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RESUMO
O transtorno de ansiedade é um dos disturbios comportamentais mais bem caracterizados
em individuos submetidos a estresse agudo ou cronico. Porém, poucos estudos
demonstraram como diferentes tipos de estressores podem modular as alteracGes
neuroguimicas envolvidas na geracdo de ansiedade. No presente estudo, levantamos a
hipotese de que sujeitos expostos a diferentes estimulos aversivos (mecénica, quimica e
restricdo espacial) apresentam intensidade variada de resposta comportamental tipo
ansiedade associada a padrdes distintos de liberacdo de GABA e glutamato no cérebro.
Para isso, sessenta zebrafish (Danio rerio) adultos foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais: Controle (CTRL), Estresse Agudo de Contencdo (EAC),
Substancia de Alarme Coespecifica (SAC) e Perseguicdo com Rede (PR). Apds a
aplicacdo dos protocolos de estresse, os animais foram transferidos individualmente ao
teste de Distribuicdo Vertical eliciada pela Novidade para analise comportamental.
Posteriormente, seus cérebros foram coletados e submetidos ao ensaio de liberagdo de
GABA e Glutamato para quantificacdo por HPLC. Nossos resultados comportamentais
mostraram que todos os estimulos aversivos foram capazes de induzir comportamento
tipo ansiedade. Contudo, o impacto do comportamento ansiogénico foi mais proeminente
nos grupos PR e SAC quando comparado ao EAC. Este fendmeno ficou evidente em
todos o0s parametros comportamentais analisados (tempo no topo, congelamento,
velocidade média, velocidade maxima e natacdo erratica). Nossos dados também
mostraram que todos os estimulos aversivos induziram diminuicdo significativa na
liberacdo de GABA quando comparados ao grupo controle. Por outro lado, apenas 0s
animais expostos a PR e SAC apresentaram aumento nos niveis de glutamato extracelular.
Diferentes estressores agudos induzem diferentes intensidades de comportamento tipo
ansiedade no zebrafish, bem como provocam alteracbes especificas na liberacdo
glutamatérgica no cérebro. Estes resultados demonstram a complexidade dos transtornos
de ansiedade, destacando que tanto as respostas comportamentais quanto as

neuroguimicas sdo altamente dependentes do contexto, apoiando a nossa hipotese inicial.

Palavras-chave: ansiedade, estresse, neuroquimica, zebrafish.



ABSTRACT
Anxiety disorder is one of the most well characterized behavioral disorder in individuals
submitted to acute or chronic stress. However, few studies have demonstrated how
different types of stressors can modulate the neurochemical alterations involved in
generation of anxiety. In the present study, we hypothesize that subjects exposed to
different aversive stimuli (mechanical, chemical and spatial restriction) present varied
intensity of anxiety-like behavior response associated with distinct pattern of GABA and
Glutamate release in the brain. Sixty adult Danio rerio animals were randomly divided
into four experimental groups: Control (CTRL), Acute Restraint Stress (ARS),
Conspecific Alarm Substance (CAS) and Chasing with Net (CN). After applying the
stress protocols, the animals were individually transferred to the Novel Tank Diving Test
for behavioral analysis. Subsequently, their brains were collected and subjected to GABA
and Glutamate release assay for quantification by HPLC. Our behavioral results showed
that all aversive stimuli were capable of inducing anxiety-like behavior. However, the
impact of anxiogenic behavior was more prominent in the CN and CAS groups when
compared to ARS. This phenomenon was evident in all analyzed behavioral parameters
(time on top, freezing, mean speed, maximum speed and erratic swimming). Our data also
have shown that all aversive stimuli induced significant decrease in GABA release when
compared to the control group. On the other side, only animals exposed to CN and CAS
presented increase in extracellular glutamate levels. Different acute stressors induce
different intensity of Anxiety-like behavior in zebrafish as well as they provoke specific
alterations on the GABAerigic and Glutamatergic release in the brain. These results
demonstrate the complexity of anxiety disorders, highlighting that both behavioral and

neurochemical responses are highly context-dependent, supporting our initial hypothesis.

Keywords: anxiety, stress, neurochemistry, zebrafish.
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1. INTRODUCAO
1.1 ESTRESSE

O estresse pode ser caracterizado como uma série de alteragdes fisioldgicas que
ocorrem apos a percepc¢do de uma ameaca, seja ela ambiental ou psicologica, nas quais o
organismo tenta restaurar o equilibrio homeostatico (CHROUSQOS, 2009; GODQY et al.,
2018; JAMES et al., 2023; SCHNEIDERMAN; IRONSON; SIEGEL, 2005). De forma
simplificada, o estressor € qualquer fator ambiental ou psicolégico que desencadeia a
resposta ao estresse. A responsividade ao estresse fisiologico constitui a base dos
principios evolutivos, garantindo um alto valor adaptativo as espécies (MCEWEN; AKIL,
2020; O’CONNOR; THAYER; VEDHARA, 2021). De uma perspectiva evolutiva, a
emocdo promovida pelo estresse fisiologico modula a memoria (JOELS et al., 2006),
facilita a tomada de decisdes (STARCKE; BRAND, 2012) e favorece a cognicdo
(SANDI, 2013) para a acdo critica face a incentivos ambientais. Esses processos foram
aprimorados a medida que as espécies desenvolveram a capacidade de lidar com tais
eventos estressantes (MCEWEN; AKIL, 2020). Contudo, devido a recorréncia dos
estressores em nosso cotidiano, as mesmas reacoes que sao adaptativas, por vezes criticas
para a sobrevivéncia, podem contribuir para o desenvolvimento e progressao de processos
patoldgicos, como doencas cardiovasculares, cancer e distlrbios neuropsiquiatricos
(MCCALL et al., 2015; SEGAN et al., 2022; YARIBEYGI et al., 2017; ZHANG et al.,
2019b).

Quando o organismo ndo consegue se adaptar ao estresse, ele perde a capacidade
de manter a homeostase frente aos estressores, comprometendo os ajustes fisioldgicos e
comportamentais essenciais para uma resposta eficaz ao estresse (CHROUSOS, 2009;
SCHNEIDERMAN; IRONSON; SIEGEL, 2005). Assim, dependendo da persisténcia e
intensidade do estimulo estressor, os principais sinais e sintomas podem ser fisicos ou
psicolégicos. Entre os sintomas fisicos mais comuns estdo o aumento da sudorese,
taquicardia, tensdo muscular, hiperatividade, nauseas e insonia. Ja entre 0s sintomas
psicologicos destacam-se a ansiedade, déficit de atencdo, preocupacdo excessiva,
angustia, dificuldades interpessoais, pensamento fixo no estressor e hipersensibilidade
emocional (APA, 2023). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o estresse
impacta aproximadamente 90% da populacdo global. No entanto, a maneira como as
pessoas lidam com o estresse e 0s sintomas manifestados varia significativamente entre

os individuos. Essa variabilidade é atribuida a fatores genéticos e socioambientais que
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influenciam a resposta individual ao estresse, tornando alguns individuos mais
vulneraveis do que outros (GILLESPIE et al., 2009).

As respostas autondmicas ao estresse sdo originadas pela ativacdo de &reas
cerebrais que controlam os 6rgédos internos. Essas respostas podem ocorrer por meio de
duas vias: uma rapida e outra lenta. Na via rapida, o hipotdlamo envia sinais neurais pela
medula espinhal, ativando o sistema nervoso simpatico. Esse processo estimula a medula
das glandulas adrenais a liberar adrenalina na circulagdo, a qual, por sua vez, ativa
diferentes tipos de células em glandulas enddcrinas e no cérebro (O’CONNOR;
THAYER; VEDHARA, 2021). Na via lenta (Figura 1), ocorre a ativacdo do eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). O hipotdlamo produz o horménio liberador de
corticotropina (CRH), que age sobre a pituitaria anterior, desencadeando a liberacéo do
horménio adrenocorticotréfico (ACTH). Este, por sua vez, atua no cortex das glandulas
adrenais, estimulando a liberacdo de cortisol no sistema circulatério, o que também ativa
células nas glandulas enddcrinas e no cérebro (SAPOLSKY, 2003). Em condi¢bes
fisiologicas basais, o cortisol exerce autorregulacdo ao modular negativamente (feedback
negativo) o hipotalamo e/ou a pituitaria, interrompendo a liberacdo dos hormdnios déo
prosseguimento a cascata de estresse (GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018;
HERMAN et al., 2012).

