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CARTA AO LEITOR

A corrupcdo é o verdadeiro genocidio de uma sociedade, e o Gnico meio
de combaté-la é pelo conhecimento. O conhecimento, adquirido pelo povo
por meio da educacio, transformado, multiplicado e compartilhado constroi
uma verdadeira nagdo. Na¢do cujos cidadaos honram, reconhecem e procla-
mam sua patria e seu povo, para todos, em todo lugar, para todo o sempre.

Podemos ser pressionados de todos os lados, mas nao desanimados; pode-
mos ficar perplexos, mas ndo desesperados; somos perseguidos, mas nao
abandonados; abatidos, mas nao destruidos.

Embora exteriormente estejamos nos desgastando, interiormente somos
renovados dia apos dia, pois nossos sofrimentos leves e momentaneos pro-
duzem para nés uma gloria eterna que pesa mais do que todos eles. Assim,
fixamos os olhos ndo naquilo que se vé, mas na gloria eterna que se ha de ter.

Mesmo que esta carta tenha lhe causado tristeza ou estranheza, nio me
arrependo. E possivel que o tenha entristecido, ainda que por pouco tempo.
Agora, porém, me alegro, ndo porque vocé foi entristecido, mas porque a
tristeza o levou ao arrependimento.

A tristeza segundo o amor produz um arrependimento que leva a salva-
¢do e ndo ao remorso, mas a tristeza segundo a mentira produz morte. A
tristeza segundo o perddo produz dedicagio, desculpas, indignacio, temor,
saudade, preocupacdo, desejo de ver a justiga feita! Assim, se lhe escrevi, nao
foi por causa daquele que cometeu o erro nem daquele que foi prejudicado,
mas para que diante do Supremo vocé pudesse ver por si proprio como € a
formacao da natureza humana.

Prof. Rodrigo R. Resende
Presidente da Sociedade Brasileira de Sinalizacao Celular
Presidente Fundador do Instituto Nanocell
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PREFACIO

A colecdo Biotecnologia Aplicada a Satude e Biotecnologia Aplicada a
Agro&lIndustria, elaborada sob a laboriosa e obstinada coordenagio do
Prof. Rodrigo Resende, vem cobrir, em momento oportuno e de forma
ampla, aprofundada e atualizada, toda a tematica multi e interdisciplinar
da biotecnologia. Reunindo centenas de autores, a obra produzida em uma
série de quatro volumes cobre os temas mais atuais da literatura sobre as
técnicas e o conhecimento dessa importante drea técnico-cientifica em lingua
portuguesa. A obra publicada representa, sobretudo, o esfor¢o de uma larga
comunidade de ativos pesquisadores de diferentes institui¢bes que atuam
nos diversos ramos da biotecnologia no Brasil.

Tendo como alvo a comunidade de estudantes de pés-graduacio e tam-
bém de graduagao dos cursos de biotecnologia, biociéncias e areas afins, a
cole¢do também propicia a oportunidade de obtencdo desses conhecimen-
tos de forma sucinta e objetiva por interessados em geral nos assuntos da
biotecnologia, como profissionais do jornalismo, agricultores, empresarios
do setor e pesquisadores de outras dreas do conhecimento, mesmo as mais
distantes dessa temadtica cientifica.

Os autores tiveram o cuidado de abordar aspectos histéricos e basicos de
elaboradas técnicas originarias da biologia, quimica, fisica, informatica e de
outras disciplinas que findaram por desenhar as refinadas técnicas da biolo-
gia molecular e da engenharia genética que sdo os fundamentos da biotec-
nologia moderna. Essa preocupac¢io torna-se densamente interessante para
bem situar os leitores e, sobretudo, os estudantes sobre as perspectivas que a
biotecnologia aplicada pode oferecer no desenvolvimento de novos produtos
e insumos destinados a saude e a agricultura.

O detalhamento de experimentos de bancada, mais simples ou mais com-
plexos, com os diversos tipos de modelos celulares isolados ou mesmo mul-
ticelulares em plantas e animais com técnicas do DNA recombinante, tem
especial interesse para a expansdo do alcance da biotecnologia na produgao
de proteinas terapéuticas, cada vez mais requeridas para o tratamento de
muitas doengas humanas e animais. Na abordagem dos multiplos aspectos
dessas técnicas modernas, os autores exploram as inimeras possibilidades
de aplicacoes biotecnoldgicas, indo da citogenética a producdo de animais
transgénicos e a terapia génica. Em conjunto, essas tecnologias propiciam
alcangar avangos extraordindrios na satude e na agricultura, componentes
socioeconomicos de capital importancia no desenvolvimento do Brasil.
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Em nome da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Supe-
rior (Capes) saudamos a iniciativa do Prof. Resende, perseverante na coor-
dena¢do da obra, e de todos os autores que se debrugaram sobre o respei-
tavel desafio de produzir, nesta extraordinaria empreitada, os quatro livros
que compodem a colecao Biotecnologia Aplicada a Saude e Biotecnologia
Aplicada a Agro&lIndustria, a qual vem oferecer aos nossos estudantes de
graduacdo e de pos-graduacio das areas biomédicas e de tantas outras afins
acesso aos temas mais atualizados da biotecnologia moderna e suas aplica-
¢oOes académicas e praticas.

Jorge Almeida Guimardes
Presidente da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes)



APRESENTACAO

Século do conhecimento

A Biotecnologia é uma das dreas de conhecimento consideradas “por-
tadoras de futuro”. Isso significa que, além de sua relevincia e impacto
para o avango da ciéncia como um todo, o campo também tem potencial
para impulsionar a economia brasileira e para promover maior competi-
tividade e insercdao internacionais. Suas aplicagdes sdo variadas: produtos,
processos e servigcos para setores como saude e agronegdcios estdo entre as
principais contribui¢des da Biotecnologia e todas elas tém impacto na qua-
lidade de vida da populacao.

Como consequéncia, observamos, especialmente nos ultimos anos, o
investimento crescente e a indu¢do de pesquisas na drea. Em Minas Gerais,
por exemplo, o esfor¢co conjunto e a parceria entre governo, academia e
empresas resultaram na instalacio de um dos mais importantes polos de Bio-
tecnologia do pais. De todas as empresas brasileiras de biotecnologia, 30%
estio concentradas na regido metropolitana da capital mineira. E sabido que
ainda existem limitagdes para o total desenvolvimento da drea. O marco
legal que regula a coleta e 0 acesso a recursos genéticos ainda é alvo de dis-
cussdes, assim como os limites éticos das investigacoes.

Por tudo isso, a colecdo Biotecnologia Aplicada a Saude e Biotecnologia
Aplicada a Agro&Industria surge como uma iniciativa pertinente e atual. Os
artigos presentes nos quatro volumes da cole¢do tracam um panorama dos
fundamentos, aplicagdes possiveis de técnicas e diferentes linhas de estudo.
Sua riqueza encontra-se também na variedade de autores: os 100 capitulos
sao assinados por 369 autores, entre pesquisadores de referéncia nacional e
internacional de 78 laboratérios de pesquisa diferentes. Praticamente todos
os programas de pds-graduacdo em Biotecnologia estdo presentes na obra,
tornando-se assim uma fonte de consulta valiosa para estudantes de gradua-
¢ao, pos-graduacao e demais profissionais que desejam conhecer a area.

Mais que apresentar o campo do conhecimento, esta coletinea mostra
também resultados, o que é fundamental para demonstrar que os frutos
dos investimentos em ciéncia, tecnologia e inovag¢ao, apesar de nio serem
imediatos, sao robustos e sustentdveis. Temos afirmado, de forma insistente,
que qualquer pais desenvolvido, economica e socialmente falando, s6 o é
quando tem uma sélida e robusta plataforma nido sé cientifica, mas também
tecnolégica. Exemplos nio faltam na Europa, América do Norte e Asia, com
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destaque mais recente para a Coreia do Sul — pais de pequenas dimensdes
e poucos recursos naturais —, que soube investir na educacdo e em ciéncia e
tecnologia, mudando o patamar de qualidade de vida de sua sociedade.

O Brasil ainda busca seu caminho para se tornar um player no cendrio
cientifico internacional. Indicadores positivos no que se refere a produgio
de conhecimento contrastam com indicadores ruins no campo da inovagao.
O que ¢ certo, porém, é a necessidade de aumentar os investimentos e man-
ter a regularidade dos mesmos nas areas de educagio, ciéncia, tecnologia e
inovagdo. Afinal, se o século XXI é o século do conhecimento, este insumo
sera o diferencial na competi¢ao entre os paises.

Mario Neto Borges
Presidente da Funda¢dao de Amparo a
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (Fapemig)
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ZEBRAFISH

COMO MODELO
PARA ESTUDOS
COMPORTAMENTAIS

Anna Maria Siebel
Carla Denise Bonan
Rosane Souza da Silva

1.1 INTRODUCAO

O zebrafish é um pequeno peixe teledsteo de dgua doce origindrio do sul da
Asia que exibe grande adaptabilidade para a criagio em cativeiro. No Brasil, é
comumente utilizado em atividades de aquarismo, tendo como nome comum
“paulistinha” ou peixe-zebra. O individuo adulto mede de 3 a 4 cm, exibe
dimorfismo sexual marcante, expectativa de vida entre 2 e 4 anos e alta produ-
¢do de ovos por fémea (aproximadamente 200 ovos/postura). A fecundagio se
dd externamente e o embrido se desenvolve de forma rdpida em um ovo trans-
lucido. Tais caracteristicas foram de grande importancia para a popularizacio
inicial do zebrafish como modelo para estudos cientificos, em especial estudos
sobre genética, toxicologia e biologia do desenvolvimento. Pode-se classificar
em trés as grandes vantagens do uso do zebrafish na pesquisa, o baixo custo, o
rapido desenvolvimento e o repertério de ferramentas desenvolvidas que des-
crevem atributos importantes da biologia desta espécie.

A embriogénese do zebrafish ja é bem descrita e definida em sete estagios
bem claros: a fase de zigoto, clivagem, blastula, gdstrula, segmentacao,
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faringula (fase filotipica em que o tubo neural j4 estd formado com as vesicu-
las cefalicas e as respectivas estruturas sensoriais, a musculatura segmentar
e as extremidades, tais como nadadeiras estio presentes, 0 coragao esta na
regidao ventral do corpo, e os arcos branqueais na regido bucal) e eclosdo da
larva, sendo estas fases compreendidas entre as primeiras 72 horas pos-ferti-
lizacdo (hpf)!. Ao final da embriogénese, temos uma larva com morfogénese
praticamente completa, livre natante e que exibe visiveis movimentos ocula-
res, da mandibula e nadadeiras (Figura 1.1)'. A descri¢ao dos estagios pos-
-embridnicos, ou seja, os estagios larvais e de individuo juvenil e adulto, tam-
bém foi realizada detalhadamente com base em aspectos anatdmicos visiveis?.

