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RESUMO

Nas ultimas décadas, o pequeno peixe teledsteo Danio rerio (zebrafish) vem se
consolidando como um importante modelo para o estudo comportamental e translacional. O
presente estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sistemdtica e integrativa sobre a
utilizagcdo do modelo zebrafish em quatro areas da neurociéncia comportamental: 1) percepgao,
atencdo e memoria; 2) comportamento social; 3) comportamentos anormais; 4) substancias
psicoativas. Os resultados evidenciaram que o modelo zebrafish tem sido utilizado com sucesso
nas areas investigadas apresentando uma consolidacdo metodologica consistente com grande
potencial de uso na neurociéncia comportamental. Sob o ponto de vista translacional, este
modelo tem contribuido para o estudo da circuitaria neuronal envolvida em diversos transtornos
comportamentais humanos, bem como para a avaliagdo preliminar de diversas intervengdes

farmacologicas.

ABSTRACT

In recent decades, a small fish Danio rerio (zebrafish), has been consolidating itself as
an important model for behavioral and translational studies. The present study aimed to conduct
a systematic review on the use of the model in four areas of behavioral neuroscience: 1)
perception, attention, and memory; 2) social behavior; 3) abnormal behavior; 4) psychoactive
substances. The results pointed that the zebrafish model has been used with success in the
explored areas presenting a consistent methodological consolidation with great potential for use
in behavior neuroscience. From a translation point, this model has contributed to the study of
neuronal circuitry involved in many human behavioral disorders, as well to a preliminary

evaluation of several pharmacological interventions.



INTRODUCAO

E conhecida a importancia de modelos animais para a pesquisa académica. Em diversas
areas, modelos vivos sdo frequentemente utilizados para o entendimento e desenvolvimento de
inimeros ramos da biologia e da neurociéncia. Esses animais sdo selecionados principalmente
por sua similaridade comportamental e fisiologica com o objeto de estudo. O interesse crescente
pelo desenvolvimento de modelos animais alternativos que representem uma boa relagdo custo-
beneficio em estudos comportamentais e neurofisioldgicos suscitou, ao longo dos ultimos 40
anos, uma expressiva ampliacao da utilizagao do modelo animal que utiliza o peixe Danio rerio
(Zebrafish), que tem se mostrado uma alternativa viavel, e muitas vezes ideal, para a pesquisa
em diversas areas da neurologia, embriologia, psicologia, farmacologia, biologia molecular e

genética.

As semelhangas do sistema visual do zebrafish com o de outros
vertebrados também fazem desse animal um modelo valioso para a
neurociéncia visual. Os componentes anatomicos, fisiologicos,
genéticos e comportamentais do processamento visual do zebrafish
foram estudados em adultos e em individuos de zebrafish em
desenvolvimento. (Billota & Saszik, 2001).

A larva do zebrafish estd rapidamente se tornando um modelo bem
estabelecido na neurociéncia. Seus atributos unicos como vertebrado,
pequeno, transliicido e geneticamente maleavel nos fornecem uma rica
arena na qual podemos estudar os circuitos neurais subjacentes ao
comportamento. (Portugues & Engert, 2009)

O Zebrafish (Danio rerio) ¢ um peixe tropical teledsteo, nativo da regido sudeste do
Himalaia, que produz centenas de ovos em cada ciclo reprodutivo, sendo considerado
sexualmente maduro ao atingir o tamanho de aproximadamente 23mm, e apresenta um rapido
desenvolvimento em condi¢des ambientais ideais. O interesse cientifico neste modelo em
particular tem inicio na década de 1980, onde ainda se sabia muito pouco sobre essa espécie,
na época denominada Brachidanio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822, 1823). Nesse periodo, o
zebrafish j4 se mostrava promissor para a sua utilizagdo em diversas areas, embora essas
pesquisas iniciais tenham se concentrado na area da embriologia. Alguns anos apds a sua
introducdo no meio académico, diversas areas de estudos, com destaque especial na area da
toxicologia, passaram a utilizar este modelo. Nessa €poca, diversos estudos neuroanatémicos e
neurofisioldgicos mostraram que varias estruturas homoélogas a estruturas presentes em

mamiferos estdo presentes em espécies teledsteas, sugerindo, assim, que o zebrafish pode



representar um modelo comportamental consistente para a neurociéncia translacional (Mueller
& Wullimann, 2009; Orger & Polavieja, 2017; Portavella, Torres, & Salas, 2004; Stewart,
Nguyen,Wong, Poudel & Kalueff, 2014). Uma caracteristica positiva e muito atrativa na
utilizacdo do modelo zebrafish ¢ que, em fase larval, essa espécie apresenta uma coloragao
translucida, o que torna possivel o estudo de circuitos neurais por meio de diversas técnicas
como observagdes e descrigdes anatdmicas, registros eletrofisioldgicos, ablagdes direcionadas
€ 0 mapeamento por imagem de calcio (uma técnica utilizada para a mensurag¢ao da quantidade
e distribui¢do de calcio com marcadores fluorescentes nas células ou estruturas celulares)

(Grienberger & konnerth, 2012; Portugues & Engert 2009).