Hipotalamo

CRH

Pituitaria

ACTH Feedback negativo

Efeitos
fisiolégicos

°s s | Cortisol —y

Figura 1: Representagdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal. Hipotalamo produz o horménio regulador

de corticotropina (CRH), que estimula a pituitaria anterior a liberar o hormonio adrenocorticotréfico
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(ACTH). Este hormdnio atua sobre o cortex das glandulas adrenais, estimulando a liberagdo de cortisol. O
cortisol controla a sua liberagdo modulando negativamente o hipotdlamo e/ou a pituitaria. (Fonte: Autor;

criado em BioRender.com; adaptado: Guyton & Hall: Tratado de fisiologia médica, 2017).

A ativacdo excessiva do eixo HPA eleva cronicamente os niveis de cortisol e
induz toxicidade de glicocorticoides em todo o organismo (GADEK-MICHALSKA et
al., 2013). A nivel de SNC, essas moléculas atravessam a barreira hematoencefalica
(BHE) e interagem com o0s seus receptores. Com isso, o cortisol pode influenciar a
plasticidade neural, afetando a formagao de novas sinapses e a remodelacdo de circuitos
neurais, especialmente no sistema limbico, devido a grande quantidade de receptores de
corticosteroides presentes nesta regido (DOS-SANTOS et al., 2023; CHATTARIJI et al.,
2015; MCEWEN, 2007; MCEWEN et al., 2015). No sistema limbico, o estresse parece
exercer um papel dual. Enquanto no hipocampo a exposi¢do prolongada aos
glicocorticoides reduz a complexidade dendritica (CONRAD, 2006), a excitabilidade
neuronal (SOUSA; CERQUEIRA; ALMEIDA, 2008) e o volume (JOELS et al., 2009;
MCEWEN, 2000), resultando em atrofia da area, a amigdala basolateral (BLA) é
hipertrofiada, com aumento das projecGes dendriticas (LAINE; SHANSKY, 2022;
MITRA; SAPOLSKY, 2008; VYAS et al., 2002; ZHANG et al., 2019a).

Nesse contexto, respostas mal-adaptativas ao estresse podem contribuir para
disfungdes no sistema limbico, associadas ao desenvolvimento de doencas psiquiatricas,
como o transtorno de ansiedade (MITRA; SAPOLSKY, 2008; ZHANG et al., 2019a).
Além disso, os mediadores do estresse podem diminuir a atividade dos neur6nios
GABAEérgicos, ao mesmo tempo que aumentam a atividade dos neurbnios
glutamatérgicos, contribuindo para os sintomas de ansiedade (BIGGIO et al., 2007;
COOK, 2004; HERMAN et al., 2012; POPOLI et al., 2013). Nesses casos, a ativacdo da
resposta ao estresse € tipicamente mais sustentada e desproporcional a ameaca real, dando
origem aos sentimentos crénicos de apreensdo, evitacdo generalizada, dentre outros

sintomas associados a patologia que interferem no funcionamento diario do individuo.

1.2 TRANSTORNO DE ANSIEDADE

Os transtornos mentais caracterizam-se por uma combinacdo de disturbios
psicoldgicos e comportamentais que afetam diretamente 0s pensamentos, percepcdes e
emocdes, podendo impactar diretamente no modo como o individuo percebe o0 mundo e

como se relaciona com a sociedade (APA, 2016). Fatores genéticos, ambientais, abuso de


https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/bph.13754#bph13754-bib-0002
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substancias quimicas e o contexto socioeconémico podem aumentar a susceptibilidade do
individuo ao desenvolvimento de transtornos mentais (PEEDICAYIL, 2023; REISS et
al., 2019; NIDA, 2024).

De acordo com a classificacdo dos transtornos psiquidtricos no Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V), publicado pela Associacao
Americana de Psiquiatria (2013), atualmente existem cerca de 300 transtornos mentais
catalogados, sendo o Transtorno de Ansiedade o mais prevalentes. Estima-se que cerca
de 374 milhdes de pessoas no mundo sofrem de algum tipo de transtorno de ansiedade,
sendo o Brasil o pais com maior nimero de casos: 9,3% de sua populacdo afetada
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Esses dados destacam que a prevaléncia
desses transtornos representa um onus significativo para a satde publica, com impactos
econdmicos e sociais consideraveis.

A ansiedade é inerente a maioria das espécies, sendo um comportamento
conservado evolutivamente como mecanismo fisioldgico adaptativo essencial para a
sobrevivéncia (CRASKE et al., 2017; ROBINSON et al., 2019; TOVOTE; FADOK;

LUTHI, 2015). Elase caracteriza por respostas comportamentais desproporcionais frente

a um perigo potencial, mas nao necessariamente real. Quando confrontado com situacdes
potencialmente aversivas, o individuo sofre alteragdes comportamentais devido a
ativacdo de um sistema de vigilancia que o prepara para "lutar" ou "fugir" (CRASKE et
al., 2017). No entanto, a ansiedade é considerada patologica quando essas respostas
comportamentais tornam-se excessivamente desproporcionais por periodos prolongados,
interferindo nas relacfes interpessoais do individuo e, consequentemente, em sua
qualidade de vida (BELZUNG; GRIEBEL, 2001; CRASKE; STEIN, 2016; NORRHOM;
RESSLER, 2009). Ainda segundo 0 DSM-V, o termo “Transtorno de Ansiedade” abrange
cerca de 12 estados patoldgicos diferentes, incluindo Transtorno de Panico, Transtorno
de Ansiedade Generalizada, Transtorno do Estresse Pds-traumatico, Fobia Social e fobias
especificas.

Com isso, tendo em vista a alta prevaléncia do transtorno, seu carater prejudicial
e multifacetado, o entendimento amplo e claro dos mecanismos que envolvem a ativagéo
defensiva torna-se importante para o desenvolvimento de intervengOes direcionadas e

bem sucedidas.
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1.2.1 NEUROCIRCUITOS DO COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE

Inimeros estudos vém sendo conduzidos com o objetivo de esclarecer as
alteracdes neurofisiologicas que ocorrem nos transtornos de ansiedade. Fortes evidéncias
indicam que o transtorno surge da disfuncéo de neurocircuitos que modulam as respostas
emocionais frente a estimulos potencialmente aversivos (CALHOON; TYE, 2015). Nesse
sentido, as respostas comportamentais inerentes ao transtorno foram intrinsecamente
associadas as regides cerebrais que compdem o sistema limbico, tais como o hipocampo,
hipotdlamo, talamo e, principalmente, a amigdala (ANAND; SHEKHAR, 2003;
CANNISTRARO; RAUCH, 2003; FORSTER et al., 2012). Apesar de o sistema limbico
estar no cerne do comando dos comportamentos emocionais, outras regioes
interconectadas a esta estrutura auxiliam na modulacéo da resposta comportamental final
(CALHOON; TYE, 2015; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015).

Para elaborar uma resposta apropriada a um estimulo, é necessario primeiramente
a deteccdo do estimulo através dos sistemas sensoriais para, entdo, interpreta-los como
aversivos ou potencialmente aversivos (HERMANS et al., 2014). Conforme ilustrado na
figura 2, a deteccdo é realizada pelo tdlamo e cértex sensorial €, uma vez detectado, é
realizada a avaliacdo e interpretacdo do estimulo. Esta avaliacdo é realizada por areas
interconectadas, com projecdes reciprocas, tais como amigdala basolateral (BLA),
amigdala central (CeA), nucleo do leito da estria terminal (BNST), cortex pré-frontal
medial (mPFC) e hipocampo ventral (vHPC) (CALHOON; TYE, 2015; TOVOTE;
FADOK; LUTHI, 2015). A primeira interpretacdo é realizada pela BLA que recebe
projecbes excitatorias sensoriais do talamo e retransmite através de fibras
predominantemente glutamatérgicas para as demais areas associadas. Por fim, ap6s o
processamento, ha a ativacdo das areas associadas a iniciacdo do comportamento
defensivo e avaliagdo de risco (ex.: cortex motor, hipotdlamo e PAG) (CALHOON; TYE,
2015; TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015).

