mg/L
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X MMD5 (CHI) MMBG6 (CHI) X CC4 (CHI) 1,0 mg/L X EEA(CHI) 2,0 mg/L
MM7 (CHI) MMS(CHI) X CC5 (CHI) 1,0 mg/L % EES (CHI) 2,0 mg/L
— Média CC6 (CHI) 1,0 mg/L EE6(CHI) 2,0 mg/L
A) 0,0 mg/ | CHI B) 1,0 mg/I CHI C) 2,0 mg/I CHI
30 - 30 q X X x 30 -
X X
X
X
20 A ¢ 201 X 20 -
X X
2 2
¢ o y * » M
A
10 \/’(—)/M 10 - K_‘/\_— 0l X
4 X ‘
% R A X o’ + N A . “7e X
3 A A® AL g A ‘ %
©
g O T T T T T 1 O T T T T T 1 O T T T T T 1
iy 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
(72)
© ® NN1 (NCH) ¢ DD1(NCH) 1,0mg/L ¢ FF1(NCH)2,0 mg/L
e NN2 (NCH) DD2 (NCH) 1,0mg/L FF2 (NCH) 2,0 mg/L
@ A NN3(NCH) A DD3 (NCH) 1,0mg/L A FF3(NCH) 2,0 mg/L
3 X NN4 (NCH) X DD4 (NCH) 1,0mg/L X FF4 (NCH) 2,0 mg/L
% NN5(NCH) X DD5 (NCH) 1,0mg/L X FF5(NCH) 2,0 mg/L
NN6(NCH) DD6 (NCH) 1,0mg/L FF6 (NCH) 2,0 mg/L
E) 0,0 mg/I NCH F) 1,0 mg/I NCH G) 2,0 mg/I NCH
30 - 30 - 30 - X
A
20 - 20 - X 20 -
* X
X .
Sy BTG Py,
X T an X
O T T T T T 1 0 T T T T T 1 O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

Blocos de Tentativas




76

Anexo 4B — Analise estatistica do Estudo 11, blocos de tentativas, tentativas falhas e respostas de cruzamento (atividade motora).

Blocos 0,0 mg/l NCH 1,0 mg/l CHI 2,0 mg/l CHI 0,0 mg/l CHI 0,0mg/INCH  0,0mg/INCH 0,0 mg/l CHI 1,0mg/ICHI 1,0 mg/Il NCH
X X X X X X X X X
0,0 mg/l CHI 1,0mg/INCH 2,0 mg/l NCH 1,0 mg/l CHI 1,0 mg/l NCH 2,0mg/INCH 2,0 mg/l CHI 2,0mg/I CHI 2,0 mg/l NCH
Bloco F(1)= 0,88, F(1)=0,01, F(1)=5,44, F(1)=0,06, F(1)=0,16, F(1)=2,05, F(1)=0,03, F(1)=0,01, F(1)=0,73,
1 p=0,37 p=0,91 p=0,47 p=0,82 p=0,70 p=0,17 p=0,86 p=0,91 p=0,41
Bloco F(1)=0,99, F(1)=0,69, F(1)=0,68, F(1)=0,14, F(1)=0,23, F(1)=0,33, F(1)=1,61, F(1)=0,20, F(1)=0,00,
2 p=0,34 p=0,42 p=0,42 p=0,21 p=0,64 p=0,58 p=0,22 p=0,66 p=0,95
Bloco F(1)=3,64, F(1)=1,32, F(1)=2,66, F(1)=0,19, F(1)=0,02, F(1)=0,01, F(1)=1,43, F(1)=0,09, F(1)=0,00,
3 p=0,08 p=0,27 p=0,13 p=0,67 p=0,90 p=0,91 p=0,25 p=0,76 p=0,99
Bloco F(1)=4,40, F(1)=0,35, F(1)=1,23, F(1)=0,08, F(1)=0,49, F(1)=1,22, F(1)=6,32, F(1)=1,60, F(1)=0,05,
4 p=0,05 p=0,56 p=0,29 p=0,78 p=0,49 p=0,29 p=0,25 p=0,23 p=0,83
Bloco F(1)=2,85, F(1)=0,13, F(1)=3,18, F(1)=0,07, F(1)=3,88, F(1)=2,58, F(1)=3,93, F(1)=2,60, F(1)=0,15,
5 p=0,11 p=0,72 p=0,10 p=0,79 p=0,07 p=0,13 p=0,07 p=0,13 p=0,71
Bloco  F(1)=9,42, p= F(1)=0,10, F(1)=3,05, F(1)=0,02, F(1)=11,25, F(1)=6,09, F(1)=2,0, F(1)=0,68, F(1)=0,58,
6 0,01 p=0,75 p=0,10 p=0,89 p=0,00 p=0,03 p=0,18 p=0,42 p=0,46

Tabela 1. Analise estatistica entre os blocos de tentativas (Anova de uma via) dos diferentes grupos do estudo IlI.
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Anexo 4B — Analise estatistica do Estudo 11, blocos de tentativas, tentativas falhas e respostas de cruzamento (atividade motora).

0,0 mg/l NCH 1,0 mg/l CHI 2,0 mg/l CHI 0,0 mg/l CHI 0,0 mg/l NCH 0,0 mg/I NCH 0,0 mg/l CHI 1,0 mg/l CHI 1,0 mg/I NCH
X X X X X X X X X

0,0 mg/l CHI 1,0 mg/I NCH 2,0 mg/I NCH 1,0 mg/l CHI 1,0 mg/l NCH 2,0 mg/I NCH 2,0 mg/l CHI 2,0 mg/l CHI 2,0 mg/I NCH

U=55,5, U=34,0, t(14)=2,29, U=22, p=0,33 U=21,5, U=17,5, U=59,5, U=19, p=0,20 U=23, p=0,38

p= 0,01 p=0,88 p=0,04 p=0,28 p=0,13 p=0,00

Tabela 2. Analise estatistica das tentativas falhas (Teste T ou Mann Whitney) entre os diferentes grupos do estudo |11

0,0 mg/I NCH 1,0 mg/l CHI 2,0 mg/l CHI 0,0 mg/l CHI 0,0 mg/l NCH 0,0 mg/I NCH 0,0 mg/l CHI 1,0 mg/l CHI 1,0 mg/I NCH
X X X X X X X X X

0,0 mg/lI CHI 1,0 mg/l NCH 2,0 mg/I NCH 1,0 mg/l CHI 1,0 mg/l NCH 2,0 mg/I NCH 2,0 mg/l CHI 2,0 mg/l CHI 2,0 mg/I NCH

t(14)=0,87,  1(14)=0,64, U=15,p=0,08 t(14)=0,53,  1(14)=0,43, U=25,p=0,50 t(14)=1,91,  t(14)=125  t(14)=0,10,

p=0,40 p=0,53 p=0,60 p=0,67 p=0,08 p=0,23 p=0,33

Tabela 3. Analise estatistica das respostas de cruzamento (Teste T ou Mann Whitney) entre os diferentes grupos do estudo I11