Sob o ponto de vista comportamental, o zebrafish apresenta diversas caracteristicas
favoraveis para o estudo do sistema visual e das respostas motoras a ele associadas, como as
respostas optocinéticas (OKR - Optokinetic Reflex), que caracterizam um comportamento inato
de rastreio visual no qual o animal investiga ativamente um estimulo no seu campo visual
(Portugues & Engert 2009). Esse comportamento pode ser observado cerca de 80 horas apds a
fertilizagao (hpf) e permanece por todo o seu ciclo de vida. A resposta optocinética € um dos
comportamentos mais estudados, uma vez que se apresenta até com o animal imobilizado,
proporcionando uma gama de opgdes experimentais. Por exemplo, em um estudo de 2007,
Emran e colaboradores demostraram que as respostas optocinéticas podem ser moduladas, ou
até mesmo extinguidas, por meio da manipulagdo das células ganglionares ON — OFF da retina.
Uma segunda resposta comportamental importante, e que estd presente no zebrafish, ¢ a
resposta optomotora (OMR- Optomotor response) mediada pelos cones vermelhos e verdes da
retina. Essa resposta, também inata, consiste em um movimento completo de nado em dire¢ao
a um estimulo visual. Esse comportamento ¢ frequentemente utilizado em estudos
comportamentais ¢ pode ser manipulado para a compreensdo de estruturas especificas do
sistema visual, assim como a preferéncia de cor e comprimento de onda e no que isso influencia
na busca visual e memoria desses animais. Essa resposta também ¢ fundamental para o
comportamento de captura de presa, mediado pelo tectum Optico (estrutura homoéloga ao
coliculo superior em mamiferos) (Gahtan, Tanger & Baier, 2005). Todavia, embora exista um
nimero expressivo de estudos mostrando a versatilidade da utilizagdo do zebrafish como
modelo experimental, ainda sdo muitas as questdes sobre a sua replicabilidade e
reprodutibilidade (Gerlai, 2019), justificando, assim, um aprofundamento na compreensao dos

limites e vantagens da utiliza¢dao deste modelo.



Sistema visual

O sistema visual do zebrafish apresenta varios aspectos promissores para a sua
consolidagdo em diversas areas da neurociéncia comportamental. Sob os pontos vista genético,
fisiolégico e anatomico, esse modelo apresenta a vantagem de um desenvolvimento
extracorporeo bastante acelerado (Neuhauss, 2003). Os fotorreceptores presentes na retina
desse animal contam com um desenvolvimento precoce notavel e, em aproximadamente 60 hpf,
ja estdo funcionais. O tectum Optico, uma estrutura fundamental para a percepgdo e
programag¢do motora, ja estd completo e funcional em aproximadamente 32 hpf, tornando
possivel que em 60 hpf o animal ja conte com uma estrutura anatémica e funcional adequada

para a percepcao e resposta comportamental a estimulos visuais (Easter & Nicola,1996).

Um dos primeiros comportamentos apresentado pela larva do zebrafish ¢ o startle (nado
rapido e erratico) (Kimmel, Patterson & Kimell 1974), uma vez que essa larva ja tende a
responder a diminuicdo rapida de luminosidade, o que pode ser entendido como um
comportamento adaptativo para escapar da aproximacao de um potencial predador. Em 72 hpf
as imagens sao focadas na retina e os musculos extraoculares adquirem sua configuragdo adulta.
Aproximadamente 82 hpf as células ganglionares da retina sdo enervadas e funcionais
(Portugues & Engert 2009). Em 120 hpf, a retina ja estd plenamente funcional, apresentando
todos os fotorreceptores, 0s cones € 0s pigmentos necessarios para a discriminagao de imagens
eliciadoras de respostas optomotoras e optocinéticas. Para que um animal possua visdo e
distin¢do de cores, sua retina deve apresentar, pelo menos, dois tipos de cones, assim como um
circuito neural capaz de distingui-los. A retina do zebrafish, quando adulto, possui bastonetes
e quatro tipos de cones que cobrem uma ampla faixa do espectro optico. Em animais adultos,
os cones sdo classificados como: cones simples curtos, cones simples longos e um par de cones
duplos (Meier, Nelson, & Connaughton, 2018). Os cones simples curtos sdo sensiveis a
frequéncias espectrais de 360 nm, sensivel ao ultravioleta (UV) (opsina SWS1). Os cones
simples longos sdo cones sensiveis a comprimentos de onda por volta de 415 nm (SWS2 ou
azul). Os cones duplos sdo caracterizados por um nticleo secundario sensivel ao comprimento
de onda médio (MWS ou verde), por volta de 480 nm e um nucleo principal, sensivel ao

comprimento de onda longo, por volta de 570 nm (LWS1 ou vermelha) (Meier et al., 2018).

Assim, em linhas gerais, todas essas caracteristicas do sistema visual do zebrafish
indicam o grande potencial para respostas comportamentais associadas a uma ampla variedade

de estimulos visuais.



Modelos comportamentais

O zebrafish vem sendo utilizado como um modelo promissor para estudos
comportamentais. Uma variedade de estudos observou que esses animais sao capazes de
demonstrar diversos comportamentos associados a aprendizagem como evasio,
condicionamento olfativo, diferenciacdo visual e habituacdo (Braida, Ponzoni, Martucci &
Sala, 2014). Em razdo disso, foram conduzidos diversos experimentos cujo zebrafish
potencialmente seria avaliado em tempo de reacdo e aprendizagem de tarefas relativamente
complexas, e como esses pardmetros podem possivelmente ser alterados pela manipulagdo
experimental (ex. farmacos, estimulos visuais, estressores ambientais). Muitos testes
comportamentais foram adaptados para o zebrafish, como por exemplo o teste “New Object
Recognition” (NOR), usado para reconhecimento e discriminag¢do visual em humanos e
primatas. A vantagem principal deste teste ¢ a sua rapidez de execugdo e falta de necessidade
de treinamento posterior apds a primeira apresentacdo (Braida et al., 2014). Outro teste
comportamental adaptado e que pode contribuir para a utilizagdo do zebrafish como modelo
animal translacional na neurociéncia comportamental ¢ o “Visual Object Recognition Test”

(VORT) usando modelos imdveis ou moveis de objetos 2D (Braida et al., 2014).