Devido a essa variedade de tipos e conexdes neurais distintas e projec¢des de longo alcance
para outras areas, estas regides sao capazes de exercer fungdes potencialmente opostas na
ansiedade. Kim et al. (2013), utilizando técnicas de direcionamento optogenético,
mostraram que sub-regides do BNST regulam diferencialmente os fendtipos de
ansiedade, uma vez que a inibicdo seletiva do nucleo oval do BNST (ovBNST)
demonstrou um efeito ansiolitico, enquanto a inibigdo dos terminais de fibras da BLA,

que tém como alvo o ndcleo anterodorsal do BNST (adBNST), exibiu um efeito
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ansiogénico. Outro estudo mostrou que a ativagao somatica de neurdnios excitatérios da
BLA induz o comportamento tipo ansiedade, enquanto a ativacdo seletiva desses
neurdnios que se projetam para a regido lateral da amigdala central (CeL) teve um efeito
ansiolitico, possivelmente devido a sua acdo inibitdria sobre a regido centro medial da
amigdala central (CeM) (TYE et al., 2011). As projec6es glutamatérgicas da BLA para o
hipocampo ventral (vHPC) induzem o comportamento tipo ansiedade contextual,
enquanto a fotoestimulacéo direta de células granulares do giro denteado ventral suprime
este comportamento (DEGROOT; TREIT, 2004; FELIX-ORTIZ et al., 2013;
KHEIRBEK; TANNENHOLZ; HEN, 2012). Além disso, o cortex pré-frontal medial
(mPFC) possui subregides que estdo intimamente ligadas a amigdala, onde o cértex
infralimbico (IL) inibe a amigdala enquanto o cdrtex pré-limbico (PL) excita, inibindo e
promovendo os comportamentos defensivos, respectivamente (CALHOON; TYE, 2015;
DULKA et al., 2020; VIDAL-GONZALEZ et al., 2006). Essas acOes distintas dos
nacleos amigdaloides e suas interconexfes podem ser atribuidas ao tipo e a
funcionalidade celular da regido, uma vez que as projecdes individuais de neurdnios de

uma mesma regido exibem fendtipos diferentes durante o comportamento tipo ansiedade.

Estimulos sensoriais
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Figura 2: Neurocircuito da ansiedade. A BLA recebe projecdes excitatdrias do talamo e cortex sensorial e

retransmite 0s sinais excitatorios para CeA, BNST, vHPC e mPFC. A subdivisdo CeM tem carater
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ansiogénico e pode ter suas agdes inibidas pela subdivisdo CeL e por células GABAérgicas intercaladas. O
nlcleo anterodorsal do BNST envia projecdes inibitorias (ansioliticas) e excitatérias quando inibido pelo
nacleo oval. A divisdo IL do mPFC atenua as agdes de BLA por meio da ativacdo das células intercaladas
GABAérgicas, enquanto a divisdo PL estimula a BLA. BLA, amigdala basolateral; BNST, ntcleo do leito
da estria terminal; CeA, amigdala central; CeL, subdivisdo lateral da amigdala central; CeM, subdivisao
centro medial da amigdala; vHPC, hipocampo ventral; HYP, hipotdlamo; mPFC, cértex pré-frontal medial;
IL, divisdo infralimbica do mCPF; PL, divisdo pré-limbica do mPFC; Ov, nlcleo oval do BNST; ad, nucleo
anterodorsal do BNST; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; (Fonte: Autor; criado em BioRender.com;
adaptado: Calhoon, G. G. & Tye, K. M. 2015).

Nesse sentido, diversos neurotransmissores inibitorios e excitatorios estdo
intimamente envolvidos na modulacao do transtorno de ansiedade, com destaque para 0s
sistemas GABAérgicos, serotoninérgico, noradrenérgico e glutamatérgico (MILLAN,
2003; NUSS, 2015; RESSLER; NEMEROFF, 2000; RIAZA BERMUDO-SORIANO et
al., 2012). Acredita-se que os mecanismos fisioldgicos que mantém as forcas de
excitacdo/inibicdo exercidas pelos neurotransmissores sao perdidos durante o transtorno,
onde a diminuigdo dos estimulos inibitérios aumenta a suscetibilidade do SNC a
excitotoxicidade, suscitando os principais sintomas (KALUEFF; NUTT, 2007; NUSS,
2015; WIERONSKA et al., 2011). Além disso, a atuacdo dos neurotransmissores em
areas anatomicamente distintas podem estar atreladas aos diferentes aspectos da resposta
a ansiedade.

A presenca elevada de interneurbnios GABAérgicos na amigdala e suas
propriedades inibitorias fornecem fortes evidéncias de que esse sistema desempenha um
papel central na geracdo do transtorno de ansiedade (ARORA et al., 2024; MILLAN,
2003; NUSS, 2015; WIERONSKA et al., 2011). A acéo inibitéria do GABA sobre 0
sistema limbico diminui as reacdes de defesa contra as ameacas. Assim, a diminui¢do nos
niveis de GABA é comumente associada a geracdo dos sintomas observados durante o
transtorno de ansiedade e comportamento tipo-ansiedade (ARORA et al., 2024). A
exemplo, pesquisadores observaram que a infusdo de GABA ou agonistas do receptor
GABAérgico na amigdala reduzia as reagGes de ansiedade, enquanto a infusdo de
antagonistas do receptor induzia o comportamento ansiogénico (BARBALHO; NUNES-
DE-SOUZA; CANTO-DE-SOUZA, 2009; SANDERS; SHEKHAR, 1995). Ainda, Kash
et al. (1999) e Heldt et al. (2012) demonstraram que camundongos sem GAD, enzima
responsavel pela conversdo de glutamato em GABA, apresentavam um comportamento

tipo ansiogénico. Além disso, conforme detalhado na figura 2, os interneurdnios
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GABAEérgicos na amigdala sdo essenciais no controle da ansiedade, pois inibem as acdes
potencialmente ansiogénicas do nucleo centro medial da amigdala (CeM) (L1 etal., 2011;
ROYER; PARE, 2002). Alternativamente, projeces inibitorias GABAérgicas controlam
0 eixo HPA (CULLINAN; ZIEGLER; HERMAN, 2008), sugerindo que a diminuicéo de
GABA contribui para a hiperatividade do eixo, associada aos sintomas de ansiedade.
Esses achados reforcam a importancia central do sistema GABAEérgico na regulacéo da
ansiedade, tornando os seus receptores alvos de medicamentos utilizados para tratar o
transtorno.

No entanto, € importante destacar que, apesar do papel central do sistema
GABAérgico na ansiedade, esse sistema ndo é o Unico envolvido na patologia. Outros
neurotransmissores também foram implicados, incluindo o glutamato. Devido a
abundancia de sinapses glutamatérgicas no sistema limbico (cerca de 80% das sinapses
excitatorias), sobretudo na BLA, ha evidéncias significativas sobre o papel da
neurotransmissdo glutamatérgica na patogénese dos transtornos de ansiedade, sendo
associado a excitotoxicidade observada durante o transtorno (BERNADETTE M; K
LUAN, 2005; RIAZA BERMUDO-SORIANO et al., 2012; WIERONSKA et al., 2011).
As regides limbicas e paralimbicas associadas a ansiedade sdo abundantemente inervadas
por projecGes aferentes e eferentes glutamatérgicas (CALHOON; TYE, 2015; MYERS;
CARLEZON; DAVIS, 2011; RIAZA BERMUDO-SORIANO et al., 2012). As eferéncias
glutamatérgicas da divisdo infralimbica do mPFC projetam-se para as células intercaladas
GABAérgicas na amigdala, induzindo um input inibitério para a divisdo CeM da
amigdala (COURTIN et al., 2013; ROYER; PARE, 2002). Nesse sentido, Bremmer et al.
(1999) observaram que pessoas com um dos subtipos do transtorno de ansiedade
possuiam uma atividade reduzida do mPFC o que resultou, consequentemente, em uma
hiperativacdo da amigdala quando expostos ao fator estressante. Em contraste, outros
pesquisadores observaram um aumento no efluxo de glutamato no mPFC e no hipocampo
apos a exposicdo ao estimulo estressor (BAGLEY; MOGHADDAM, 1997;
MOGHADDAM, 1993). Sugere-se que este evento pode ter sido mediado pela divisdo
pré-limbica do mPFC, responsavel por excitar a BLA para modular as respostas
comportamentais associadas ao estresse, enquanto as projecGes glutamatérgicas que
partem do hipocampo agem diretamente nos centros hipotalamicos (figura 2). Dessa
forma, a reducdo das saidas excitatdrias da amigdala pode ser alcancada pela modulacéo