Zigoto (0,5 hpf)

Blastula (3 hpf)

Segmentagdo (26 hpf) Faringula (31 hpf) Eclosido (50 hpf) Larva (7 dpf)

Figura 1.1 Demonstragdo dos principais estdgios do desenvolvimento do zebrafish ao longo das primeiras 72 horas pos-fertilizado
(desenvolvimento embriondrio) e ao séfimo dia (larva).

O conhecimento detalhado das fases de desenvolvimento do zebrafish
¢ uma ferramenta necessdria para diversos estudos que o assumem como
um modelo animal complementar ao uso de roedores. Diferencas impor-
tantes do desenvolvimento e organizacio corporal do zebrafish em rela-
¢do aos mamiferos devem ser levadas em consideracio, tais como, o fato
destes serem ectodérmicos e ndo exibirem septo cardiaco, pulmdes, entre
outras estruturas®.

Vantagens emergem do uso do zebrafish ao se investigar fases inicias
do desenvolvimento, visto que o conjunto de alteracdes desenvolvimentais
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pode ser visto através do corion e manipulado por estratégias farmacoldgi-
cas ou de bloqueio génico* (Figuras 1.1 e 1.17). Um namero consideravel de
ferramentas tem sido desenvolvido para embasar pesquisas relacionadas a
processos especificos do desenvolvimento e de patologias nos vertebrados.
Ferramentas, tais como mutagénese quimica e insercional, bloqueio génico
transitorio, mutagdes permanentes e transgéneses tém sido parte do con-
junto de ferramentas disponiveis para o uso do zebrafish na pesquisa*. O
estudo do genoma do zebrafish, concluido em 2013, instituiu uma das mais
importantes ferramentas. Tal estudo demonstrou que 71% dos genes que
codificam proteinas no genoma humano sio relacionados a genes encon-
trados no genoma do zebrafish, e que destes, 84% dos genes conhecidos
por serem associados a doengas humanas possuem um gene relacionado em
zebrafish® (Figura 1.2) (Tabela 1.1).

", Peixe-zebra

Figura 1.2 Nimero de genes ortélogos compartilhados entre diferentes espécies. Esquema baseado em Howe et al., 2013.

Tabela 1.1 Comparacdio das principais caracteristicas de diferentes modelos animais.

DROSOFILA CAMUNDONGO ZEBRAFISH
FECUNDACAO nterna nterna Externa
DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAQ Externo Interno Externo
EMBRIAO Ndo fransparente Nio transparente Transparente
PRODUCAO DE FILHOTES 100 ovos/dia 10 filhotes/2 meses 200 ovos/dia
TEMPO ATE IDADE REPRODUTIVA 20 dias 85 dias 60 a 90 dias
MANUTENCAO DIARIA . RS 8,00 RS 0,60

INVERTEBRADO OU VERTEBRADO Invertebrado Vertebrado Vertebrado
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Um repertério de comportamentos é exibido desde fases iniciais do
desenvolvimento de larvas até a fase adulta do zebrafish, fazendo desta
espécie um atrativo para o estudo da funcao cerebral através da analise
comportamental. O zebrafish é capaz de apresentar comportamento de
escape logo apoés a eclosdo!, além da atividade locomotora da larva tam-
bém servir como indicio valido de altera¢des comportamentais. O individuo
adulto exibe comportamento mais complexo, sendo descritas respostas rela-
cionadas a comportamentos de ansiedade, agressividade, intera¢do social,
bem como aprendizado e memoria®?.

Todas estas caracteristicas desenvolvimentais e ferramentas de pesquisas
elaboradas, associadas ao fato de diversos animais poderem ser simultanea-
mente expostos a drogas a partir da simples solubiliza¢do destas na dgua de
moradia dos animais, contribuem para a ascensdo do zebrafish no cenario
da pesquisa cientifica basica. No decorrer deste capitulo, enfatizaremos o
uso do repertério comportamental do zebrafish para estudos toxicologicos
e farmacoldgicos.

1.2 USO DO ZEBRAFISH COMO MODELO:
ORIGENS E AVANCOS EM ESTUDOS COMPORTAMENTAIS

O zebrafish tornou-se um importante organismo modelo em pesquisas
biomédicas gracas, principalmente, ao trabalho desenvolvido por George
Streisinger no inicio da década de 1980°. Ele foi um dos principais cien-
tistas a estudar a neurobiologia com uma abordagem genética utilizando
organismos-modelo, tais como Sydney Brenner, que conduziu estudos com
Caenorhabditis elegans e Seymour Benzer com Drosophila melanogaster.
Na Universidade de Oregon, Streisinger desenvolveu uma série de técnicas
que permitiram a identificacio de mutagdes que afetavam o desenvolvimento
embriondrio em zebrafish' 12,

O potencial do zebrafish como modelo genético nao passou desperce-
bido por outros pesquisadores que ja tinham realizado andlises mutacionais
em grande escala em Drosophila®’®. Em 1993, Christiane Niisslein-Volhard,
que recebeu o prémio Nobel por seu trabalho em Drosophila, iniciou uma
triagem de mutagOes embriondrias padrdo em zebrafish'*. Da mesma forma,
Marc Fishman e Wolfgang Driever comeg¢aram a desenvolver esta triagem
também nos Estados Unidos'. Em 2001, houve o inicio dos estudos de
sequenciamento do genoma de zebrafish pelo Instituto Sanger. Este estudo
foi concluido em 2013, demonstrando que o zebrafish possui 26.206 genes,
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um namero superior ao de qualquer vertebrado ja sequenciado, provavel-
mente resultado do processo de duplicagdo gendmica especifica dos teleds-
teos® (Figura 1.2).

Apesar do avancado conhecimento sobre esta espécie como um modelo
para estudos nas dreas de genética e biologia do desenvolvimento, a utili-
zagdo do zebrafish para estudos na area de neurociéncias e neurobiologia
do comportamento é mais recente. A caracterizacio de modelos animais
alternativos, que permitam andalises moleculares e embriolédgicas, contribui
para um melhor conhecimento dos mecanismos neuroquimicos relacionados
a doencas, bem como no desenvolvimento e triagem de novos medicamen-
tos. Atualmente, muitos estudos sdo realizados nesta espécie para estudar
as bases moleculares da neurobiologia, identificando genes envolvidos na
formagdo de circuitos neuronais!®, no comportamento € nos mecanismos
envolvidos na neuropatogénese!” e em doengas neurodegenerativas, como
Doenca de Parkinson e Doenca de Alzheimer!®.

Tal conhecimento tem permitido o desenvolvimento de estudos sobre os
diversos pardmetros comportamentais em zebrafish. Dentre eles destacam-se
os estudos avaliando a memoria e o aprendizado, sendo que diferentes tipos
de memoria e tarefas tém sido estudados nesta espécie, tais como o condicio-
namento de esquiva ativa'®?’, a tarefa de alternancia espacial®', aprendizado
nao associativo??, aprendizado associativo?®, discriminacio visual®*, esquiva
inibitoria®, aprendizado latente®, aprendizado social®® e labirinto em Y.

Ao estabelecer protocolos comportamentais para um novo modelo ani-
mal, é fundamental levar em conta a sua dindmica social natural. Estudos
tém demonstrado que a preferéncia do zebrafish em se associar com outros
peixes da mesma espécie é inata, mas somente é observado a partir do 30°
dia pos-fertilizagao?”*8. Robert Gerlai e colaboradores tém realizado diver-
sos estudos avaliando o comportamento de formacgao de grupo, conhecido
por shoaling®. O zebrafish apresenta distribui¢oes de polarizacido de grupos
de zebrafish diferenciadas, nas quais grupos de peixes podem se organizar
como “cardumes” (shoaling), que sdo simplesmente agregados de individuos,
ou “escolas” (schooling), em que os agregados de individuos possuem um
movimento sincronizado e altamente polarizado?’. Além disso, foi demons-
trado que os animais ficam mais estressados e apresentam um comporta-
mento variavel, quando testados individualmente, uma vez que rompe com
as estratégias naturais de formagdo de grupo nesta espécie®.

Varias medidas de medo e ansiedade tém sido propostas no zebrafish.
O medo pode ser definido como uma resposta a ameag¢a iminente, que, no
zebrafish, tem sido estudada como reagdes aos predadores e ao feromdnio
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de alarme. Estas reagdes se caracterizam como fuga, movimentos errdticos,
comportamento de congelamento, permanéncia na parte inferior do aquario
e formagdo de cardume?'. Gerlai e colaboradores3? estabeleceram medidas
automatizadas de fuga a partir de imagens animadas de predadores. Além
disso, a preferéncia por ambientes claros ou escuros ¢ uma medida de ansie-
dade, uma vez que os animais adultos preferem um ambiente escuro e evitam
a por¢ao clara do aquario®.

Por sua vez, a ansiedade representa uma resposta a futuras ou possiveis
ameacas, geralmente se manifestando como comportamento de esquiva®'.
Em zebrafish, a altura no aquario pode ser um indicador util de ansiedade,
uma vez que a permanéncia na parte inferior pode ser considerada um com-
portamento do tipo ansioso, enquanto uma permanéncia na parte superior
do aqudrio pode representar um comportamento mais exploratorio e de
menos ansiedade’’. Outro pardmetro importante para os estudos comporta-
mentais em larvas e animais adultos é a analise da atividade locomotora por
explora¢ao de um campo aberto®'. Nesta tarefa, é possivel avaliar diversos
parametros como hiperatividade e movimentos errdticos que podem ser indi-
cadores de ansiedade ou alteracdes no padrdao natatério do animal, como
serd detalhado a seguir.

Portanto, a caracterizacdo do repertério comportamental do zebrafish
¢ uma ferramenta importante para a geragao de triagens comportamentais
em grande escala e para a andlise de como compostos quimicos e firmacos
podem afetar o comportamento desta espécie. Estes testes podem aumentar
a compreensao sobre a neurobiologia e o mecanismo de acao de drogas, bem
como acelerar o ritmo de descoberta de drogas psiquiatricas.

1.3 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS EM LARVAS

Muitas das alteragdes fisiologicas do sistema nervoso central (SNC),
oriundas de privacdes sensoriais de origem olfatéria e visual, alteracdes na
neurogénese e na concentracao de neurotransmissores sao correlaciondaveis
a alteracdes comportamentais. Desta forma, um bom modelo animal deve
ter seu repertério comportamental basal bem detalhado. Para tanto, estudos
comportamentais com zebrafish devem levar em consideragdo a ecologia
desta espécie, bem como, as caracteristicas de cada fase do desenvolvimento.
Imediatamente ap6s uma larva de zebrafish eclodir, ou seja, quatro dias
pos-fertiliza¢dao (dpf), ela exibe atividade locomotora vigorosa e comporta-
mento predatério’. Esta pressdo evolutiva tem como consequéncia o rapido
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desenvolvimento dos sistemas sensoriais e motores. Este comportamento
predatorio simples envolve varios processos neurais, incluindo percepg¢do
visual, reconhecimento, tomada de decisdao e controle motor?’. Tais caracte-
risticas tém sido amplamente exploradas para o estabelecimento de modelos
para o estudo de fung¢des cognitivas subjacentes ao comportamento natural
dos vertebrados, bem como, para a avalia¢ao de firmacos e agentes toxicos
com acdo neural e caracterizagao de modelos de patologias.