O peixe zebrafish ¢ um animal diurno, sendo assim mais ativo durante a exposicao a
luz, como j& abordado, possui sistema visual bem desenvolvido pois esse tem atuagdo
determinante em sua sobrevivéncia. Sabe-se também que esse animal apresenta um
desenvolvimento precoce e consegue reagir a mudangas de luminosidade no ambiente. Com
1ss0, 0s testes que exploram o padrao de nado preferencial em claro/escuro, sdao amplamente
utilizados, pois cada condi¢cao ambiental elicia um tipo natatorio diferente. Como apontado por
Campanari, Bourefis, Buee-Scherrer e Kabashi (2020), nos primeiros minutos no escuro, o
zebrafish apresenta sinais de habituag¢do, nadando aleatoriamente pelo tanque, o chamado
comportamento espontaneo, quando a luz ¢ ligada abruptamente ele apresenta uma resposta de
startle (caracterizada por um nado erratico e descontrolado), o que, com o passar do tempo da
lugar ao freezing (caracterizado pela paralizacao total do animal, com excegdo das guelras). Em
roedores, o freezing ¢ mediado pelas estruturas da amidala basolateral e pelo hipocampo e, esse
comportamento ¢ fortemente caracterizado pela auséncia total de movimento, que

posteriormente retorna com a habituagdo, no entanto, no zebrafish ndo se sabe ao certo as

estruturas responsaveis pela expressdo desse comportamento. O freezing ¢ tipicamente um



comportamento defensivo empregado como uma maneira de nao ser detectado por um predador

(Maximino et al. 2010).

Teste de Preferéncia claro/escuro

Os testes de preferéncia entre claro e escuro sdo amplamente utilizados em diversos
modelos animais com o intuito de estudar o comportamento e a funcionalidade de drogas
ansioliticas. Esse teste foi desenvolvido na década de 1980 e consiste em um aqudrio (arena)
dividido em dois compartimentos, um escuro e outro iluminado. O teste se baseia no conflito
do animal entre a tendéncia inata de explorar um ambiente novo e o impulso natural em evitar
uma situa¢do nova e potencialmente ameagadora. Em um estudo conduzido por Facciol, Tran
e Gerlai, (2017), as caracteristicas comportamentais do zebrafish, neste teste, foram
investigadas. Como o zebrafish ¢ um animal diurno, ha uma preferéncia desse animal em
permanecer em ambiente iluminado, o que ¢ justificavel pelo fato desse animal ser mais ativo
no periodo claro de seu ciclo circadiano (Gerlai, Lahav, Guo & Rosenthal 2000; Champagne,
Hoefnagels, De Kloet & Richardson, 2010; Blaser & Penalosa, 2011). Porém, esse ambiente
iluminado elicia comportamentos defensivos, naturais em ambientes novos. Este fato faz com
que o zebrafish busque a parte escura da arena. Esse comportamento pode ser interpretado como
uma resposta defensiva (permanéncia na area escura da arena) a um estimulo ameacador
(exposi¢do na area clara da arena). Assim, o tempo de nado exploratério na area clara da arena
pode ser considerado uma variavel dependente importante na inferéncia comportamental frente
a condi¢des ansiogénicas. E interessante destacar que no delineamento desses testes, as
variaveis cor de fundo e iluminagao de fundo ndo devem ser usados de forma intercambiavel.
Nesta situagdo, a varidvel iluminagdo ndo ¢ determinante para o comportamento, e sim, a
variavel cor do fundo, tendo sido observado uma preferéncia pelo fundo escuro em detrimento
do claro, isso nos primeiros trés minutos de teste (tempo médio estimado para habituacao).
Juntamente a preferéncia pela area escura da arena, foram observados outros comportamentos
relacionados a ansiedade e medo, como freezing, e comportamento de nado de fundo (Facciol

et al. 2017).
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Teste de Preferéncia Claro/Escuro

C

Imagem da autora. (Created with BioRender.com)

Os trés formatos de teste. A) fundo consistente com escolha entre a iluminagdo. B) fundo consistente com escolha

entre a iluminagfo C) iluminacdo consistente, escolha entre branco e preto.

Teste de Introducao ao Tanque Novo

A ansiedade ocorre quando o animal, na expectativa de uma ameaga, ou at¢ mesmo com
a lembranca da mesma, apresenta respostas comportamentais e fisiolégicas defensivas. Nesse
sentido, um segundo teste comportamental consolidado para o modelo zebrafish € o teste de
“Introdugdo ao Tanque Novo” (Novel tank test). Neste teste o animal ¢ inserido em um tanque
novo e assim sao avaliados dois comportamentos inatos do zebrafish: a geotaxia (mergulho ao
fundo do tanque) em busca de protecdo, e o nado exploratdrio em um ambiente novo. Assim, o
tempo de permanéncia no fundo do tanque e o nimero de episddios de freezing sdo bons
marcadores comportamentais associados a situacdes ansiogénicas, o que torna esse teste

bastante promissor para o estudo dos pardmetros comportamentais associados a ansiedade.
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Teste de introdugdo ao tanque novo

Pré-teste
Tanque novo

Imagem da autora. (Created with BioRender.com)

Formato de teste. Animal é mantido no Becker pré-teste até o inicio do experimento, apos, € inserido no tanque

novo.