da transmissdo glutamatérgica.
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Dada a importancia dos sistemas GABAEérgico e glutamatérgico na etiologia dos
transtornos de ansiedade, a modulagdo desses sistemas tem se mostrado um pilar
fundamental no desenvolvimento de terapias mais eficazes. Através da regulacdo precisa
da neurotransmissao inibitoria e excitatdria, esses sistemas fornecem uma base solida para
intervencdes farmacoldgicas que visam reequilibrar as dindmicas neuroquimicas

envolvidas na ansiedade.

1.2.2 ESTRATERGIAS FARMACOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DO
TRANSTORNO DE ANSIEDADE

Como discutido anteriormente, alteracbes no equilibrio dindmico entre os
mecanismos de excitacéo e inibi¢do, mediados pelo glutamato e GABA, respectivamente,
podem resultar em hiperexcitabilidade do SNC, frequentemente associada aos transtornos
de ansiedade. Dessa forma, os sistemas GABAérgico e glutamatérgico desempenham
papéis essenciais na regulagdo da ansiedade, sendo alvos cruciais para intervencdes
terapéuticas.

Dada a importancia do GABA na modulacao da excitabilidade dos neurocircuitos,
seus receptores emergem como alvos essenciais para o tratamento de transtornos de
ansiedade. Por meio da acdo sobre os receptores GABAEérgicos, € possivel restaurar o
equilibrio inibitério no sistema, promovendo efeitos ansioliticos e estabilizando as
respostas emocionais exacerbadas, o que reforca o papel crucial desses receptores na
terapéutica da ansiedade. A nivel molecular, os receptores ionotropicos GABAA sdo
particularmente importantes pois induzem um aumento imediato na condutancia do
cloreto através da membrana celular, levando a inibicdo do neurdnio e tornando-o menos
responsivo a estimulos excitatérios (GHIT et al., 2021), conforme ilustrado na figura 3.
Estudos anteriores demonstraram que déficits no receptor GABAAa foram implicados aos
transtornos de panico e ansiedade generalizada em modelos animais (BREMNER et al.,
2000; MALIZIA; CUNNINGHAM; BELL, 1998). Dada a importancia, os transtornos de
ansiedade tém sido tratados com benzodiazepinicos (BZD), que atuam ligando-se ao sitio
alostérico do receptor GABAA para exercerem seus efeitos ansioliticos (GHIT et al.,
2021; NUTT; MALIZIA, 2001). Apesar de serem amplamente prescritos, esses
medicamentos tém sido associados a diversos efeitos indesejados, como disfuncbes

cognitivas, sedacdo, dependéncia e sindrome de abstinéncia (BALDWIN et al., 2013)
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Como os benzodiazepinicos exercem seus efeitos ansioliticos através do aumento
da transmissdo inibitéria mediada pelo GABA, uma estratégia alternativa para alcancar o
mesmo resultado seria a redugdo da neurotransmisséo excitatoria glutamatérgica. Nesse
contexto, o blogqueio da excitacdo neuronal mediada pelos receptores de glutamato tem se
destacado como um alvo promissor para o desenvolvimento de novas drogas com
potencial ansiolitico. Ao reduzir a atividade excessiva dos receptores glutamatergicos,
essas abordagens visam restaurar o equilibrio entre os sistemas inibitorio e excitatorio,
oferecendo uma alternativa eficaz para o tratamento dos transtornos de ansiedade
(WIERONSKA et al., 2011). Assim, dada a abundancia de receptores glutamatérgico no
sistema limbico, uma série de compostos que agem como antagonistas competitivos dos
receptores de glutamato foram descritos, dentre eles o 2-metil-6-(feniletinil)-piridina
(MPEP) que age seletivamente sobre a classe de receptores metabotropicos mGlus
(VARNEY et al., 1999; GASPARINI et al., 1999) e antagonistas dos receptores
ionotropicos NMDA (MK-801 e CPG), sendo capazes de reduzir o comportamento tipo
ansiedade em modelos animais (BERGINK; VAN MEGEN; WESTENBERG, 2004;
RIAZA BERMUDO-SORIANO et al., 2012; WANG et al., 2022) (figura 3).

Estudos anteriores demonstraram que animais geneticamente modificados, sem a
subunidade NR1 do receptor NMDA, sdo menos propensos a desenvolverem fenotipos
comportamentais de ansiedade (BARKUS et al., 2010; NIEWOEHNER et al., 2007).
Enquanto administraces intraperitoneais (ip) ou orais de MPEP foram capazes de
aumentar o tempo de permanéncia e comportamento exploratério dos animais nos bracos
abertos do teste de Labirinto em Cruz Elevado, além de aumentarem o nimero de choques
aceitos em um teste de conflito (PALUCHA et al., 2001; SPOOREN et al., 2000;
TATARCZYNSKA et al., 2001). Assim, a modulagio dos receptores glutamatérgicos,
seja por inibicdo direta ou por influéncias indiretas, também emerge como uma estratégia
promissora no tratamento de ansiedade, especialmente em casos em que as terapias
tradicionais sdo insuficientes. Por isso, 0 conhecimento acerca da sinalizacéo
glutamatérgica, em particular dos seus receptores, ajuda a elucidar mecanismos

subjacentes aos transtornos de ansiedade.
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Figura 3: Alvos farmacoldgicos nas sinapses inibitoria e excitatoria. Os benzodiazepinicos atuam em um
sitio alostérico dos receptores GABA,, induzindo um influxo de cloreto (CI), o que torna o neurénio menos
suscetivel a estimulos excitatérios. O MK-801 e o CPG antagonizam receptores ionotrépicos de glutamato,
enguanto o MPEP antagoniza a subclasse de receptores metabotrépicos mGlu5, inibindo a condutancia de
correntes excitatorias (Fonte: Autor; criado em BioRender.com; adaptado: Golan, D. E. et al. Principios de
Farmacologia. 3% edigdo, 2014).

Como resultado, estratégias terapéuticas direcionadas a esses sistemas nao apenas
ajudam a controlar os sintomas, mas também contribuem para uma compreensdo mais
profunda dos mecanismos subjacentes ao transtorno de ansiedade, abrindo caminho para
tratamentos inovadores e personalizados, reforcando a importancia de estratégias
terapéuticas que considerem a complexidade neuroguimica envolvida na regulacéo
emocional.

Devido a complexidade do transtorno, os mecanismos neurobiologicos pelos
quais os estressores modulam os diferentes fenotipos comportamentais e alteragdes
neuroguimicas ndo estdo bem descritos. Responder estCom isso, uma abordagem para
uma melhor compreensdao dos mecanismos subjacentes a resposta ao estresse e a
ansiedade € a utilizagdo de modelos animais que fornecam respostas comportamentais

robustas e bem definidas.
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1.3 ZEBRAFISH COMO MODELO EXPERIMENTAL PARA O ESTUDO DO
COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE

O zebrafish (Danio rerio), também conhecido como paulistinha, € um teledsteo
de agua doce, natural do sul asiatico (figura 4). Este animal foi introduzido na pesquisa
cientifica como modelo experimental nas décadas de 1970 e 1980, pelo bidlogo George
Straisinger. Devido a sua versatilidade como modelo, atualmente o zebrafish é largamente
utilizado em estudos farmacoldgicos (ASSAD et al., 2020; BARROS et al., 2008; KHAN
et al., 2017; LUCAS LUZ et al., 2021), genéticos (GRUNWALD; EISEN, 2002;
STEWART et al., 2015), toxicologicos (LANTZ-MCPEAK et al., 2016; STEWART et
al., 2014) e comportamentais, sobretudo em modelos de ansiedade (ASSAD et al., 2020;
EGAN et al., 2010; KALUEFF et al., 2013, 2014; STEWART et al., 2012).