Pardmetros simples de locomogao de larvas de zebrafish sio um dos mais
comuns indicadores utilizados na literatura cientifica para contribuir para
o estudo do efeito de agentes toxicos e estabelecimento de modelos®®37. A
distancia total percorrida, a velocidade média, o Angulo de giro, a frequén-
cia de movimento e a durag¢ao total de movimento sao bons exemplos de
parametros locomotores comuns que podem ser avaliados em placas de 96
pogos, permitindo a avaliacdo de diferentes drogas em um nimero amostral
considerdvel por experimento?. Ao se avaliar estes parimetros, duas carac-
teristicas das larvas de zebrafish devem ser consideradas, uma é a locomo-
cao intermitente exibida por larvas de peixe, que consiste em movimentos
discretos em sequéncia, os quais sao interrompidos por curtos periodos
de repouso, caracterizando um nado predatério®’. A outra questdo a ser
considerada é a preferéncia das larvas de zebrafish por ambientes escuros*
(Figura 1.3). Tais caracteristicas inatas foram utilizadas para o aperfeigoa-
mento de modelos comportamentais em larvas de zebrafish, onde a loco-
mogao (distancia percorrida e velocidade média) é medida em momentos
de alternincia de exposi¢do ao ambiente escuro e claro, sendo esperado
que ocorra um decréscimo na locomog¢do na entrada do periodo claro*!*3,
A alteracdo deste padriao normal de resposta a alternincia escuro/claro tem
sido utilizada para a avalia¢do de toxicidade e alteracio comportamen-
tal em respostas a diferentes compostos*>*!. Em situag¢oes especificas como
em crises convulsivas, o aumento da atividade locomotora e de comporta-
mentos estereotipados tipo-convulsio foram acompanhados por registros
eletroencefalograficos em larvas de 6 dpf* (Figura 1.4). Neste estudo, as
alteracoes em respostas locomotoras ao pentilenotetrazol (PTZ) asseme-
lharam-se aquelas vistas em roedores. Entretanto, a locomog¢ao parece ser
menos discriminativa do que os registros eletroencefalograficos, visto que
as respostas a diversos antiepiléticos geraram respostas falso-positivas**.
Adicionalmente, uma importante informag¢ao a ser considerada é relativa
ao comportamento de locomog¢do basal o qual tem sido demonstrado ser
diferenciado entre varias linhagens de zebrafish (por exemplo, AB, TU, Mik,
entre outras)*’*3,
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Figura 1.3 Teste de sensibilidade a estimulo visual em larvas de zebrafish. As larvas sto dispostas de maneira individual em placas de
poliestireno transparentes de até 96 pogos, que sdo preenchidos com meio para embrides. Inicialmente, as larvas permanecem em um
periodo de habituacdo, durante 5 minutos, em ambiente escuro. Apds, induz-se o estimulo através da iluminagdo da placa, seguindo-se
com a alterndncia de periodos claros e escuros. As larvas tm seu comportamento registrado em video durante um periodo determinado.
0 video & analisado em software contendo ferramentas de rastreamento de locomogo.
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Figura 1.4 Eletroencefalograma em larva de zebrafish. A larva é imobilizada em agarose low melting point. O eletrodo é posicionado
no Této Gtico e entdo é feito o registro eletroencefalogrdfico.

A localizagao das larvas nos pogos das placas plasticas também tem sido
um parametro sugerido por alguns autores como semelhante ao visto em
roedores no aparato de campo aberto. Desta forma, larvas de zebrafish pre-
ferem os cantos (tigmotaxia) dos pogos das placas plasticas e esta tem sido
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utilizada como uma medida de ansiedade*. Considerando as habilidades
visuais agucadas das larvas de zebrafish, estudos tém-se utilizado de proje-
¢oes na tela de computador, sendo possivel analisar os parametros de velo-
cidade do nado, comportamento de descanso, distancia entre larvas e tigmo-
taxia (tendéncia dos pequenos organismos a agarrar-se aos objetos com que
se pdem em contato) tanto no comportamento espontaneo quanto em res-
posta ao estimulo aversivo projetado*®. Apesar de o zebrafish ser um animal
de comportamento de cardume e a medida de aproximacdo entre animais
ser utilizada como um indicador de interacdo social, este comportamento
de cardume surge em animais juvenis, nio sendo um parametro confidvel
em larvas’.

1.4 PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS EM LARVAS

1.4.1 Locomog¢ao em larvas

Para avaliar a locomogado de larvas de zebrafish, estas podem ser coloca-
das individualmente em placas de poliestireno transparentes de até 96 pogos
de fundo chato preenchidos com meio para embrides (Figura 1.5). O registro
da atividade locomotora deve ser precedido de uma habituacdo ao poco de,
pelo menos, 5 minutos. Para a selecio dos parametros adequados devem-
-se considerar os aspectos abordados anteriormente sobre as caracteristicas
da locomocio larval. A atividade locomotora pode ser registrada de forma
basal ou seguida de estimulo, em geral tatil ou visual. O uso de estimulo
visual pode ser realizado através de mudangas na iluminag¢io, utilizando
um sistema de tracking (rastreamento) com infravermelho*’” (Figura 1.3). E
possivel se utilizar de uma camara de registro automatizado com controle
de temperatura e ilumina¢do. Nesta abordagem, as larvas sio habituadas
5 minutos em ambiente escuro seguido de registro da locomog¢do em, por
exemplo, 30 minutos em ambiente iluminado seguidos de quatro periodos
de 20 minutos intercalando escuro e iluminacio*. E interessante definir um
limite de pixels ou segundos para considerar um animal imével. A atividade
pode ser registrada como velocidade (m/s) ou como “movimentos totais”,
onde todas as mudancas de pixels de um quadro para outro sio somadas.
O resultado deve ser plotado como, por exemplo, a média das respostas
de movimentos totais das larvas dos 100 segundos aos 300 segundos apos
as luzes serem ligadas e apagadas, a média total do periodo experimental
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e a média da maxima atividade da larva nos primeiros 5 segundos apds a
luz ser ligada*t. Para o estimulo tatil podem ser utilizadas ferramentas tais
como pincéis, ponteiras e agulhas***_ A resposta pode ser registrada como
numero de escapes a partir de circulos concéntricos com circunferéncia de,
por exemplo, 2,5 mm e 6,35 mm (os quais podem ser desenhados em papel
sob placas de vidro como aparato) seguido de uma sequéncia de trinta esti-
mulos com intervalos de 5 segundos. Outra forma pode ser por categoriza-
¢ao em relagdo ao controle, como por exemplo, atividade normal, reduzida
ou resposta ausente, a qual pode ser realizada em placas de doze pogos, as
quais tem tamanho suficiente para permitir que as larvas escapem ao esti-
mulo**4 (Figura 1.6).
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Figura 1.5 Teste de atividade locomotora em larvas de zebrafish. As larvas sdo dispostas de maneira individual em placas de poliestire-
no transparentes de até 96 poos, que sdo preenchidos com meio para embrides. As larvas tém seu comportamento registrado em video
durante periodo deferminado. 0 video ¢ analisado em software contendo ferramentas de rastreamento de locomogdo.
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Figura 1.6 Teste de sensibilidade e estimulo tctil em larvas de zebrafish. As larvas sto dispostas de maneira individual em placas

de poliestireno transparentes de 12 pocos, que sdo preenchidos com meio para embrides. As larvas recebem estimulo tdctil e tem seu
comportamento registrado em video. O pardmetro comportamental analisado é o nimero de escapes apds o estimulo, sendo a resposta
classificada como normal, reduzida ou ausente.
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1.5 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS EM ADULTOS

Recentemente, o zebrafish adulto emergiu como um importante modelo
comportamental para estudos toxicoldgicos, farmacoldgicos e de diferentes
patologias®®32. O SNC do zebrafish adulto apresenta menor complexidade
em relacdo aos mamiferos, porém sua organizacao geral e circuitos neuronais
sdao muito semelhantes®®. Além disso, o zebrafish apresenta os sistemas motor,
sensitivo e enddcrino bem desenvolvidos, alta sensibilidade a alteracoes
ambientais e manipulagoes farmacoldgicas e um amplo espectro de fenotipos
comportamentais conhecidos®***35%, Diferentes estudos evidenciam a sensibi-
lidade comportamental do zebrafish adulto a manipulagdes farmacolégicas,
toxicologicas e ambientais?”52. Agentes farmacol6gicos que interferem na
transmissdo sindptica e na estabilidade da membrana neuronal mostraram,
em zebrafish, efeitos semelhantes aos constatados em humanos, indicando a
existéncia de mecanismos de controle neurolégicos semelhantes®®.

O zebrafish adulto vem sendo empregado como modelo experimental
em estudos de agressividade, comportamento social, medo, aprendizado e
memoria, entre outros®®’7. Acompanhando este avango, diversos protocolos,
como esquiva inibitéria e labirinto em Y tém sido aprimorados e otimiza-
dos para o uso em zebrafish®%2>5>* (Figuras 1.7 a 1.14). A agressividade é
avaliada quantificando o numero de manifestagdes combativas do animal
contra a sua propria imagem refletida em um espelho®®%°. A sociabilidade
do zebrafish é avaliada, entre outros, através de protocolos de shoaling,
nos quais se avalia o nivel de coesao dos animais em cardume®®. As mani-
festacdes de medo podem ser estudadas através da exposi¢ao do animal ao
seu predador natural®. Parametros de aprendizado e memoéria vém sendo
estudados em aparatos de esquiva inibitéria e labirinto em Y desenvolvidos
para zebrafish®”.