Replicabilidade

De acordo com Karl Popper (1934), ciéncia ¢ tudo aquilo que esta passivel de teste e,
de acordo com o principio da refutabilidade, algo s6 pode ser considerado um fato cientifico
quando pode ser testado, independendo do resultado positivo ou negativo. Ou seja, o método
cientifico deve consistir em hipdteses testaveis, e o mais importante, resultados replicaveis. Nos
ultimos anos, muitos cientistas de todos os campos do conhecimento tém vivenciado problemas
em replicar os seus proprios resultados (50%) e resultados de outras pessoas (70%) (Baker,
2016). E importante mencionar que as questdes que tangem a reprodutibilidade ndo estdo
relacionadas a competéncia do pesquisador ou da institui¢do. Robert Gerlai em um trabalho de
2017, abordou quatro possiveis razdes para essa problematica da replicabilidade, (1) viés de
publicacdo em resultados positivos, mesmo que os pesquisadores sejam imparciais, ha uma
tendéncia de ndo publicagdo de resultados negativos ou nao satisfatorios, assim como muitos
periddicos preferem publicar resultados positivos, onde os resultados negativos mostram falta
de significancia; (2) a forma como sdo feitas inferéncias estatisticas, ou seja, a qualidade dos
resultados estatisticos se da pela qualidade dos dados coletados assim como a forma de anélise

dos mesmos, a inferéncia estatistica ¢ feita de forma a detectar grandes diferencas entre fator e
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outro, mas ndo prova falta de diferenca; (3) controle inapropriado de fatores que podem
influenciar resultados, ou seja, mesmo que os testes sejam supostamente feitos de mesma forma,
existem fatores externos nao explicitados nos trabalhos que podem influenciar nos resultados,
qualidade do aparato, iluminagao do laboratorio, barulho, presenga ou auséncia do pesquisador
durante o teste, linhagem de animais utilizados, manipulacdo humana, entre outros, e (4)
problemas metodologicos decorrentes de entendimento insuficiente em relagdo a fatores que

podem influenciar os resultados.

Embora o uso do modelo zebrafish seja relativamente recente, 0 mesmo ja apresentou
divergéncias entre um estudo e outro e, considerando os fatores mencionados, muitas podem
ser as causas para essas discrepancias. Gerlai e colaboradores apresentam a hipotese da
manipulagdo do zebrafish como um dos principais problemas, visto que esse animal apresenta
comportamentos associados a ansiedade. Outra hipotese € a da manipulacdo genética, onde € o
peixe ¢ adquirido de fontes distintas que, ao se cruzarem, apresentam caracteristicas imprevistas
(Gerlai, 2019). Nesse mesmo trabalho, a autor evidencia a necessidade do manejo desses

fatores.

Como se sabe, o zebrafish ja apresenta amplas modificagdes genéticas com o intuito de
torna-lo mais bem adaptado as demandas cientificas € ou mais barato para pesquisa. Embora
1sso represente um avanco significativo, pode também ser considerado como um fator de
confusdo (confounding variable) importante na elaboragdo de testes e na interpretacdo dos
resultados, uma vez que esses peixes sao criados de formas diferentes em ambientes diferentes,
sendo geneticamente distintos. E valido mencionar os testes de claro/escuro citados acima, uma
vez que, foram apresentados resultados divergentes em diferentes pesquisas, sendo assim, um
bom exemplo das possiveis problematicas metodologicas a cerca desse modelo. Outros
exemplos seriam resultados diferentes no uso de substancias, acerca da forma com que essas
sao administradas e, novamente, a linhagem genética desses animais. Outra questdo sao os
fatores comportamentais que envolvem esse animal. Ainda nao esta claro quais desses fatores
interferem na realizacdo dos testes comportamentais e a magnitude dessa interferéncia. Alguns
autores recomendam o uso da ecologia do zebrafish para que se possa replicar as condigdes em
que ele ¢ adaptado evolutivamente, j4 outros autores discordam, com o argumento de se
manterem as condigdes Otimas e iguais em todas as pesquisas, ndo sendo relevante o habitat

natural do animal.
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ESTUDOS COMPORTAMENTAIS COM O MODELO ZEBRAFISH

O presente estudo realizou uma revisdo sistematica seguindo as diretrizes PRISMA
(Principais Itens para Relatar Revisdes sistematicas e Meta-analises) (Moher, Tetzlaff, Tricco,
Sampson & Altman, 2007), em quatro areas de estudos que envolvem o sistema visual e motor
que utilizam o modelo zebrafish: 1) Percepcao, atengao e memoria; 2) Comportamento social;

3) Comportamentos anormais; € 4) Substancias psicoativas.

Percepcao, Atengdo ¢ Memoria

O sistema visual do zebrafish ¢ um dos aspectos que torna o estudo deste modelo
interessante para a neurociéncia translacional. O zebrafish, assim como os humanos, sao
animais diurnos, ou seja, sdo mais ativos no periodo claro de seu ciclo circadiano, o que
significa que seu sistema visual ¢ refinado e essencial para a programagdo do comportamento
apropriado para sua sobrevivéncia (Gerlai et al. 2000). A retina do zebrafish possui cones e
bastonetes sensiveis ao mesmo espectro de luz de outros peixes diurnos. Morfologicamente, a
retina do zebrafish apresenta quatro tipos de cones classificados como cones simples curtos,
cones simples longos e cones duplos. Os cones simples curtos sdo sensiveis ao comprimento de
onda situados na faixa de 360 nm, sensivel ao ultravioleta (UV). Os cones simples longos sao
sensiveis a faixa de 415 nm, sensivel ao azul. Os cones duplos sdo sensiveis a ondas na faixa
de 480 nm (verde) e 570 nm (vermelho) (Krauss & Neumeyer, 2003; Meier, Nelson, &
Connaughton, 2018; Morris & Fadool, 2005).