Como modelo biol6gico, o zebrafish oferece inUmeras vantagens para 0s
pesquisadores. Entre essas vantagens estdo seu facil armazenamento e baixo investimento
para manutencdo em laboratorio. Além disso, sua rapida reproducdo extrauterina e a
elevada quantidade de ovos com embriGes transparentes permitem analises detalhadas e
manipulacfes em diversos estagios do desenvolvimento. O zebrafish também possui um
sistema enddcrino que fornece respostas robustas ao estresse e caracteristicas
comportamentais bem definidas (ALSOP; VIJAYAN, 2009, 2008; GRIFFITHS et al.,
2012; PAVLIDIS; THEODORIDI; TSALAFOUTA, 2015). Alguns fatores fisioldgicos
favorecem o alto desempenho do zebrafish em estudos comportamentais e
neurogquimicos. Entre esses fatores, destaca-se a presenca de sistemas classicos de
neurotransmissores de vertebrados, como glutamatérgico, GABAEérgico, serotoninérgico,
purinérgico, catecolaminérgico, colinérgico, entre outros (MAXIMINO; HERCULANO,
2010; PANULA et al., 2006; RICO et al., 2011; STEWART et al., 2013; TURRINI et al.,
2023). Além disso, o sistema organizacional do SNC do zebrafish é bem conservado
evolutivamente (MAXIMINO; HERCULANO, 2010).
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A) Lateral

B) Dorsal

Figura 4: Danio rerio (zebrafish), linhagem Short-finn. Vista lateral (A) e dorsal (B). (Fonte: Autor; criado

em BioRender.com).

Como citado anteriormente, em mamiferos, os comportamentos emocionais como
a sociabilidade, resposta a0 medo e ansiedade sdo mediados pelo sistema limbico,
sobretudo pela amigdala (TOVOTE; FADOK; LUTHI, 2015). Estudos indicam que, no
zebrafish, as regides cerebrais homologas ao sistema limbico de mamiferos sdo
representadas pelo telencéfalo (LAL; KAWAKAMI, 2022). O telencéfalo teledsteo
possui duas subdivisdes principais: o telencéfalo dorsal (palio) e o telencéfalo ventral
(subpélio). Ambas as regides sdo constituidas por subnucleos especializados em conexdes
neurais distintas. Conforme ilustrado na figura 5, no telencéfalo dorsal estdo presentes os
subnucleos: Dorso medial (Dm) correspondente a amigdala basolateral (BLA) mamifera;
Palio dorsal (Dd) associado ao isocortex de mamifero; Dorso lateral (DI), homélogo ao
hipocampo de mamifero; Dorso central (Dc); Dorsal posterior (Dp). J& o telencéfalo
ventral é constituido pelos subnucleos: Subpalio ventral (Vv); Ventral dorsal (Vd), Vental
central (\VVc) e Subpalio lateral (\VI); Ndcleo supracomissural (Vs), associada a amigdala
central (CeA) dos mamiferos; Nucleo pos-comissural (Vp) (LAL; KAWAKAMI, 2022;
MUELLERetal., 2011; PORTER; MUELLER, 2020). Dadas as semelhancas com 0 SNC
de mamiferos, o zebrafish se revela um modelo adequado para pesquisas translacionais

de transtornos mentais humanos.
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Figura 5: Conectividade neural do complexo da amigdala teledstea. Dm recebe informacdes sensoriais
(somatosensorial, visual, auditiva, linha lateral, gustativa e odor) através do tdlamo. Dm projeta-se para o
nucleo dorsal (Vd), nucelo supracomissural (Vs) e nucelo pos-comissural (Vp) do telencéfalo ventral. Esses
nucleos possuem projecdes eferentes para varios nucleos hipotalamicos (Hip) e para a substancia cinzenta
periaquedutal (PAG). BO, bulbo olfatério. (Fonte: Autor, criado em BioRender.com; adaptado: Lal, P. &
Kawakami, K., 2022).

Para reproduzir um modelo de ansiedade em zebrafish, os pesquisadores utilizam
diversos métodos de exposicao do animal a estimulos aversivos. Em 2011, Piato et al.
desenvolveram um protocolo de estresse baseado na restricdo espacial do animal
(Estresse Agudo de Contencdo), observando ao final alteracbes comportamentais
caracteristicas do comportamento tipo ansiedade, semelhante as observadas em outros
vertebrados sob o estresse. Outro estressor comumente utilizado é a exposi¢cdo a
substancia de alarme. Em 1941, Karl von Frisch constatou que esta substancia é produzida
nas células epidérmicas dos peixes e liberada ap6s um dano causado por um predador,
resultando em uma resposta do tipo panicogénica e de ansiedade em coespecificos
proximos. Para induzir estresse por métodos fisicos, a perseguicdo com rede é comumente
utilizada (DE ABREU et al., 2014). Esse método provoca a liberagdo de hormonios do

estresse, como o cortisol, além de ativar o sistema nervoso simpatico, resultando em uma
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resposta de fuga e alteragfes comportamentais. Dependendo da intensidade do estimulo,
0 estresse pode se manifestar de forma sustentada, induzindo respostas semelhantes as
observadas em comportamentos tipo ansiedade. Isso torna a persegui¢cdo com rede um
método eficaz para estudar as respostas ao estresse e a ansiedade, bem como seus
mecanismos subjacentes.

Para validar a inducdo do modelo de ansiedade, alguns parametros podem ser
analisados como os niveis de neurotransmissores associados ao transtorno no SNC
(CANAVELLOeetal., 2011; LUZ etal., 2021). Além disso, para avaliar o comportamento
tipo ansiedade, os pesquisadores recorrem a testes comportamentais amplamente
reconhecidos. Esses testes exploram comportamentos inatos dos animais, que, ao serem
expostos a ambientes novos, tendem a buscar reflgio nas areas mais escuras ou no fundo
do aparato, instintivamente evitando potenciais ameagas. A0 mesmo tempo, 0s animais
possuem um forte impulso exploratério inato, o que os leva a investigar novas situacoes
do ambiente novo. O teste se baseia, portanto, no dilema entre a necessidade de explorar
0 ambiente e o receio dos perigos associados ao desconhecido. Animais com
comportamento tipo ansiedade geralmente exibem uma reducdo significativa em seus
comportamentos inatos de exploracdo, evitando aventurar-se em ambientes novos por néo
se sentirem seguros. Em geral, um comportamento tipo ansioso € caracterizado por um
aumento nos mecanismos de fuga e defesa apresentados pelos animais, como menor
tempo de exposicao na superficie do aparato, maior laténcia para o topo, evitacdo de areas
claras, aumento na frequéncia movimentos erraticos durante o nado e maior tempo de
congelamento (KALUEFF et al., 2013).

Em geral, essas informacdes respaldam a eficacia do zebrafish como modelo para

o0 estudo translacional do transtorno de ansiedade.



27

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes neurogquimicas no comportamento tipo ansiedade induzido por

diferentes estimulos estressores em zebrafish.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar a resposta comportamental ap6s exposicao ao Estresse Agudo de Contencéo,

Perseguicdo com Rede e Substancia de Alarme Coespecifica;

v Quantificar os niveis extracelulares de GABA e Glutamato ap6s a exposicdo aos

estressores;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E HABITACAO

Foram utilizados 60 peixes adultos da espécie Danio rerio (zebrafish), da
linhagem short-fin, de ambos os sexos, adquiridos de um fornecedor local (Belém, PA).
Os animais foram devidamente aclimatados em tanques de 50L (50cm x 35cm x 30cm),
com densidade de 1 animal por litro, a temperatura de 27°C + 2°C e pH =7, em um ciclo
de claro/escuro (14h/10h), sendo alimentados duas vezes ao dia. Os animais foram
divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: Controle (n=15), EAC (n=15), SAC
(n=15) e PR (n=15). Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo
com o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais Experimentais
da Universidade Federal do Para (CEPAE—UFPA: 213-14).