1.6 PROTOCOLOS COMPORTAMENTAIS EM ADULTOS

1.6.1 Exposicdo ao predador

Respostas comportamentais associadas ao medo sdo reagOes naturais, de
adaptagao evolutiva e que garantem a sobrevivéncia do animal®2. A resposta
apropriada a um estimulo que representa ameaca ou dor permite que ani-
mais evitem predadores e outras formas de perigo na natureza®’. Respostas
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exageradas ou desorientadas a estimulos de medo podem ser derivadas de
disfun¢des em mecanismos neurobiolégicos envolvidos em respostas com-
portamentais que buscam evitar o perigo®>®!. Em humanos, condi¢des neu-
ropsiquiatricas associadas ao medo exagerado (distirbios de ansiedade e
fobias) ainda sdo patologias sem tratamento ideal, uma vez que os mecanis-
mos bioldgicos envolvidos nestas condigdes ndo estio completamente escla-
recidos®. Sendo assim, a andlise experimental deste comportamento natural
do zebrafish pode fornecer importantes informagdes e nos ajudar a entender
os mecanismos envolvidos em patologias humanas e no efeito de farmacos®.
Os parametros avaliados em protocolos de exposi¢ao de zebrafish ao pre-
dador sdo: distancia do zebrafish em rela¢ao ao seu predador, posi¢dao do
animal no aqudrio (fundo ou superficie) e atividade natatéria. As respostas
comportamentais consideradas indicadores de medo sdo: afastamento do
predador, permanéncia no fundo do aquario, freezing e movimentos errati-
cos? (Figura 1.7).

Figura 1.7 Teste de exposicdo do zebrafish adulto ao seu predador natural. O zebrafish é colocado individualmente em um aqudrio,
em contato visual com o seu predador (colocado no agudrio ao lado), e tem seu comportamento registrado em video durante periodo
determinado. O video é analisado em software contendo ferramentas de rastreamento de locomogdio. Sdo avaliadas a posicdo do peixe
no seu aqudrio (fundo ou superficie), distdncia do zebrafish em relagio ao seu predador e atividade natatéria do zebrafish.

O método inicialmente utilizado para induzir respostas associadas ao
medo em zebrafish envolvia o uso de feromonio de alarme®. Na natureza, os
peixes liberam feromdnios de alarme através da pele quando estdo feridos,
indicando a presen¢a de perigo aos outros animais do cardume®. A maior
dificuldade para o uso de feromdnios naturais em protocolos de pesquisa é
que essa substancia é obtida através de sua extragdo da pele do animal, nao
sendo possivel determinar sua concentra¢do®. Parra e colaboradores esta-
beleceram o uso de uma substancia sintética, a 3 (N)-6xido de hipoxantina,
que tem estrutura quimica semelhante aos feromonios de alarme naturais®®.
Os animais mostraram resposta aversiva quando expostos a substancia,



Zebrafish como Modelo para Estudos Comportamentais

porém, neste caso, nao foi possivel a ativagdo e desativagdo repentina do
estimulo aversivo®.

Verificou-se entao a possibilidade do uso de estimulos visuais. Diferentes
experimentos mostraram que a presen¢a de um predador, mesmo sem con-
tato direto através da dgua, provocava respostas comportamentais carac-
teristicas de medo em zebrafish®”. O uso da exposi¢ao visual ao predador
apresenta vantagens em relagao ao uso de substancias de alarme adiciona-
das a agua, principalmente o maior controle de inicio, término e duragdo
da exposi¢ao?’. Bass e colaboradores avaliaram a resposta comportamental
do zebrafish a diferentes fontes visuais: predador simpdatrico (que habitam
a mesma regido geografica), predador alopatrico (predador de origem geo-
grafica diferente da espécie em estudo) e peixe de espécie inofensiva. O pre-
dador simpatrico do zebrafish, Nandus nandus, também induziu respostas
comportamentais caracteristicas de medo®’.

O uso do predador natural de zebrafish em protocolos de inducido de
medo apresenta uma dificuldade importante: o animal predador pode
variar seu comportamento entre os diferentes experimentos. O fato de o
predador poder estar nadando constantemente em um experimento e com-
pletamente parado em outro pode gerar variagdes de resultado?. Por isso,
buscou-se 0 uso de uma fonte visual constante. Assim, alguns estudos tém
utilizado imagens animadas do predador refletidas no aquario para simular
sua presenca’?®3, Imagens animadas do predador Nandus nandus induziram
as mesmas respostas comportamentais verificadas quando os animais foram
expostos as substancias de alarme ou ao predador®. Assim, concluiu-se que
o estimulo aversivo visual, ou seja, apenas a visio do predador é suficiente
para induzir resposta comportamental caracteristica de medo®>¢’.

1.6.2 Shoaling

A preferéncia por viver em grupos é um comportamento inato do
zebrafish®. Esse comportamento aumenta as chances de sobrevivéncia dos
animais, aumentando a deteccao de predadores e diminuindo as chances de
captura, facilitando a obtencdo de alimento e aumentando as chances
de reprodug¢do®. O termo “shoal” refere-se a cardume: grupo de peixes
que permanecem juntos para intera¢ao social. Alguns autores diferenciam
“shoal” de “school”, que se refere a cardumes nos quais os peixes se movi-
mentam em uma mesma direcdo e de maneira coordenada?®’.
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A avaliacdo da interacdo social em humanos e modelos animais é um
protocolo importante para estudos de comportamento. A diminui¢do na
interacao social pode representar desordens comportamentais, como
autismo®’ e esquizofrenia’®. O protocolo de shoaling é utilizado com fre-
quéncia em estudos com zebrafish e envolve a avaliagdo da distancia entre
os animais, polariza¢ao do cardume (sincronismo de nado) e isolamento
de animais (individuos que permanecem distantes do grupo)” (Figura 1.8).
Estas avalia¢des podem ser feitas de maneira manual, através do registro
de imagens, analise das mesmas por observadores treinados e dimensio-
namento das distancias entre os individuos do cardume ou pelo uso de
softwares que reconhecem cada animal do cardume e acompanham e regis-
tram seu comportamento’!.

Figura 1.8 Teste de shoaling em zebrafish adulto. Cinco animais sdo colocados em um aqudrio e t&m seu comportamento registrado.
A distdncia entre os animais é analisada e considerada parimetro de shoaling.

A anilise destes parametros permite estudos complexos de doengas com-
portamentais, estresse e modulagdo farmacologica em zebrafish®. Miller e
colaboradores analisaram o efeito de drogas de abuso no comportamento
social de zebrafish. A exposi¢ao ao alcool comprometeu drasticamente a
polarizagao do cardume, ou seja, prejudicou a sincronia do nado em grupo,
além de diminuir brevemente a sua coesio. Jd a exposi¢ao dos animais a
nicotina teve efeito leve na sincronia do nado em grupo, porém diminuiu
bruscamente a coesio do cardume”!.

1.6.3 Agressividade

Protocolos de agressividade em zebrafish visam avaliar a resposta com-
portamental do animal a sua propria imagem refletida em um espelho. A
aproximacao do zebrafish a imagem refletida, acompanhada de postura
combativa, indica que o animal tem comportamento agressivo’® (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Teste de agressividade em zebrafish adulto. O zebrafish é colocado individualmente em um aqudrio. Um espelho é
colocado ao fundo do aqudrio em um dngulo de 22.5°, de maneira que somente uma das bordas do espelho permaneca em contato
com o aqudrio. A imagem do proprio animal é refletida no espelho, parecendo maior quando o animal se posicional préximo @ borda
que toca 0 aqudrio. O posicionamento dos animais no aqudrio e sua postura corporal so avaliados como pardmetros de agressividade.

Neste protocolo, o zebrafish é colocado individualmente em um pequeno
aquario (30 cm de comprimento, 15 ¢cm de altura e 10 cm de largura). Um
espelho é colocado em um dos lados do aquario, com inclinacio de 22,5°
em relacdo a parede. O espelho é colocado de maneira que sua borda verti-
cal esquerda encoste-se a lateral do aquario enquanto a borda vertical direita
fique longe da lateral. Assim, quando o peixe nadar para o lado esquerdo do
aquario, sua imagem vai parecer muito proxima a ele. Neste tipo de experi-
mento, 0s animais tém seu comportamento registrado em video durante 60
segundos (apds 30 segundos de habituacdo) e novamente por 60 segundos,
ap6s 10 minutos de habitua¢ao®®. Durante a andlise do video, o aquario é
dividido por linhas verticais em quadrante esquerdo (o quadrante do espe-
lho, com 3 ¢m de comprimento) e quadrantes direito (o restante do aquario).
O quadrante do espelho é subdividido em drea de contato ao espelho (area
de 0,5 cm junto ao espelho) e zona de aproximacdo (drea de 2,5 cm apos a
area de contato). A entrada dos animais na por¢io esquerda do aquario indica
busca por aproximacdo ao “oponente”, enquanto a entrada na porcio direita
do aquario indica que o animal estd evitando a aproximacdo. O tempo que
o animal despende em cada segmento € registrado e analisado. Além disso, é
registrado o tempo em que o animal permanece com aparéncia agressiva, que
¢ definida como postura corporal na qual o zebrafish mantém suas nadadeiras
eretas. Esta postura frequentemente esta associada como movimentagio corpo-
ral ondulatéria e pequenas batidas com a nadadeira caudal. O comportamento
agressivo também é marcado por episédios de nado rapido e em direcdo ao
“oponente”, além de tentativas de “morder” o espelho’®.

Gerlai e colaboradores avaliaram respostas de agressividade em zebrafish
verificando sua modulacido pela exposi¢ao ao alcool. Animais que foram
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tratados com alcool a 0,25% demonstraram tendéncia a aproximacio ao
“oponente”, mostrando-se agressivos, ja os animais que nao receberam
alcool evitaram a aproximacdo, e os animais que receberam dlcool a 1%
nadaram aleatoriamente, desconsiderando o “oponente”’s,

1.6.4 Interacao social

Quando o zebrafish é exposto a imagem do seu predador, a resposta com-
portamental envolve manifestacdes de medo. Quando um tunico zebrafish é
exposto a sua imagem refletida em um espelho, os parametros comporta-
mentais refletem manifestacoes relacionadas a agressividade do animal®.
De maneira distinta aos protocolos anteriores, a exposi¢ao do zebrafish a
um cardume de peixes de sua espécie reflete manifestacdes comportamentais
relacionadas as preferéncias sociais do animal®®.

O protocolo de interag¢do social proposto por Gerlai e colaboradores prevé
a exposi¢ao concomitante do zebrafish a um aqudrio vazio e a um aqudrio esti-
mulo (contendo um grupo de peixes), com o objetivo de avaliar a preferéncia
dos animais, que tém a opg¢iao de aproximar-se a0 aqudrio vazio ou ao aquario
estimulo®® (Figura 1.10). O aparato consiste em um pequeno aquario, de 30 cm
de comprimento, 10 cm de largura e 15 cm de altura. O uso de aqudrios de medi-
das ja padronizadas é importante para que nio ocorra a influéncia do tamanho
dos aquadrios na resposta apresentada pelo zebrafish. Aquarios muito pequenos,
por exemplo, poderiam induzir a aproximagao dos animais ao aqudrio estimulo.
Em um lado é colocado um aquario vazio e, ao outro lado, um aquario contendo
quinze zebrafish. Um grupo de cinco zebrafish é colocado no aquario central e
seu comportamento é registrado em video. Espera-se 30 segundos para a aclima-
ta¢ao do animal ao aparato e, entdo, realiza-se a andlise durante 10 segundos’®.
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Figura 1.10 Teste de inferacdo social em zebrafish adulto. Um grupo de 5 zebrafish é colocado em um aqudrio central (aqudrio-teste).