Outro aspecto importante da percepgao em zebrafish € o processamento do tamanho do
objeto. Estudos em larvas de zebrafish (Barker & Baier, 2015) apontam que as larvas
respondem a um ponto em movimento de duas maneiras: um pequeno ponto em movimento,
que pode representar uma presa em potencial, evoca uma resposta de aproximacgdo. Em
contrapartida, um ponto grande em movimento, que pode representar um predador em
potencial, provoca uma resposta de afastamento vigorosa. Os autores também sugerem que a
classificagdo do tamanho dos objetos ¢ processada no tecum Optico, sendo essa estrutura
fundamental para a tomada de decisdo comportamental baseada na classificacdo visual do

tamanho do estimulo.
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No que tange a capacidade de selecionar um estimulo alvo em meio a estimulos
distratores (capacidade atentiva), Braida et al. (2014) propdés um modelo comportamental
vidvel, rapido e robusto para avaliar a atencdo sustentada em zebrafish capaz de predizer
adequadamente a eficacia de farmacoterapicos. Por sua vez, Proulx, Parker, Tahir ¢ Brennan
(2014) apresentaram evidéncias da capacidade do zebrafish em processar paralelamente
estimulos na busca visual, mesmo que esses animais nao apresentem uma estrutura homologos

ao telencéfalo— estrutura essa que participa na busca visual em mamiferos.

A capacidade de selecionar adequadamente os estimulos mais relevantes do ambiente
esta diretamente associada a capacidade de retencdo da informagdo por longos periodos, ou em
outras palavras, na capacidade de memoria do organismo. Neste sentido, sdo relativamente
novos os trabalhos que abordam a memoria e o aprendizado no modelo zebrafish. Uma
variedade de estudos observou que esses animais sdo capazes de demonstrar diversos
comportamentos associados a memoria, tais como: evasdo, condicionamento olfativo,

diferenciagdo visual e aprendizagem automatizada (Braida et al. 2014).

Comportamento Social

Um aspecto bastante interessante estudado no modelo zebrafish ¢ o seu comportamento
social. Stednitz e colaboradores (2018) observaram interagdes sociais que podem refletir um
comportamento de orientacdao ao grupo que reflete a atencdo social. A partir de manipulagdes
genéticas e lesdes seletivas no prosencéfalo, os autores sugerem que uma populagdo
evolutivamente conservada de neuronios controla a orientagdo social no zebrafish e que esses
neurdnios estdo em uma regido homologa ao prosencéfalo dos mamiferos, que implica no
comportamento social. Ainda observando esse comportamento no zebrafish, a preferéncia para
formacao de grupos em peixes ndo ¢ restrita ao tamanho do corpo, uma vez que ¢ observado
que tendem a formar grupos com peixes da mesma espécie, saudaveis e de cor semelhante.
Essas preferéncias podem levar a grupos variados, em especial para aqueles peixes que sao alvo

de predadores primariamente visuais (Aivaz, Manica, Neuhaus & Ruckstuhl, 2020).
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Comportamentos anormais

O modelo zebrafish ¢ utilizado no ambito de uma abordagem translacional para o estudo
de comportamentos anormais associado a diversas condi¢des psiquiatricas, como o Transtorno
de Ansiedade (Maximino et al., 2010; Stewart et al., 2012), o Transtorno de Déficit de Atencao
e Hiperatividade (TDAH) (Fontana et al., 2019); e o Transtorno do Espectro do Autismo (TEA)
(Stewart et al., 2014; Meshalkina et al., 2018). A presente revisdo evidenciou que o modelo
zebrafish € promissor e ja conta com alguns testes comportamentais consolidados. Entre estes
esté o teste de preferéncia entre o tanque claro / escuro, assim como a apresentacao de estimulos

novos.

Substancias Psicoativas

O modelo zebrafish tem sido utilizado como uma alternativa para o estudo do
comportamento sob o efeito de substincias psicoativas. Essa ¢ uma area de grande importancia
para estudos de possiveis tratamentos medicamentosos para diversas patologias e afecgdes. A
presente revisao aborda o efeito da nicotina, um alcaloide psicoativo que constitui o principal
componente do tabaco, largamente utilizada, e que pode ser obtida facilmente e de forma
legalizada, tem o apelo de ser um estimulante que induz sensa¢des de prazer e gratificagdo,
sendo uma droga que causa dependéncia com poucas exposi¢oes. O sistema colinérgico, que ¢
primariamente onde a nicotina atua, tem importante papel na obtencao e retengao da memoria
e aprendizado, em vertebrados e invertebrados (Luisa, Sala & Braida, 2016). O sistema
colinérgico apresenta dois tipos de receptores colinérgicos distintos, os muscarinicos € 0s
nicotinicos (Tinsley et al. 2004). Os receptores nicotinicos se localizam primariamente no
sistema nervoso central e reconhecem tanto a nicotina quanto a acetilcolina, onde a nicotina se
liga aos receptores colinérgicos do cérebro e libera dopamina, neurotransmissor esse que pode
causar dependéncia em poucas exposi¢des. Assim como a nicotina, a cocaina ¢ uma droga
psicoestimulante — ilegal — que atua no sistema colinérgico, prejudicando a retengdo de memoria
e funcionamento do sistema visual. Neste aspecto, sdo estudadas diversas substancias
psicoativas que, alteram de uma forma ou outra o comportamento, estudos esses que
proporcionam uma janela de possibilidade para o entendimento da ciéncia em temas como a

dependéncia e abstinéncia quimica e suas consequéncias para os sistemas neurais.
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Portanto, através de uma escolha sistematica de estudos, em diversas areas, acerca dessa
tematica, publicados em diversos periodicos, buscou-se sumariar as caracteristicas definidoras

do modelo experimental zebrafish, a fim de contribuir para o avango e consolidagao do mesmo.
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REVISAO SISTEMATICA