3.2 PROTOCOLOS DE ESTRESSES
A inducdo do estresse foi realizada utilizando trés estressores de diferentes

naturezas (restrigdo espacial, mecénica e quimica).

3.2.1 ESTRESSE AGUDO DE CONTENCAO (EAC)

O estresse baseado na restricdo espacial foi realizado utilizando o protocolo de
Estresse Agudo de Contencdo (EAC), realizado conforme descrito anteriormente por
Piato et al. (2011) e Assad et al. (2020), que consiste em condicionar o animal em um
microtubo plastico (2ml), com pequenas aberturas nas extremidades, permitindo a

passagem de agua, para restringir sua locomocao durante 90 minutos em um aquario.

3.2.2 PERSEGUICAO COM REDE (PR)

O estresse mecanico descrito por Abreu et al. (2014) € denominado Perseguicédo
com Rede (PR). Neste método, os animais sdo realocados individualmente para um
tanque onde sdo submetidos a movimentos circulares de perseguicdo com rede, sem

captura, durante 2 minutos.

3.2.3 EXPOSICAO A SUBSTANCIA DE ALARME COESPECIFICA (SAC)
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Para induzir o estresse quimico, foi realizada exposi¢do a Substancia de Alarme
Conespecifica (SAC), conforme descrito por SILVA et al., 2018. Este protocolo envolve
a extracdo da substancia de alarme de um peixe doador. Inicialmente este peixe doador
foi crioanestesiado e decapitado utilizando um bisturi. Seu corpo foi entdo colocado em
uma placa de petri, onde foram realizados 15 cortes superficiais em cada lado do tronco,
a fim de lesionar as células epiteliais sem causar o0 extravasamento do conteudo
sanguineo. Em seguida, o corpo foi transferido para outra placa de Petri e os cortes foram
cuidadosamente lavados com 10 ml de agua destilada para remover impurezas, como
escamas, preservando 7ml como uma unidade de SAC. Esta solucgéo foi entdo armazenada
na geladeira, podendo ser mantida por até 4 horas apds a extracdo. Para exposi¢do ao
estresse quimico, os animais foram individualmente transferidos para um tanque, onde a

SAC foi adicionada a 4gua, permanecendo expostos a ela por 6 minutos.

3.3 TESTE COMPORTAMENTAL E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Apbs a aplicacdo dos protocolos de estresse, em seus respectivos grupos, 0s animais
foram transferidos (individualmente) para o aparato do teste de Distribuicdo Vertical
Eliciada pela Novidade (DVN) (LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007). Este aparato
consiste em um tanque (30 cm de comprimento x 22 cm de altura x 15 cm de largura)
completamente preenchido com agua. O aparato foi subdividido virtualmente em duas
areas: topo e fundo. Cada animal pdde explorar o aparato durante 10 minutos, enquanto
suas atividades eram registradas por uma camera. Nesse periodo foram avaliados 0s
seguintes parametros: 1. Tempo no Topo (s): periodo que o animal passou explorando a
parte superior do aparato; 2. Tempo de congelamento (freezing): observado quando o
animal estda completamente imével (>5s); 3. Frequéncia de natacdo erratica (f):
caracterizada por mudancas rapidas e imprevisiveis na direcdo do nado; 4. Velocidade
média (cm/s): velocidade média de movimentacdo do animal durante a observagéo; 5.
Velocidade Méaxima (cm/s): maior velocidade alcancada pelo animal durante o periodo
de tempo analisado (KALUEFF et al., 2013). A analise de video do comportamento foi
realizada utilizando o Software ZebTrack (PINHEIRO-DA-SILVA et al., 2017), exceto
a andlise de natacédo erratica que foi realizada manualmente. Os testes comportamentais

foram realizados entre 08h00 e 13h00. Apos avaliagdo comportamental, os animais foram
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eutanasiados e seus cérebros dissecados para posteriores ensaios bioquimicos em CLAE
(Figura 6).
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Figura 6: Esquema representativo dos Procedimentos experimentais. Aclimatagdo, exposi¢do aos
estressores, teste comportamental e coleta do encéfalo para ensaios bioquimicos por CLAE. (Fonte: Autor;

criado em BioRender.com).

3.4 ENSAIO DE LIBERACAO DE NEUROTRANSMISSORES E QUANTIFICACAO
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

ApoGs avaliacdo comportamental os animais foram eutanasiados e o encéfalo
dissecado e submetidos ao ensaio de Liberacdo de Glutamato e GABA, conforme descrito
anteriormente por Moraes et al. (2012). Em uma placa de cultura, as amostras foram
lavadas trés vezes com solugdo salina balanceada de Hank (SSBH) consistindo em (mM):
NaCl 128, KCI 4, MgCl 2, CaCl2, glicose 12 e HEPES 20, pH 7,2-7,4 ajustado com
NaOH 1N e depois incubadas com 300uL de SSBH a 37°C em estufa de CO2 por 20
minutos. Posteriormente, 0s sobrenadantes foram coletados e processados para
quantificacdo de neurotransmissores por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). O sistema CLAE (Shimadzu LC-10 AD) é composto por um sistema de injecdo
acoplado a uma bomba (LC-20 AT), uma coluna analitica C18, um detector de
fluorescéncia (RF-10AxL), além de um comunicador (CBM-20A) e um sistema de
aquisicdo de dados (LC-Solution). A fase movel (A) utilizada foi composta por 95% de
tampéo acetato de sédio 50mM pH=5.67, 5% de metanol e 2-propanol, enquanto a Fase
estacionaria (B) foi composta por metanol 70%.

Para a preparacdo das amostras, foram adicionados a elas 20uL de TCA (Acido
Tricloroacético) 1% e, entdo, centrifugadas durante 10 minutos a 5.000rpm. A solucéo
derivatizante € composta por 60uL. da amostra, 40uL. de Tampao Borato (pH: 9,5) ¢ 10uL
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de OPA (o-Phthaldialdehyde). Apds 5 minutos de reacdo, este conteddo é vortexado e
cerca de 20uL sdo injetados no sistema com o auxilio de uma seringa Hamilton. O tempo
de corrida é de 25 minutos, sendo 0 9° e 19° os tempos de retencéo de glutamato e GABA,
respectivamente. A Homosserina foi utilizada como padrdo interno. Os valores de
quantificacdo da liberacdo de GABA e Glutamato foram expressos em porcentagem do
controle e, para a correcdo dos dados, a dosagem de proteinas foi realizada utilizando o
método de Bradford (1976).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média e erro padrdo médio (EPM) para analise
comportamental e porcentagem do controle para analise bioquimica. A distribuicdo
normal dos dados foi determinada pelo teste de Shapiro-Wilk. A analise de variancia
(ANOVA) one-way seguida do teste post hoc de Tukey foi aplicada para avaliar os dados
bioquimicos e comportamentais. Todas as analises foram realizadas no software
GraphPad Prism versao 9.3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), com nivel

de significancia de p<0,05.