Em um lado do aqudrio-teste é colocado um aqudrio contendo um grupo de 15 zebrafish (aqudrio-estimulo). No outro lado, € colocado
um aqudrio vazio. O comportamento social do grupo de animais em teste ¢ avaliado conforme sua proximidade com o aqudrio-estimulo.

Na analise do video, o aquario central, que contém os animais que estao
sendo testados, é dividido ao meio. O tempo de permanéncia dos animais em
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cada quadrante é analisado. A maior permanéncia no quadrante ao lado do
aquario estimulo indica maior interagdo social. Ja a maior permanéncia ao
lado do aquario vazio indica menor interacao’®®. A entrada ou permanéncia
no quadrante préximo ao aqudario estimulo é considerada somente quando
ocorre a presenca de dois ou mais animais. A presen¢a de somente um animal
¢ desconsiderada’®. Quanto maior a permanéncia dos animais na por¢ao do
aparato proxima ao aquario estimulo, maior é o indice de interag¢do social®®.

Em teste de interacdo social em zebrafish, Seibt e colaboradores verifica-
ram que animais tratados com MK-801 (utilizado para induzir sintomas de
esquizofrenia em modelos animais) apresentaram uma diminui¢do na inte-
racao social, efeito que foi revertido pelo tratamento com antipsicoticos
atipicos (sulpirida e olanzapina)’.

1.6.5 Labirintoem Y

O protocolo de labirinto em Y para zebrafish foi estabelecido por Cog-
nato e colaboradores e é utilizado para estudos de aquisi¢ao e consolida¢do
de memoéria em zebrafish adulto. Para o estabelecimento do protocolo, veri-
ficou-se primeiramente o comportamento exploratorio do zebrafish, confir-
mando a tendéncia dos animais em explorar ambientes novos’.

O aparato labirinto em Y para zebrafish consiste em um aqudrio de vidro,
com trés bragos de tamanhos iguais (25 cm de comprimento, 8 cm de largura e
15 c¢cm de altura). Cognato e colaboradores estabeleceram as medidas do apa-
rato baseadas no tamanho corporal do zebrafish, de maneira a nao tornar muito
longas as distancias a serem percorridas e a ndo induzir a entrada do zebrafish
em algum brago do aparato’. As paredes do aparato sdo pretas (para impedir
influéncias visuais do ambiente externo), enquanto o fundo do mesmo é branco
(para garantir o contraste entre o peixe e o aparato, permitindo a analise através
do software Any-Maze). As pistas visuais consistem em figuras geométricas bran-
cas (quadrado, tridngulo e circulo) dispostas na parede de cada braco’.

Este protocolo consiste em sessoes de treino e teste, as quais os animais sao
submetidos individualmente. Na sessao de treino, um dos bragos do aparato
permanece fechado, impedindo a entrada do animal nesta parte do aquario.
Nesta sessdo, o zebrafish é simplesmente colocado no aparato, onde permanece
durante 5 minutos nadando livremente pelos dois bragos abertos. Apés um
intervalo de 1 a 6 horas (conforme o objetivo do estudo), o animal é submetido
ao teste. Nesta sessao, todos os bragos do aparato estdo abertos. O numero
de entradas e o tempo despendido em cada brago sio registrados, assim como
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parametros de atividade natatéria (tempo imével, distancia percorrida, entre
outros). O numero de entradas e o tempo despendido no brago novo indica o
indice de exploracdo do ambiente novo, sendo o parimetro indicador de res-
posta a novidade e a memoria espacial® (Figura 1.11).

Figura 1.11 Teste de labirinto em Y para zebrafish adulto. O aparato consiste em um aqudrio com 3 bragos de tamanhos iguais. Na
sessdo de treino, um dos bragos permanece fechado, permitindo que o animal nade somente nos dois bracos restantes. Na sessio de
teste, a barreira que isola um dos bragos ¢ refirada, introduzindo um “novo” brago ao aparato.

Os experimentos com labirinto em Y em zebrafish mostraram que, durante
os testes, os animais despenderam mais tempo no compartimento novo do
aparato, mostrando aquisi¢do e consolidacdo de memoéria. Além disso, os para-
metros de memoria foram sensiveis a manipula¢ido farmacoldgica. A aquisi-
¢do da memoria foi prejudicada pelos tratamentos com o antagonista NMDA,
MK-801, e o antagonista colinérgico, escopolamina. Ja a consolidacdo da
memoria foi prejudicada pelos antagonistas de receptores NMDA, MK-801°.

1.6.6 Esquiva inibitéria

Para o estabelecimento do protocolo de esquiva inibitoria, verificou-se
primeiramente a capacidade do zebrafish adulto distinguir compartimentos
claro e escuro. Apds, confirmou-se a preferéncia do zebrafish pelo ambiente
escuro, no qual o animal despende maior periodo durante seu comporta-
mento natural. O protocolo de esquiva inibitoria em zebrafish foi estabe-
lecido por Blank e colaboradores e mostrou-se eficiente para estudos de
memoria em zebrafish adulto. A memoria adquirida pelo zebrafish apos a
sessdo de teste deste protocolo é evidente, duradoura e sensivel ao antago-
nista de receptores NMDA, MK-801, mostrando que este protocolo pode
ser eficiente em estudos farmacoldgicos, toxicologicos e que visam analisar
mecanismos envolvidos em doengas neuronais®.

O aparato de esquiva inibitoria para zebrafish consiste em um pequeno
tanque dividido ao meio em dois compartimentos, claro e escuro, por uma
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barreira divisoria. O lado definido como claro tem as paredes laterais, fundo
e seu lado da divisoéria revestido por adesivos brancos. O lado definido como
escuro recebe o mesmo revestimento, porém na cor preta. O nivel da dgua
no aparato ¢ mantido em 3 c¢cm para permitir que os peixes explorem o
ambiente. O compartimento escuro contém dois eletrodos ligados a uma
fonte de 8 V, que geram um choque de 3 = 0,2 V* (Figura 1.12).

Figura 1.12 Aparato de esquiva inibitdria para zebrafish adulto. O aqudrio é dividido em 2 compartimentos, claro e escuro, por uma
barreira divisoria. O compartimento escuro contém 2 eletrodos ligados a uma fonte de 8V, que geram um choque de + 0,2V. A barreira
divisoria pode ser elevada, permitindo que o animal transite do compartimento claro para o escuro.

Este protocolo consiste em sessoes de treino e teste, a0s quais 0s animais sao
submetidos individualmente. Nas duas sessoes, o zebrafish é colocado no com-
partimento claro enquanto a barreira divisoria esta fechada. Ap6s 1 minuto de
familiarizacdo ao ambiente, a divisoria é elevada em 1 centimetro, permitindo
que o animal nade até o compartimento escuro (pelo qual tem preferéncia).
Na sessdo de treino, assim que o animal passa completamente para o lado
escuro do aparato, ele recebe um choque durante 5 segundos. Apés este treino,
o zebrafish é removido do aparato e colocado em seu aquario de moradia. A
sessao de teste ocorre 24 horas ap0ds o treino, quando sio realizados os mes-
mos procedimentos, porém sem a indu¢do de choque. O animal é novamente
colocado no compartimento claro onde permanece em um periodo de fami-
liarizacdo de 1 minuto. Entdo a barreira divisoria é aberta e o tempo em que
o animal demora a passar para o lado escuro é contabilizado. O tempo que o
animal demora a passar do lado claro, onde foi colocado, para o lado escuro,
apOs a abertura da barreira, é cronometrado nas sessdes de treino e teste. A
laténcia para passagem do animal para o lado escuro na sessao de teste € utili-
zada como indice de retencio de memoria®.
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Em modelo de esquizofrenia induzido por MK-801 em zebrafish, Zala e
colaboradores mostraram através de protocolo de esquiva inibitoria que o
tratamento com MK-801 induziu déficit de memoria em zebrafish, efeito que
foi totalmente revertido pela administracdo aguda de antipsicoticos atipicos
(sulpirida e olanzapina)”.

1.6.7 Spinning Task

O Spinning Task é um protocolo estabelecido por Blazina e colaboradores e
tem o objetivo de analisar a coordena¢do motora e resisténcia em zebrafish. Este
protocolo consiste na manuteng¢ao do zebrafish em um aparato circular contendo
agua em movimento. Blazina e colaboradores verificaram que o zebrafish adulto
tem como comportamento natural o nado constante contra a corrente’.

O aparato de spinning task consiste em um aquario redondo de 1 litro
disposto sobre um agitador magnético que, quando ligado provoca a movi-
mentagao circular da agua. Esse aparato é coberto por uma estrutura de reves-
timento preto, para impedir interferéncias visuais externas no comportamento
do animal” (Figura 1.13).

Figura 1.13 Teste de Spinning Task para zebrafish adulto. Neste teste, o animal é mantido em um aparato circular contendo dgua em
movimento. O movimento da dgua ¢ produzido por agitador magnético. O aparato é coberto por uma estrutura de revestimento prefo.

Para a realiza¢do do experimento, os animais siao colocados individualmente
no aparato e tem sua atividade natatéria registrada em video durante 3 minu-
tos. Blazina e colaboradores avaliaram os efeitos de diferentes drogas que apre-
sentam efeito na coordenacao motora em humanos. Os animais tratados com
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etanol, clonazepam, 4cido valproico e haloperidol tiveram declinio no tempo de
nado contra a corrente, mostrando menor coordenagio e resisténcia’.

1.7 TESTE DE CAMPO ABERTO

O campo aberto é um teste frequentemente utilizado em andlises de
comportamento animal em pesquisa basica. Em estudos com zebrafish, este
teste consiste basicamente em colocar o animal em um aquario simples, de
cor uniforme, sem divisorias ou estimulos e analisar o seu comportamento
durante um intervalo de tempo’!. Neste experimento, o zebrafish pode nadar
livremente em um aqudrio enquanto tem sua atividade natatéria registrada
em um video, para andlise posterior. O video registrado é analisado através
de softwares contendo ferramentas de rastreamento de locomog¢ao, como
Any-Maze, ViewPoint, TopScan e Ethovision**. O tempo de teste pode variar
de poucos minutos a horas, conforme o objetivo do estudo’’-**.