Foi realizada uma revisao sistematica da literatura em quatro areas de utilizagdo do
modelo zebrafish no periodo compreendido entre os anos 2000 e 2020. A busca selecionou
artigos publicados em periodicos na lingua inglesa e indexados nas bases de dados Pubmed,
PsycINFO, Scopus e Google Scholar. Os seguintes termos de busca foram utilizados de forma
combinada: “zebrafish” AND “anxiety model”; “zebrafish” AND “ADHD model”; “zebrafish”
AND ““autism model”; “zebrafish visual perception”; “zebrafish memory” AND “behavior”;
“zebrafish attention” AND “behavior”; “zebrafish social behavior” AND “assays”; “zebrafish
nicotine” AND “assays”; “zebrafish cocaine” AND “assays”; “zebrafish caffeine” AND

99, ¢

“assays”’; “zebrafish toxicity model” AND “assays”.

Esta busca resultou em 428 producdes. Destas, 145 foram excluidas (livros, capitulos,
teses e dissertagdes, resumos e relatorios, duplicacdes). Foi realizada a leitura de titulos e
resumos dos 283 artigos, resultando em 50 artigos com as temadticas de interesse (233 artigos
excluidos). Destes, 40 artigos foram selecionados para leitura em sua totalidade, resultando na
selecdo final de 28 artigos incluidos na revisdo de acordo com os critérios de inclusdo e

exclusdo.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

1- Artigos que abordavam o sistema visual no modelo zebrafish;

2- Artigos que traziam o processamento visual e com isso o processo de tomada de decisdo
no zebrafish;

3- Trabalhos publicados na lingua inglesa;

4- Estudos que traziam a influéncia do tectum optico;

5- Artigos que, em sua conclusdo, apresentavam o zebrafish como possivel modelo
translacional;

6- Artigos que, em suma, tratavam ou tentaram suplantar o problema da replicabilidade;

7- Artigos completos.

8- Foram excluidos da revisao, trabalhos que ndo cumpriram os critérios de inclusao.
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Identificagcao dos estudos via bases de dados e registros
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Figura 1. Fluxograma de selecdo PRISMA.
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Tabela 1. Avaliacdo qualitativa dos artigos

g 3 o 3 s 3 g 2
Critérios y = g 2 E E % =3 £ E
S. &2 £t £f£z% & € 3
SE 2% Es: <3E DE g % = .
25 8o 2 2e EiF 23 2 2 5 g
2% Eg 252 EEf 23 S g 2 g
5% 5% 552 @255 F< 3 &
Artigos g £ 2% E & & g - S
%) = @ =
o o =& © 2 < RS < % °
do Nascimento et al. (2020) 2 2 2 1 1 10 83,3
Braida et al. (2014) 1 2 2 2 2 1 10 83,3
Risner et al. (2006) 2 2 NSA* NSA* 1 2 TE* 87,5
Facciol et al. (2017) 1 2 NSA* NSA* 2 2 T** 87,5
Gerlai (2019) 2 NSA* NSA* NSA* 2 2 6** 100
Aoki et al. (2015) 1 1 1 1 2 2 8 66,6
Portugues et al. (2009) 2 NSA* NSA* NSA* 1 1 4x* 66,6
Echevarria et al. (2011) 1 NSA* NSA* NSA* 2 2 S** 83,3
Barker et al. (2015) 2 2 2 2 2 2 12 100
Bilotta et al. (2001) 2 NSA* NSA* NSA* 2 2 6** 100
Avdesh et al. (2012) 2 2 NSA* NSA* 2 2 8** 100
Bloch et al. (2019) 2 2 NSA* 2 2 2 10%* 100
Orger et al. (2000) 0 1 NSA* 2 1 1 S 50
Jia et al. (2014) 1 2 NSA* 2 2 2 O** 90
Blaser et al. (2012) 2 2 NSA* 2 2 2 10%** 100
Blaser et al. (2010) 2 2 2 2 1 1 10 83,3
Stewart et al. (2014) 1 2 2 2 1 1 9 75
Maximino et al. (2010) 2 2 2 2 2 1 11 91,6
Fontana et al. (2019) 2 NSA* NSA* NSA* 2 2 6** 100
Ruiz-Oliveira et al. (2019) 2 2 2 2 2 2 12 100
Levin et al. (2011) 1 1 1 2 2 2 9 75
Riley et al. (2015) 1 2 2 2 1 2 10 833
Riley et al. (2018) 1 1 2 2 1 1 8 66,6
Faillace et al. (2017) 1 2 2 2 1 2 10 83,3
Zhang et al. (2020) 1 1 1 1 2 2 8 66,6
Luisa et al. (2016) 1 2 2 2 1 1 9 75
Stednitz et al. (2018) 2 2 NSA* 2 2 1 9** 90
Aivaz et al. (2020) 2 2 NSA* 2 2 2 10** 100

Nota. Sistema de avaliagdo: 0 = ndo; 1 = parcialmente; 2 = sim; ¥*NSA = ndo se aplica
** Os valores foram adaptados pela quantidade de critérios existentes validos.
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DISCUSSAO

Grande parte das pesquisas e descobertas cientificas feitas no ultimo século de
investigacao se deram gragas a utilizagao de modelos animais. Com o enfoque na neurociéncia
translacional, o zebrafish tem notoriedade nos estudos de expressio e modulacao
comportamental em diversas patologias, tais como, nos transtornos de ansiedade, compulsdo e

abstinéncia.