32

4 RESULTADOS

41 EXPOSICAO A ESTRESSORES DISTINTOS INDUZ MAGNITUDES
VARIADAS DO COMPORTAMENTO TIPO ANSIEDADE

Os resultados do teste de Distribuicdo Vertical eliciada pela Novidade
demonstraram que todos os estimulos aversivos induziram diferentes fenotipos de
comportamento tipo ansiedade no zebrafish. Observamos uma reducéo significativa no
tempo gasto no topo do tanque nos grupos expostos aos estimulos em comparacdo ao
grupo CTRL (F 3,37y = 161,1; CTRL = 112,1 £ 6,911 vs. EAC = 37,09 * 4,486; PR =
4,286 + 0,803 e SAC = 1,821 + 0,514, p<0,0001; Figura 7B). Nossos resultados
mostraram que essa reducdo no tempo no topo foi mais pronunciada nos grupos SAC e
PR em comparacdo ao EAC (F (3,37) = 161,1; EAC = 37,09 + 4,486; PR = 4,286 + 0,803
e SAC =1,821 + 0,514, p<0,0001; Figura 7B). Na figura 7A, mostramos esses diferentes
padrdes de comportamento exploratério no tanque dos grupos CTRL, EAC, PR e SAC.
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Figura 7: Efeito dos estressores na trajetoria dos animais (A) e no tempo gasto no topo (B). Os resultados
foram expressos como média + EPM. Os dados foram comparados utilizando ANOVA one-way seguida de

teste post hoc de Tukey. **** p<0,00001, *** p<0,0001, ** p<0,001, *p<0,05.
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Além disso, observamos que a exposi¢do aos protocolos PR e SAC diminuiu
significativamente os indices médios de velocidade em comparagdo aos grupos CTRL e
EAC (F (3,41 = 60,82; CTRL = 6,067 £ 0,282 e EAC =5,848 £ 0,287 vs. PR = 2,943 +
0,334 e SAC =1,351 + 0,252; figura 8B). Esses dados justificam o aumento do tempo de
congelamento observado nos grupos PR e SAC em comparacédo aos grupos CTRL e EAC
(F 3,36)=127,8; CTRL = 26,9 + 4,199 e EAC = 63,21 £+ 14,20 vs. PR = 404,6 + 32,04 e
SAC =509,8 + 29,44, figura 8A).

Com base no parametro de natacdo erratica, o comportamento ansiogénico
novamente foi mais pronunciado nos grupos PR ¢ SAC em comparagao aos grupos CTRL
¢ EAC (F (3,33 = 57,49; CTRL = 2,889 + 0,484 ¢ EAC = 7,25 + 0,453 vs. PR = 10,00 +
0,577 ¢ SAC = 13,40 £+ 0,733, p<0,0001; Figura 8C). Este parametro possivelmente
influenciou os indices de velocidade méxima dos grupos PR e SAC em comparagdo aos
grupos CTRL e EAC (F 3,39) =33,53; CTRL = 53,69 + 2,864 e EAC = 50,61 + 3,302 vs.
PR =113,3+8,350 ¢ SAC = 110,9 + 8,943; figura 8D).
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Figura 8: Efeito de estimulos aversivos nos parametros comportamentais: tempo de congelamento (A) e

frequéncia de natacéo errdtica (C); e locomotores: velocidade média (B) e velocidade méxima (D). Os
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resultados foram expressos como média £ EPM. Os dados foram comparados utilizando ANOVA one-way
seguida de teste post hoc de Tukey. **** p<0,00001, *** p<0,0001, ** p<0,001, *p<0,05.

4.2 ALTERACOES NA LIBERACAO DE GABA E GLUTAMATO NO CEREBRO DO
ZEBRAFISH SUBMETIDO AO EAC, PR e SAC

Nossos resultados demonstraram que diferentes estimulos provocam respostas
comportamentais distintas dentro do espectro do comportamento semelhante a ansiedade.
Portanto, investigamos se essas diferencas sdo influenciadas por alteracfes nos niveis dos
neurotransmissores GABA e Glutamato, ambos moduladores na fisiopatologia desse
distdrbio. Observamos que todos os estimulos aversivos reduziram a liberacdo de GABA
em aproximadamente 70% em comparacdo ao grupo CTRL (F @, 38 = 52,50; CTRL =
100,0 + 6,126 vs. EAC = 27,38 + 2,827; PR = 34,78 + 4,603 e SAC = 31,85 + 4,098;
p<0,0001; figura 9A). Além disso, nossos resultados mostraram que 0s animais expostos
ao EAC ndo apresentaram alteracfes nos niveis de glutamato em comparacdo ao grupo
CTRL. Em contrapartida, os grupos PR e SAC apresentaram um aumento de
aproximadamente 74% e 68% na liberagdo de glutamato em comparacdo aos grupos
CTRL e EAC, respectivamente (F (3, 39) = 8.469; CTRL = 100.0 £ 9.449 vs PR = 173.7 £
12.58 e SAC = 167.9 + 18.54; p=0.0002; Figura 9B). Estas descobertas sugerem que as
diferentes respostas comportamentais observadas ap0s a exposicao a estimulos aversivos
podem estar correlacionadas com alteracBes especificas nos niveis de glutamato no

cérebro destes animais.
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Figura 9: Niveis extracelulares de GABA (A) e glutamato (B) no cérebro de zebrafish submetido a EAC,
PR e SAC. Os valores foram expressos como porcentagem do controle, comparados por meio de ANOVA
one-way seguida de teste post hoc de Tukey.**** p<0,00001, p*** p<0,0001, ** p<0,001, *p<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que o comportamento tipo ansiedade, induzido
por diferentes estimulos estressores, ndo apenas resulta em variagdes na intensidade desse
comportamento, mas também provoca alteracdes neuroquimicas distintas. Esses achados
ressaltam a complexidade dos transtornos de ansiedade, evidenciando que diferentes
estados patoldgicos podem surgir em funcéo da natureza do estimulo estressor.

Os estressores de restricdo espacial, mecénico e quimico sdo amplamente
utilizados para avaliar marcadores associados ao estresse e ao comportamento tipo
ansiedade em zebrafish. Além disso, o teste de Distribuicdo Vertical Eliciada pela
Novidade (DVN) utiliza a locomogdo vertical como um pardmetro para avaliar
comportamentos tipo ansiedade, devido a tendéncia do animal de escapar da superficie
da agua (KYSIL et al., 2017). Resultados anteriores do nosso grupo demonstraram que,
quando os peixes sdo submetidos a Estresse Agudo de Contengdo, ha uma reducgdo no
tempo que eles passam no topo do aparato (ASSAD et al., 2020; LUCAS LUZ et al.,
2021). Em conjunto, estes estudos indicam que 0 aumento da exploracéo na zona superior
do tanque pode estar relacionado com um “estado de humor mais elevado” ou “menor
ansiedade”, enquanto a permanéncia na zona inferior pode refletir um comportamento
ansiogénico (KALUEFF et al., 2013). Nossos resultados estdo em consonancia com essa
compreensdo, demonstrando que 0s animais expostos ao estresse agudo exibiram um
comportamento ansiogénico significativo no DVN, incluindo uma reducéo acentuada no
tempo gasto no topo. No entanto, embora todos 0s grupos expostos a um tipo de estressor
tenham mostrado uma diminui¢do geral no tempo de exploracdo no topo, 0s animais
submetidos a Substancia de Alarme e a Perseguicdo com Rede apresentaram uma reducéo
ainda mais pronunciada nesse parametro. Anteriormente, Egan et al. (2010) também
observaram que a exposicao a substancia de alarme de forma aguda, mas néo cronica, foi
capaz de induzir comportamento tipo ansiedade de forma robusta, sendo observado pela
reducdo do tempo gasto no topo, aumento do tempo de congelamento e movimentos
erraticos.