Em andlises de comportamento de zebrafish em campo aberto sdo consi-
derados diferentes parametros: distancia percorrida, velocidade média, per-
manéncia no fundo ou topo do aquirio, movimentos erraticos e freezing
(corpo completamente imovel), entre outros. O comportamento natural do
zebrafish em campo aberto é caracterizado por atividade natatéria cons-
tante, de maneira a explorar o aquario como um todo (Figura 1.14). O
comportamento tigmotaxico (explora¢do do ambiente através das vibrissas)
¢ frequente, despendendo de 60% a 75% do tempo em testes de 10 minu-
tos. No primeiro minuto, os animais costumam permanecer 70% a 85%
do tempo no fundo do aquario, preferéncia que é reduzida com o passar do
tempo e nao mais identificada ao décimo minuto. Manifestagoes de freezing,
saltos e movimentos errdticos sio pouco observadas em condi¢des naturais
do zebrafish. Normalmente, observa-se freezing em 3 a 5% do tempo, pou-
cos episddios de movimentos erraticos e nenhum salto”.

Figura 1.14 Teste de campo aberto para zebrafish adulto. O zebrafish é colocado em um agudrio simples, de cor uniforme, sem divisdria
ou estimulos e tem seu comportamento registrado em video. Durante a andlise, o aqudrio é dividido ao meio em duas dreas, topo e
fundo, para a andlise da posicto do animal na coluna de dgua.
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O teste de campo aberto é utilizado principalmente quando se tem o
objetivo de analisar manifestagbes comportamentais de ansiedade e estresse
e também o efeito de farmacos™. Atividade exploratéria diminuida, aumento
da permanéncia no fundo do aquario e ocorréncia de movimentos errati-
cos com maior frequéncia sio indicadores de ansiedade ou estresse, induzi-
dos por diferentes fatores’***74, Estas manifesta¢cdes comportamentais sao
sensiveis a diferentes firmacos. O tratamento do zebrafish com farmacos
ansioliticos, como benzodiazepinicos, levou ao aumento da atividade explo-
ratoria®*. Além disso, animais tratados com tranilcipromina e fluoxetina
despenderam mais tempo no topo do aquario e diminuiram sua atividade
locomotora, efeito caracteristico do aumento da sinaliza¢do serotonérgica’.

1.8 POSSIBILIDADES TERAPEUTICAS

As diversas vantagens do uso do zebrafish descritas neste capitulo o levam
a ser uma ferramenta atrativa para a triagem de drogas e os ensaios pré-cli-
nicos, em especial em tempos de limitacio do uso animal para situag¢des
como estas, as quais o uso animal é absolutamente necessario. Um grande
numero de tecnologias é disponivel para o uso do zebrafish em fases pré-
~clinicas, tais como a disponibilidade de bibliotecas de mutantes, knockouts
temporarios, mapa fisico e genético e a sequéncia gendémica*’. Triagens
genéticas em zebrafish sio muito atrativas, visto que conseguem de forma
sistematica identificar o papel de determinado gene em determinadas pato-
logias. Milhares de diferentes mutantes de zebrafish tém sido identificados,
sendo centenas destes clonados e utilizados em sua maioria para o estudo
durante as fases de desenvolvimento, permanecendo em muitos casos inci-
piente as informacdes sobre o papel de tais genes em situacdes patologicas”.
Para gerar mutantes, é frequente o uso de etilnitrosoureia (ENU), o qual
induz mutag¢oes pontuais em machos de zebrafish. Como o zebrafish é rela-
tivamente resistente a toxicidade da ENU, sua utilizacdo leva a altas taxas
de mutagénese [ocus especifica quando comparada a outros vertebrados’®.
Como exemplos de triagem genética relacionada a patologias utilizando
zebrafish, pode-se citar a identificacdo de genes relacionados as doencas
policisticas renais, doencas do metabolismo lipidico, doengas relacionadas a
regeneracao tecidual, doencas cardiacas, anemias, cancer, distrofia muscular,
porfirias, entre outras**°,

Enquanto estratégias de descoberta de drogas baseadas no direciona-
mento especifico ao alvo podem nido necessariamente modificar o curso da
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patologia, aquelas estratégias baseadas na descoberta de drogas que modifi-
cam o fenoétipo da patologia sem se preocupar em um primeiro momento no
alvo especifico parecem bastante promissoras. Considerando a transparéncia
dos embrides de zebrafish, a descricao fenotipica procedente das manipu-
lacoes genéticas ou mediadas por drogas pode ser visualizada por simples
observagdo sob microscopio, além de poder ser melhor caracterizada com o
auxilio de tecnologias de marcacido de proteinas por fluorescéncia de forma
orgao/tecido-especifica. Outras caracteristicas deste modelo que sdo impor-
tantes para a abordagem fenotipica é a possibilidade de uma exposi¢ao do
organismo completo utilizando uma quantidade total de drogas considera-
velmente menor do que aquela que seria necessdria para a mesma aborda-
gem utilizando mamiferos.

A associagao de zebrafish mutantes com a abordagem fenotipica para o
descobrimento de drogas pode ser ilustrada pela descoberta de dois com-
postos, GS4012 e GS3999, os quais influenciam a vasculogénese ou angio-
génese. Tais compostos recuperam defeitos adrticos em vez de promover
vascularizac¢do colateral em um mutante de zebrafish que apresenta defeitos
vasculares, chamado fenétipo Gridlock’.

Os morfolinos (MO), os quais sdo derivados sintéticos do DNA, sio as
principais ferramentas de knockdown da funcdo de genes utilizadas em
zebrafish. Isso se deve ao fato de que MO possuem baixo risco de alvos
errdneos, facilidade de utilizacido e estabilidade em sistemas bioldgicos”.
A eficiéncia dos MO ¢€ alta até 50 hpf (horas pos-fertilizagdo) e, por este
motivo, o papel individual de muitos genes no processo de desenvolvimento
foram determinados por esta técnica utilizando zebrafish como modelo ani-
mal*”7. A reducdo sistematica da funcdo de genes de forma especifica parece
ser uma estratégia interessante ao se avaliar caracteristicas fenotipicas de
determinada patologia que podem ser retardadas ou prevenidas pela supres-
sdo tempordria dos genes suprimidos®.

Em se tratando da andlise toxicoldgica per se, existe a necessidade de
validar o modelo do zebrafish para o uso de compostos cujos efeitos ja sao
conhecidos em roedores. Para tanto, Ali e colaboradores’ analisaram o feito
de uma gama de sessenta compostos sobre a sobrevivéncia de embrides de
zebrafish e determinaram as concentracoes letais para tais compostos, além
de compara-las aquelas encontradas em roedores. Tal estudo confirma o alto
grau de predi¢do dos ensaios toxicolégicos utilizando embrides de zebrafish
com relacido aqueles efeitos conhecidos em roedores.

Considerando o ponto de vista terapéutico, o zebrafish nio podera substi-
tuir aquelas terapias dependentes de intervengdes cirirgicas ou remodelagens
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teciduais. Entretanto, a possibilidade de se avaliar a toxicidade e o potencial
terapéutico de determinadas drogas em larga escala é a vantagem mais pro-
missora do uso do zebrafish.

1.9 MODELOS FARMACOLOGICOS DE DOENCAS QUE ALTERAM
O COMPORTAMENTO

1.9.1 Doenca de Parkinson

Regides especificas do cérebro do zebrafish podem ser relacionadas e,
muitas vezes, sdo bastante conservadas quando comparadas com regides
cerebrais de humanos. Por exemplo, sugere-se que o telencéfalo ventral
de zebrafish pode ser uma regidao homoéloga ao estriado em mamiferos. O
sistema dopaminérgico foi caracterizado e neurdnios dopaminérgicos sio
encontrados principalmente no bulbo olfatério, regido pré-otica, retina e
diencéfalo ventral”. Varios genes ortologos associados a Doenca de Par-
kinson foram encontrados no zebrafish, incluindo Parkin, pink1, dj-1, e
LRRK2. A utilizagao de técnicas de MO e/ou superexpressdo destes genes
sugere que eles conservem fung¢des importantes no desenvolvimento e sobre-
vivéncia de neurénios dopaminérgicos!®.

A maioria dos casos de Doenga de Parkinson sdo formas esporadicas, o que
pode sugerir um papel para fatores ambientais ou interagcdes gene-ambiente
mais complexas. Estudos epidemioldgicos sugerem que a exposi¢ao a agentes
ambientais, como inseticidas, herbicidas, raticidas, fungicidas e fumigantes
pode também aumentar o risco de desenvolvimento da Doenga de Parkin-
son®’. Algumas destas toxinas, geralmente inseticidas, piscicidas e pesticidas,
como 6-hidroxidopamina (6-OHDA), rotenona, paraquat ou 1-metil-4-phe-
nil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) sdo conhecidas na area cientifica por
induzirem a perda de neurdnios dopaminérgicos®#2, criando modelos ani-
mais que sao capazes de mimetizar as manifesta¢des clinicas da Doenca de
Parkinson, como bradicinesia (lentidio anormal dos movimentos), rigidez
e tremor de repouso®. O MPTP pode interromper o complexo I da cadeia
transportadora de elétrons em mitocdndrias, o que acabara por resultar em
morte celular. No adulto, o MPTP induziu uma passageira diminui¢do nos
niveis de dopamina, assim como altera¢des comportamentais®?. Estudos em
larvas de zebrafish mostraram uma significativa reducdo dos neurdénios dopa-
minérgicos no diencéfalo ventral apds tratamento com MPTP34,
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Anichtchik e colaboradores testaram MPTP ou 6-OHDA em zebrafish
adulto. Inje¢oes sistémicas destas toxinas ndo alteraram o nimero de neur6-
nios dopaminérgicos, mas houve diminui¢ao das concentragdes cerebrais de
dopamina e noradrenalina. Os autores também relataram diminui¢dao da
velocidade do nado e diminuig¢do da distancia percorrida ap6s administragao
destas toxinas®. Bretaud e colaboradores®' observaram alteracdes no nado
ap6s administragao de rotenona e paraquat em zebrafish em idade larval e
adulta. Além disso, dois estudos demonstraram a diminui¢ao dos neurdnios
dopaminérgicos em embrides de zebrafish tratados com MPTP e o efeito
protetor de dois farmacos (L-deprenil e selegilina) usados no tratamento da
Doenca de Parkinson®83,

1.9.2 Epilepsia (crises convulsivas)

O zebrafish também tem se mostrado um eficiente modelo experimental
para o estudo da epilepsia e firmacos antiepilépticos. Neste modelo, crises
convulsivas, que caracterizam a epilepsia, sao induzidas pela exposicao do
zebrafish a agentes convulsivantes e apresentam aspectos caracteristicos de
crises convulsivas em humanos: descargas neuronais excessivas e alteragoes
comportamentais progressivas, tanto em larvas quanto em animais adul-
tos*$8, Além disso, larvas e animais adultos apresentam resposta a firmacos
antiepilépticos*+8%%,

Devido a sua habilidade de provocar crises convulsivas generalizadas,
comportamentalmente evidentes e bem caracterizadas em diferentes espécies,
o antagonista gabaérgico PTZ (Pentilenetetrazol) tem sido o principal agente
convulsivante utilizado para inducdo de crise convulsiva em zebrafish®'. No
modelo de inducio de crise convulsiva através da absorcao de PTZ adicio-
nado a agua, os niveis deste convulsivante no encéfalo do zebrafish depen-
dem da concentracdo e tempo de exposicio do animal a droga, perfil similar
ao verificado em modelos de injecio de PTZ em roedores®.