Para alguns, o uso de um peixe, um modelo considerado rudimentar para o estudo de
sistemas cerebrais complexos € comportamentos intrincados pode causar certo estranhamento,
porém, o zebrafish tem se mostrado um modelo vantajoso para o entendimento dos mecanismos
cerebrais e comportamentais, visto que seu cérebro - de forma primitiva - compartilha diversas
similaridades com o cérebro de mamiferos. Vdrias outras razdes tornam o zebrafish cada vez
mais atraente para a investigacdo cientifica, como o seu rapido ciclo de vida, a quantidade
grande de individuos por ciclo e o fato de que suas larvas sdo transparentes e a facilidade de
criacdo e manutengao aliada ao seu relativo baixo custo, tornam esse modelo promissor. Nessa
perspectiva, a literatura sobre o zebrafish tem aumentado de forma substancial nas ultimas
décadas, e ele vem contribuindo para a compreensao de areas como, a embriologia, a psicologia,
a farmacologia, a biologia molecular, a genética e a neurologia. O genoma desse animal ja foi
completamente mapeado e dessa forma se reconheceu uma ampla similaridade entre 0 mesmo

e modelos de vertebrados, incluindo humanos.

Sob o ponto de vista genético, o zebrafish ja conta com um niimero expressivos de
linhagens selecionadas, o que permite a expressao e ou a supressao de diversas caracteristicas
fisicas e comportamentais, o que o torna ainda mais atrativo e especifico para a abordagem de
diversos topicos. E um animal que oferece facil manuseio e é passivel de uma gama de testes
de imagem, dessa forma sendo possivel estudar de forma particular diversas circuitarias neurais,
assim como associd-las a expressdo de diversas patologias. Seu comportamento pode ser
facilmente monitorado usando as ferramentas atuais de tracking, assim, fornecendo um
conhecimento mais aprofundado de seus habitos sociais e dessa forma, a associagdo desses
comportamentos a disturbios como autismo - TEA e transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade — TDAH, e a modulacao desses por farmacos e fatores socioambientais. Com

todas essas vantagens esse tem se tornado uma ferramenta importante para a neurociéncia

translacional.
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PERCEPCAO, ATENCAO E MEMORIA

Evolutivamente, o cérebro dos vertebrados foi se tornando cada vez maior e mais
complexo, agregando estruturas que possibilitaram diversas novas atividades de acordo com o
tempo, isso ndo sendo uma caracteristica restrita aos mamiferos. Com base nessa prerrogativa,
técnicas de “operant conditioning” sdao largamente usados para o estudo da cogni¢do animal,
constituindo um método importante que utiliza o reforcamento positivo € negativo, assim como
a puni¢do, na modelagem do comportamento. Hoje ¢ sabido que essas fung¢des executivas sao
cruciais para diversos comportamentos inerentes de sobrevivéncia como tomada de decisdes e
inibi¢do de comportamentos. Em mamiferos, a maioria dessas fungdes ¢ comandada pelo
cortex pré-frontal, que os habilita a diferenciar pensamentos conflitantes e a possivel mediagao
entre acao e consequéncia (podendo ser exemplificado por se, entdo). Isso pode ser observado
em grupos além de mamiferos, sendo mediado por estruturas analogas ainda ndo tao estudadas,

aqui, com enfoque nos teledsteos.

Em Bloch, Froc, Pontiggia e Yamamoto (2019), foi avaliada a elasticidade de
aprendizado e memoria do zebrafish através de fungdes executivas primitivas. E, apds a
aplicagdo de testes “Matching to Sample” (MTS) o que, em suma ¢ um teste de equivaléncia
entre estimulo e respostas condicionais, foi observada notdria capacidade de aprendizado e
memoria correlacionada a discriminagdo de cores, resultados esses comparados com dados

prévios obtidos em mamiferos e aves.

MEMORIA

A memoria pode ser definida pela capacidade adquirir, armazenar e evocar informagdes
apresentadas ou experiencias. Em mamiferos, acredita-se que a estrutura hipocampal tenha um
papel fundamental. A Memoria de Trabalho ou “Working memory” pode ser definida como a
capacidade de reter temporariamente informacdes importantes para a tomada de decisoes e
programacao comportamental. Experimentos de memoria de curto prazo e discriminagdo de
estimulos negativos e positivos mostraram a capacidade do zebrafish em reter memorias de
curto e médio prazo. Em Jia, Fernandes e Gerlai (2014), a memoria desses animais foi avaliada

pela apresentacdo de formas de coespecificos em intervalos alternados (entre 1 e 16 minutos),
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onde foi observado que o zebrafish, ao se habituar aos novos estimulos, tende a diminuir a busca
e exploragdo e permanecer nos locais onde foram apresentadas as imagens, mesmo depois de
passado um tempo de sua apresentagao, mostrando assim, a capacidade de fixacdo e memoria

associativa de médio prazo.