O zebrafish, quando exposto a condicBes aversivas, tende a adotar estratégias de
defesa que incluem desde a preferéncia por ambientes mais seguros no fundo do tanque
até o aumento do tempo de congelamento (KALUEFF et al., 2013). Os dados do presente
estudo corroboram essa observagdo, demonstrando que os estressores utilizados

induziram um aumento no tempo de congelamento dos animais. No entanto, esse efeito
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foi mais acentuado nos grupos expostos a estimulos de estresse fisico ou quimico em
comparagdo com o grupo submetido a restri¢do espacial ou controle. Dois tipos de estados
comportamentais podem ser identificados ap6s a administragcdo de estimulos aversivos:
uma resposta fasica (sugestdo explicita de medo) e um estado mais sustentado e
proeminente para o contexto experimental (comportamento tipo ansiedade). Mongeau et
al. (2003) propdem que animais com baixo nivel de ansiedade tendem a fugir quando
confrontados com um estimulo aversivo, enquanto animais altamente “ansiosos”
congelam por longos periodos. No presente estudo observamos que 0s animais expostos
aos diferentes tipos de estresse aumentaram a frequéncia de natacdo erréatica.
Curiosamente, notamos uma resposta comportamental diferenciada entre os tipos de
estressores na qual os grupos PR e SAC apresentaram frequéncias mais altas em
comparacdo ao grupo EAC, de forma ainda mais pronunciada no grupo SAC. Estes
achados estdo alinhados com as observacdes de Cachat et al. (2011), que demonstraram
que a exploracgéo inibida, a velocidade reduzida e 0 aumento da frequéncia de movimentos
erraticos semelhantes a fugas sdo comumente associados a niveis mais altos do
comportamento tipo ansiedade provocados por estressores. Esses fatores ansiogénicos
parecem ter sido decisivos no comprometimento locomotor dos animais submetidos
apenas ao estresse fisico e quimico, onde observamos uma diminuicdo na velocidade
meédia de exploracdo. Além disso, provavelmente devido ao aumento dos movimentos
erraticos, caracterizados por mudancas rapidas e imprevisiveis na dire¢cdo do nado, 0s
grupos PR e SAC demonstraram uma velocidade maxima maior em comparacao com 0s
animais submetidos a restricdo espacial. Essas descobertas apoiam a hip6tese de que a
exposicdo a diferentes tipos de estressores induz variagbes na magnitude do
comportamento tipo ansiedade. 1sso sugere a participacdo de diferentes neurocircuitos na
avaliacdo da natureza e da intensidade do estimulo, resultando em respostas
comportamentais especificas.

Eventos altamente aversivos acionam estruturas limbicas e do tronco cerebral que
induzem estados comportamentais negativos. Assim, a amigdala representa a estrutura
limbica envolvida na geracdo de comportamento tipo ansiedade induzido pelo estresse
agudo, onde cada nucleo é especializado em conexdes neurais distintas (TOVOTE;
FADOK; LUTHI, 2015). E amplamente reconhecido que o sistema GABAérgico
desempenha um papel crucial no transtorno de ansiedade. A diminuicdo dos niveis deste
neurotransmissor no sistema limbico esta frequentemente associada ao aumento da

excitabilidade, o que contribui para os sintomas tipicos do transtorno de ansiedade e
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comportamentos relacionados (ASSAD et al., 2020; WIERONSKA et al., 2011). Assim,
niveis reduzidos de GABA no cérebro estdo associados a comportamentos tipo
ansiogénicos em animais (ARORA et al., 2024; ASSAD et al., 2020; LUCAS LUZ et al.,
2021). No presente estudo, confirmamos que todos os estimulos ansiogénicos utilizados
foram eficazes em alterar o sistema GABAGérgico, evidenciado pela diminuicdo na
liberacdo desse neurotransmissor. No entanto, ao analisar o padrdo de liberagcdo de
glutamato induzido pelos estressores, constatamos que apenas 0s estressores fisicos e
quimicos aumentaram a liberacdo deste neurotransmissor no cérebro do zebrafish, ao
passo que O grupo exposto ao estressor por restricdo espacial ndo apresentou esse
aumento. Nesse sentido, nossos dados estdo vinculados aos encontrados por Assad et al.
(2020), que relataram que o estresse agudo de restricdo pode inativar o subnucleo Vs do
telencéfalo do zebrafish, que € associado a amigdala central dos mamiferos e contém uma
maior quantidade de neurdnios GABAérgicos. Como resultado, os niveis de GABA sao
reduzidos, enquanto a ativacao das regides Dm e DI, relacionadas a amigdala basolateral
dos mamiferos e predominantemente compostas por neurdnios glutamatérgicos, nao é
alterada, mantendo os niveis de glutamato inalterados. Estes dados sugerem que o
comportamento tipo ansiedade induzido pelo estresse agudo de contencdo foi mediado
apenas pela disfuncdo GABAGérgica. Portanto, nossa hipétese é que o baixo impacto da
resposta a um estressor de restricdo espacial (EAC) pode estar associado a ativacdo ou
inativacdo de regibes cerebrais especificas, enquanto estressores de outras naturezas,
como fisicos e quimicos, podem envolver diferentes vias para a percepcao do estimulo.
Assim como na BLA, que contém 80% de neur6nios glutamatérgicos e apenas
20% de neurbnios GABAérgicos, a maioria dos neurbnios em Dm expressa 0
Transportador Vesicular de Glutamato 2 (Vglut2), enquanto apenas uma pequena fragdo
expressa as isoformas 65 e 67 da enzima Glutamato Descarboxilase (GAD65/67) (VON
TROTHA; VERNIER; BALLY-CUIF, 2014). Além disso, a regido Dm recebe projecoes
sensoriais do talamo (incluindo as vias somatosensorial, visual e auditiva) e do complexo
pré-glomerular (gustativo e olfativo), e envia projecdes para as sub-regiGes do ndcleo
ventral e para a substancia cinzenta periaquedutal (LAL; KAWAKAMI, 2022;
NORTHCUTT, 2006). Em nossos resultados, observamos um padrdo diferencial na
liberacdo de glutamato, que foi detectado exclusivamente nos animais expostos a
estressores quimicos e fisicos, mas ausente nos submetidos a restricdo espacial. Esses
dados sugerem que estimulos aversivos de natureza sensorial podem induzir um aumento

de glutamato no subnicleo Dm, que possui projecGes eferentes para diversos nucleos
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hipotaldmicos (Hip) e para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), regibes
especializadas na geragdo de comportamentos defensivos associados a reag0es extremas
de defesa (BENARROCH, 2012; BRANDAO et al., 2008; CALHOON: TYE, 2015). Este
pode ser um caminho importante na mediacdo do comportamento tipo ansiedade induzido
por estressores quimicos e fisicos.

Atualmente, as estratégias farmacolOgicas para tratar o transtorno de ansiedade
concentram-se na modulagdo positiva dos receptores GABAérgicos, com o objetivo de
restaurar o controle da excitabilidade dos circuitos locais. Entre os medicamentos
utilizados, os benzodiazepinicos sdo os mais comuns (DALVI; RODGERS, 1996; NUSS,
2015). No entanto, apesar de serem a primeira linha de tratamento, alguns efeitos adversos
tém sido relatados, como dependéncia, sedacdo, comprometimento da memoria e
sonoléncia (BALDWIN et al., 2013), além de um inicio de acdo lento, que pode levar de
4 a 6 semanas. Portanto, ha a necessidade de busca por novos moduladores que possam
alterar a fungéo neuronal e 0s processos comportamentais com maior tolerabilidade. Dado
o papel crucial do sistema glutamatérgico na mediacdo dos comportamentos ansiosos, é
essencial entender os mecanismos pelos quais esse neurotransmissor modula tais
comportamentos. Além disso, sugerimos que a modulacgéo da liberacdo de glutamato e a
sensibilizacdo de seus receptores podem impactar diretamente a plasticidade neural e os
neurocircuitos associados a ansiedade. Portanto, compreender como a sinalizacdo
glutamatérgica contribui para a manifestacdo de diferentes intensidades de
comportamento ansioso, levando em conta o contexto e a natureza do estimulo estressor,
é essencial para esclarecer os mecanismos subjacentes aos transtornos de ansiedade.
Investigar essa questdo pode auxiliar no desenvolvimento de terapias que abordem a

natureza especifica dos estimulos ansiogénicos.
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6 CONCLUSAO

Este estudo sugere fortemente que diferentes aspectos do comportamento tipo
ansiedade sdo resultado de alteragdes neuroquimicas diferenciais, baseadas na acdo do
GABA e, principalmente, do glutamato. Ou seja, tanto os resultados comportamentais
quanto os neuroquimicos sdo altamente dependentes do contexto, apoiando a nossa
hipotese inicial. Com isso, acreditamos que a atuacdo do glutamato em A&reas
anatomicamente distintas do cérebro pode estar atreladas aos diferentes aspectos da
resposta a ansiedade. Explorar essa questdo pode abrir novas possibilidades
farmacologicas que considerem a natureza do estimulo aversivo e oferece uma
compreensdo mais profunda da patogénese dos transtornos de ansiedade induzidos pelo
estresse agudo.
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