A avaliacdo de crises convulsivas em zebrafish é realizada através da ana-
lise de diferentes pardmetros, comportamentais e fisiologicos. Parametros
comportamentais envolvem a andlise da atividade locomotora dos animais
e a observa¢do da ocorréncia, frequéncia, duragdo e laténcia para o inicio
de diferentes manifestagbes comportamentais caracteristicas de crises con-
vulsivas®®#, A andlise por eletroencefalograma (EEG) confirma a ocorréncia
de crise convulsiva no modelo experimental, conforme a evidéncia de mani-
festagao das fases interictal, ictal e pos-ictal**#¢%7, Além disso, as analises
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podem ser complementadas pela avaliacio da expressdo génica de c-fos
(marcador de atividade neuronal) e teste de niveis de cortisol (marcador de
resposta endocrina)’®2,

Baraban e colaboradores estabeleceram o modelo de crise convulsiva em
larvas de zebrafish, identificando pardmetros comportamentais, eletroence-
falograficos e de expressdo génica. Larvas de zebrafish expostas ao agente
convulsivante PTZ apresentaram alteragdes comportamentais progressivas
caracterizadas pela ocorréncia de trés estagios claramente distintos: estagio
1 (aumento da atividade natatéria), estagio 2 (nado rapido e em circulos) e
estagio 3 (convulsdo clonica, perda de postura e permanéncia imével durante
1 a 3 segundos). A analise por EEG mostrou padroes eletroencefalograficos
correspondentes as fases interictal (descargas neuronais breves e de baixa
amplitude), ictal (descargas neuronais de grande amplitude e longa duragio)
e pos-ictal (atividade neuronal reduzida) da crise convulsiva. Além disso, a
exposi¢ao ao PTZ elevou a expressdo do gene c-fos em larvas de zebrafish®®.

O estudo de farmacos antiepiléticos utilizando larvas de zebrafish tem
se mostrado extremamente eficiente devido a sua capacidade de absorg¢ido
de compostos adicionados a dgua dispensar o uso de tratamentos invasivos,
além da possibilidade de serem mantidas em pequenos volumes de dgua, o
que permite maior economia de drogas. Essas caracteristicas nos permitem
realizar estudos in vivo em um grande niumero de animais, bem como em
diferentes linhagens de zebrafish, o que torna este teleésteo uma atraente
ferramenta para o estudo em grande escala de firmacos antiepilépticos®”*3.
Berghmans e colaboradores mostraram que durante a exposi¢ao de larvas de
zebrafish ao PTZ hda um aumento da atividade locomotora evidenciado pelo
aumento da distancia percorrida pelos animais. Porém, animais tratados
com farmacos antiepilépticos classicos, como carbamazepina, gabapentina e
fenitoina, antes da exposi¢do ao PTZ, nao tiveram alteracdes em sua ativi-
dade natatéria quando comparados aos animais controle®”. Baraban e cola-
boradores também evidenciaram a resposta do zebrafish aos fairmacos antie-
pilépticos. A adi¢cao de farmacos antiepilépticos cldssicos ao meio contendo
PTZ apresentou efeito neuroprotetor. Animais que foram tratados com 4cido
valpréico, fenitoina e diazepam, por exemplo, tiveram menor incidéncia de
descargas neuronais quando comparados aos animais que foram expostos
ao PTZ sem tratamento farmacologico®®. Afrikanova e colaboradores rea-
lizaram protocolo semelhante com drogas antiepilépticas, porém avaliando
a resposta eletroencefalografica dos animais durante a exposi¢ao ao PTZ.
Este estudo confirmou a menor atividade locomotora dos animais pré-trata-
dos com farmacos e menor incidéncia de descargas neuronais, porém estas
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respostas ndo foram correspondentes em todos os tratamentos. Estes resul-
tados confirmam a resposta das larvas de zebrafish a farmacos antiepilép-
ticos, porém alertam para o uso do parametro “distancia percorrida” como
medida de crise convulsiva em zebrafish**.

O estudo de crises convulsivas em zebrafish adulto segue protocolos seme-
lhantes aos utilizados em larvas. A andlise de manifesta¢bes comportamen-
tais caracteristicas de crises convulsivas é comumente realizada conforme
protocolo proposto por Baraban e colaboradores para larvas de zebrafish,
uma vez que os estdgios mais robustos da crise convulsiva sdo semelhantes
em animais adultos e larvas®**. Um estudo recente prop0s a caracterizacao
das crises convulsivas conforme a ocorréncia de 6 estdgios distintos. Animais
adultos expostos ao PTZ apresentaram aumento da atividade natatoria e
movimentos operculares acelerados (estdgio 1), nado explosivo, com movi-
mentos errdticos (estagio 2), movimentos circulares (estagio 3), manifesta-
¢oes clonicas (estagio 4), queda para o lado e rigidez corporal (estagio 5) e
morte do animal (estagio 6)%.

Exames de eletroencefalograma em zebrafish adultos expostos ao PTZ
mostraram a ocorréncia de atividade neuronal caracteristica de crises con-
vulsivas em humanos e semelhante ao verificado em larvas de zebrafish. Foi
possivel identificar a ocorréncia das fases basal, pré-convulsiva, convulsiva
e pos-convulsiva através do eletroencefalograma®’.

Quando expostos ao PTZ, animais pré-tratados com gabapentina, feni-
toina e acido valproico demoraram mais tempo para atingir cada um dos
trés estagios caracteristicos de crises convulsivas (conforme protocolo pro-
posto por Baraban e colaboradores) quando comparados aos animais que
nao receberam pré-tratamento, o que mostra que zebrafish adultos também
apresentam resposta aos farmacos antiepilépticos. Este resultado mostra que
o pré-tratamento com farmacos antiepilépticos atrasa o desenvolvimento de
crises convulsivas®. Em animais adultos, o pré-tratamento com acido val-
proico teve efeito anticonvulsivante e preveniu déficits cognitivos causados
pela exposicdo ao PTZ’*. Mussulini e colaboradores mostraram diminuigao
na severidade das crises convulsivas e também na mortalidade dos animais
pré-tratados com diazepam em comparac¢ao a animais que foram direta-
mente expostos ao PTZ38.

Além da exposi¢do ao PTZ, outros modelos farmacolégicos de indugio
de crise convulsiva tém sido utilizados em zebrafish, como exposiciao do ani-
mal ao acido cainico (agonisa do receptor de cainato), cafeina e picrotoxina
(bloqueador dos canais de cloro ativados pelo dcido gama-aminobutirico,
GABA). Animais adultos tratados com acido cainico apresentaram crises
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convulsivas evidentes, que foram inibidas pelo pré-tratamento com anta-
gonistas glutamatérgicos®™. O tratamento de zebrafish adultos com cafeina
e icrotoxina provocou episédios de hiperatividade, espasmos musculares e
manifesta¢cdes comportamentais caracteristicas do estdgio tonico-clonico de
crises convulsivas®.

1.10 PSICOFARMACOS

Embora modelos animais como zebrafish ndo sejam capazes de mimeti-
zar plenamente todos os aspectos de um disturbio cerebral complexo, seus
atributos tornam os paradigmas experimentais aqudticos uma ferramenta
valiosa na pesquisa psicofarmacoldgica. Portanto, isto torna os modelos de
zebrafish particularmente adequados para a descoberta de farmacos e tria-
gem de psicofarmacos.

Recentemente, Rihel e colaboradores® avaliaram o efeito de 3.968
compostos sobre a atividade locomotora em larvas de zebrafish, encon-
trando caracteristicas comportamentais especificas para muitas classes de
psicotropicos.

Estudos avaliando as respostas comportamentais em zebrafish ja foram
realizados com um grande nimero de firmacos psicoativos. Os efeitos de
varios compostos alucindgenos, incluindo LSD (acido lisérgico), a mescalina,
MDMA (3,4-metilenodioximetanfetamina), PCP (fenciclidina), MK-801,
ketamina, a ibogaina, salvinorina A, atropina e escopolamina ja foram ava-
liados em zebrafish adulto®”1%°,

Ansioliticos (sdo drogas, sintéticas ou ndo, usadas para diminuir a ansie-
dade e a tensdo), como clonazepam, bromazepam e diazepam, sdo capazes
de, significativamente, reduzir a coesio dos cardumes de zebrafish. Buspi-
rona aumenta a explorac¢do nas porg¢des superiores do aquario e, assim como
ocorre com os benzodiazepinicos (grupo de firmacos ansioliticos utiliza-
dos como sedativos, hipnoticos, relaxantes musculares, para amnésia ante-
rograda e atividade anticonvulsionante), é capaz de aumentar o tempo no
ambiente claro'®!. Diazepam, fluoxetina e cafeina também foram capazes de
modular o comportamento relacionado a ansiedade em larvas de zebrafish*.
Entretanto, o clordiazepéxido, um farmaco benzodiazepinico ansiolitico,
que atua como um agonista eficaz nos receptores GABA-A, ndo produziu
efeitos ansioliticos em zebrafish'*?. Antidepressivos, tais como citalopram,
a reboxetina e bupropiona demonstraram efeito anticonvulsivante contra
crises induzidas por PTZ'%.
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Antipsicoticos, como flufenazina e haloperidol (ambos capazes de induzir
graves efeitos extrapiramidais em seres humanos) induziram defeitos de movi-
mento em larvas de zebrafish. Entretanto, a olanzapina, que produz poucos
efeitos extrapiramidais em humanos, induziu poucos defeitos de movimento
em zebrafish'®*. Antipsicéticos atipicos, como sulpirida e olanzapina sdo capa-
zes de melhorar o déficit cognitivo induzido por MK-801, um antagonista
de receptores NMDA, que provoca uma sindrome comportamental similar a
esquizofrenia, caracterizada por hiperlocomog¢ao e movimentos estereotipados.
O mesmo foi observado com relagdo a tarefa de interacdo social, onde antip-
sicoticos atipicos reverteram o déficit induzido por MK-801, ao passo que o
haloperidol, um antipsicético tipico (9 pM), foi ineficaz na reversdo destes défi-
cits”?. Sulpirida, olanzapina e haloperidol também foram capazes de reverter a
hiperlocomog¢ao induzida por MK-8011%,

Anfetamina (5 e 10 mg/L) provoca um aumento das monoaminas cere-
brais e evoca efeitos ansiogénicos em zebrafish de forma aguda, mas nao
apos sete dias do tratamento. Entretanto, reserpina, que promove deplecao
de monoaminas por bloquear o transportador vesicular de monoaminas,
nio provocou efeitos comportamentais agudos evidentes, mas teve ativi-
dade motora marcadamente reduzida apds sete dias, assemelhando-se ao
prejuizo motor observado na depressdo e/ou doenga de Parkinson!®,

Portanto, a identifica¢iao dos efeitos comportamentais induzidos por dife-
rentes classes de substancias psicoativas em larvas de zebrafish e em ani-
mais adultos pode contribuir para o processo de desenvolvimento de novos
farmacos, para a elucidacio de mecanismos de acdo e também como um
modelo para avaliar neurotoxicidade.

1.11 VIAS DE ADMINISTRACAO DE FARMACOS

Um passo determinante do uso do zebrafish na pesquisa cientifica basica é a
ainda incipiente caracterizagdo da absorcio, distribui¢ao, metabolismo e excre-
¢do de farmacos. Tal desafio é extremamente importante para respaldar as dife-
rentes vias de administra¢do de firmacos ja estabelecidas para o modelo.

Para os farmacos soliveis em dgua, a simples dissolu¢ao ou diluicio na
agua de moradia dos animais é largamente utilizada e, somente ndo deve ser
utilizada caso interfira nas condicoes ideais para a sobrevivéncia sadia dos
animais, tais como a possibilidade de interferir na oxigenacdo, no pH, na con-
dutividade, no conteido de espécies nitrogenadas e na proliferacao de micror-
ganismos indesejaveis!®. A absorc¢io de farmacos do meio aquoso por larvas de
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zebrafish é altamente dependente do pH, gerando a necessidade de certificagdao
se o farmaco em questdo estd adequadamente tamponado. Apesar de ser a
forma mais pratica de administragio, a dilui¢ao/dissolu¢ao direta de firmacos
implica na absor¢dao branquial e oral, as quais podem reduzir drasticamente
a concentra¢do do firmaco em questdo. Isto se torna ainda mais relevante
quando consideramos a exposi¢do na fase embriondria em virtude da presenga
do cérion. Desta forma, estratégias de determinagao da concentragdo nos
liquidos corporais ou intraovo podem ser necessarias. A exposi¢ao de ovos de
zebrafish de 24 hpf durante 2h ao etanol promoveu uma concentragao dentro
do ovo de cerca de 1/25 a 1/30 da concentragdo de etanol externa empregada.
Em outro estudo, Hagedorn e colaboradores!”” registraram absorcdo de agua
semelhante na blastoderme e no vitelo de zebrafish exposto ao DMSO (dime-
tilsulfoxido, 2M), mas diferencgas significativas quanto a permeabilidade de
solutos, demonstrando que a permeabilidade da membrana coridnica é mais
seletiva que a de membranas celulares tipicas.

As injeg¢Oes intraperitoneais, intramusculares e intraencefalicas evitam os
problemas acima citados, mas certamente exibem outros cuidados para asse-
gurar o bem-estar animal. Dentre estes cuidados, esta a esterilizagdo e preparo
dos equipamentos para imobilizacdo, anestesia e injecao antes da retirada dos
animais dos aquarios, bem como a agilidade no procedimento a fim de manter
o peixe o minimo de tempo fora da agua. Antes da inje¢do, os peixes devem
ser anestesiados (por exemplo, com 0,15 mg/mL tricaina) e o tempo total fora
da agua deve ser de cerca de 10 segundos!®. Phelps e colaboradores!®® descre-
veram protocolos detalhados de inje¢oes, os quais sdo descritos aqui. Inje¢oes
intraperitoneais podem ser realizadas com o auxilio de uma pin¢a hemostatica
com sua extremidade preensora envolvida por uma gaze umedecida com agua
esterilizada para imobilizacdo do animal ja anestesiado. O peixe deve ser imo-
bilizado com a cabeca voltada para a dobradi¢a da pin¢a e 0 abdéomen para
cima. As barbatanas peitorais devem ser usadas como um ponto de referéncia
do limite do abdémen. A agulha é mantida paralela a coluna vertebral e é
inserida na linha média do abdémen posteriormente as barbatanas peitorais.
A agulha deve ser inserida no abdémen um pouco além do bisel da agulha IP
(Figura 1.15). Para as inje¢des intramusculares, os mesmos procedimentos sao
utilizados considerando, porém, que a ponta da agulha deve ser direcionada a
cabega, posicionada num angulo de 45° em rela¢do a parte traseira do peixe.
A injecdo deve ser na maior extensdo do musculo dorsal, imediatamente ante-
rior e lateral a barbatana dorsal. Muito frequentemente o volume utilizado
para inje¢do para animais adultos é de 10 pL. Para inje¢Oes intraencefalicas, o
cranio de zebrafish adulto é perfurado seguindo coordenadas as quais podem
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ser encontradas em um atlas digital tridimensional do encéfalo de zebrafish'®.
Apoés esta operagdo, o peixe deve passar por uma recupera¢do em agua em
condicdes padrido e a inje¢do realizada através da perfuracdo com um micro-
manipulador e uma agulha capilar de vidro, ligado a um micro injetor. E indi-
cado administrar quantidades tais como 0,5 pL de solugdo contendo corante
Evans Blue como marcador de localizacao!'”. Apesar do tamanho diminuto a
inje¢ao intracerebroventricular tem sido empregada em encéfalo de larvas de
zebrafish a partir de 18 hpf, como é possivel consultar no Journal of Visualized
Experiments (Figura 1.16)°.

Figura 1.15 Injecdo intraperitoneal em zebrafish adulto. O peixe é imobilizado em esponja umedecida. As barbatanas peitorais sdo
usadas como um ponto de referéncia do limite do abdomen. A agulha é mantida paralela @ coluna vertebral e & inserida na linha média
do abddmen posteriormente &s barbatanas peitorais.

Figura 1.16 Injecdo intracerebroventricular em larva zebrafish. A larva é imobilizada em agarose, de maneira a expor a estrutura
ventricular. Sob estereomicroscdpio, a microinjecdo ¢ feita no ventriculo da larva.
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Inje¢Oes intraovo tém sido empregadas para a administragio de MO. Sob
estereomicroscopio, a microinjecdo é feita nos estagios iniciais de desenvol-
vimento de uma célula a quatro células (até 1 hora pos fertilizagdao) para
garantir a distribuicio do MO uniforme entre as células. O volume a ser
injetado deve ser considerado com cuidado, como por exemplo, no caso do
uso da microinje¢cdo de MO, no qual o volume pode ser tio pequeno quanto
30 nL. Para que a pressdo da microinjecao nao desloque os ovos, deve-se
apoia-los em uma fileira na borda de uma lamina de microscépio dentro de
uma placa de Petri ou em trilhas feitas em solu¢do de agarose a 1%. Deve-se
evitar a desidrata¢do dos ovos umedecendo-os com dagua de manutengdo de
embrides (Figura 1.17).

Figura 1.17 Injecdo no vitelo de zebrafish. Os embrides sdo alinhados na lateral de uma ldmina histoldgica e permanecem umedecidos
durante todo o experimento. A microinjectio é feita sob estereomicroscdpio nos estdgios iniciais do desenvolvimento (de uma célula a
quatro células) para garantir a distribuicdo uniforme do Morfolino entre as células.

O uso de gavagem (método de introducdo de alimentos liquidos no esto-
mago através de um tubo de polivinil colocado pelo nariz ou boca) e micro-
gavagem em zebrafish ja foi descrito. Para zebrafish adulto (6 meses de
vida) o processo de gavagem ¢é realizado em animais anestesiados e o volume
introduzido no trato gastrointestinal da droga em questdo deve ser de §
pL através de um cateter de tubo flexivel implantado em agulha. O tubo
flexivel deve ser introduzido na cavidade oral do animal até que a ponta
do tubo flexivel passe pelas branquias (aproximadamente 1 c¢cm), como
demonstrado por Collymore e colaboradores!'!. A microgavagem, utilizada
para introduzir substincias via trato gastrointestinal de larvas de zebrafish,
¢ realizada com o auxilio de microinjetores e estereomicroscopio. As lar-
vas devem ser imobilizadas, por exemplo, em nitrocelulose e o processo de
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microgavagem realizado de forma rapida como demonstrado por Cocchiaro

e colaboradores'!2.

1.12 PERSPECTIVAS FUTURAS

O quebra-cabeg¢a do entendimento das fun¢des neurais que controlam
os aspectos comportamentais em zebrafish tem recebido contribuicdes a
partir de diversas abordagens. O término do projeto de sequenciamento
do genoma do zebrafish tem acelerado aqueles projetos relativos a clona-
gem e producido de novos mutantes. Entretanto, muitos esfor¢os ainda sao
necessarios para a caracterizagio de algumas regides, os quais estdo sendo
realizados e podem ser acompanhados pela pagina de internet do Genome
Reference Consortium (http://genomereference.org). Desafios no campo
especifico da analise comportamental tém recebido atencao, como pode ser
visto pelos recentes estudos sobre metodologias de identificacdo individual
em zebrafish'*. A marcacdo individual do zebrafish, através da inje¢do sub-
cutanea de um corante permite a identificacio do animal sem alterar as
caracteristicas sociais do cardume. A dura¢do da identificagdao ultrapassa 30
dias, o que parece ser uma 6tima ferramenta para estudos de longa duragio
sobre o comportamento.

Além disso, a utilizacdo deste modelo para estudos pré-clinicos tem se
constituido em uma importante alternativa para avaliacdo de efeitos toxicos
de farmacos em larga escala e em um curto periodo de tempo. Portanto,
esta espécie cada vez mais desperta o interesse da comunidade cientifica
pela ampla gama de abordagens celulares, moleculares e farmacologicas que
podem ser usadas para identificar efeitos de fairmacos e elucidar os mecanis-
mos de doengas humanas.

1.13 CONCLUSOES

O uso do zebrafish vem crescendo expressivamente devido as diversas
vantagens deste modelo, tais como as elevadas taxas de reprodug¢io, custo
baixo, rdpido desenvolvimento e ao repertério de abordagens e ferramentas
disponiveis que caracterizam atributos importantes da biologia desta espé-
cie. Além disso, os significativos avancos obtidos na drea de neurociéncias
refor¢cam os beneficios que o zebrafish oferece como modelo. A identificagdo
de parimetros comportamentais em diferentes fases do desenvolvimento e
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das respostas a farmacos cldssicos utilizados na terapia de doengas neuro-
l6gicas reforcam a ideia de que o zebrafish é um modelo bastante util para
a realizacdo de triagens de firmacos em larga escala antes da validacio far-
macoldgica em modelos de roedores. Além disso, a possibilidade de testar
os compostos por diferentes vias de administra¢ao ou em fases iniciais do
desenvolvimento do peixe permite a avaliagio de parimetros morfologicos,
comportamentais e neuroquimicos, o que também pode ser promissor para
ensaios toxicologicos.
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