PREFERENCIA ENTRE CORES E ESPECTRO

Avdesh et al. (2011) conduziu uma serie de experimentos que tinham como objetivo
principal, avaliar a capacidade do zebrafish em diferenciar cores € uma possivel memorizacao
dessa habilidade. O enfoque desse trabalho foi a capacidade de diferenciagdo e por
consequéncia a preferéncia entre as cores vermelho, amarelo, verde e azul, assim como padrdes
de claro e escuro ¢ iluminagdo, utilizando dados obtidos com estudos em roedores onde
preferéncia de uma cor pode determinar o processo de tomada de decisdo e o estabelecimento
de memoria associativa. E importante mencionar que os humanos podem nio perceber cores da
mesma forma que o zebrafish e vice e versa, ou seja, o que chamamos “verde”, “azul”,
“vermelho” ... pode ser completamente diferente na nossa percepgao para a percep¢ao do animal
(Faillace, Pisera-Fuster, Medrano, Bejarano & Bernabeu, 2017), observagao essa a ser tratada

com cuidado na interpretacao de resultados desse tipo.

Os dados apresentados por Avdesh e colaboradores (2011) sugerem uma possivel
preferéncia do zebrafish por cores distintas na seguinte ordem: vermelho = verde > amarelo >>
azul (Avdesh et al. 2011). Embora nao se saiba o motivo dessa preferéncia, pode-se especular
que se dé pela familiaridade do verde e vermelho no ambiente de forrageamento desses animais,
assim como a procura de parceiros e formacao de cardumes pois, sabe-se que esses peixes usam
de cores e padrdes para se agrupar e se proteger. Informagao essa que se mostra util para a
elaboragdo de testes ecologicamente validos, mais precisos e especificos e que pode ser,

eventualmente, modulado pela acdo de farmacos.
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COMPORTAMENTOS ANORMAIS

TRANSTORNO DE ANSIEDADE

Os comportamentos defensivos que caracterizam as respostas de medo sdo apresentados
na presenca de uma ameaca fisica (por exemplo, a presenga de um predador). Por sua vez, as
respostas associadas a ansiedade podem ser caracterizadas como um conjunto de respostas a
uma ameaca detectada, iminente, mas ndo presente (por exemplo, as respostas comportamentais
do rato na presenca do cheiro do gato) muitas pesquisas com roedores sdo feitas no ambito
desses comportamentos, porém em relacdo ao estudo com zebrafish, muitos trabalhos, embora
apresentem ansiedade como resultado secunddario, ainda divergem sobre a precisao desse fator.
Atualmente ¢ possivel considerar duas formas possiveis de se avaliar ansiedade no modelo
zebrafish:a utiliza¢do adaptada de testes aplicados em roedores, ou, explorar e abordar situagdes

que poderiam eliciar medo ou ansiedade nesse animal (Blaser, Chadwick & McGinnis, 2010).

O zebrafish quando testado em nado livre, ndo apresenta em quantidade significativa,
comportamentos que sdo associados a ansiedade, como o freezing, ou associados ao medo,
como os movimentos erraticos e saltos. Ja em condigdes experimentais, esses comportamentos
podem ser observados como marcadores comportamentais desses estados. Em experimentos
que utilizam o teste de preferéncia claro e escuro, foi observada a preferéncia do animal pela
camara escura, em detrimento da camara clara, o que pode ser uma variavel dependente
promissora para a mensuracao de estados associados a ansiedade, tendo no comportamento de

freezing, o melhor parametro observacional.

Com mais aten¢do a esse comportamento, ndo se pode afirmar ao certo o que
desencadeia o freezing nessa situacdo. Uma vez que, a preferéncia desse animal a camara
escura, seria um instinto protetivo inato, ou seja, esse animal evita a area clara quando as duas
opgoes (claro e escuro) estdo disponiveis, preferindo a escuriddo por motivos de cobertura. Ja
quando ele ¢ confinado a um tanque claro, apresenta o comportamento inicial de freezing, que

pode ser associado a ansiedade.

Em um trabalho posterior, Blaser e Rosemberg (2012) apresentaram outras
singularidades que envolvem cripticidade do fundo, e a preferéncia ao mesmo em diferentes
fases do ciclo de vida (informacgdes essas que estdo interligadas com acasalamento ou fuga), o

que ¢ muito relacionado ao instinto desse animal ao agrupamento. Entretanto, esse estudo
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levanta questdes sobre replicabilidade, uma vez que seus resultados trouxeram uma preferéncia
por tanques transparentes e escuros em detrimento do branco, o que, pode ser associado a
fatores externos da testagem, gerando um problema quando o estudo precisar ser replicado para

consolida¢dao de um modelo de teste de ansiedade.

Porém, até o momento, o teste de preferéncia entre claro/escuro se mostrou o melhor
para o entendimento do fator ansiedade, como supracitado, esse teste coloca em conflito dois
instintos natos do zebrafish, protecdo e exploracao, assim, resultando em parametros que sao
associados a um comportamento ansioso, especialmente o freezing, pardmetros esses
observados nos trés primeiros minutos de teste, onde apos esse tempo, o animal mostra sinais

de habituacao, e retorna ao seu comportamento normal.

TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)

O Transtorno do espectro autista (TEA) ¢ uma disfungdo mental que afeta parte
significativa da populagdo. Esse transtorno apresenta como sintomatologia a comunicagao
social deficitaria, um comportamento repetitivo recorrente e déficit cognitivo (Stewart et al.,
2014) e, como em varios outros transtornos cognitivos, possui alto fator fenotipico hereditario.
Atualmente, alguns genes ja podem ser associados de forma precisa a essa condi¢do, porém,
outros fatores externos também estdo inclusos, dificultando assim o entendimento da condigao
como um todo. O tratamento farmacologico ¢ limitado e ndo conta com farmacos especificos

para essa condigao.

Nesse sentido, o uso do zebrafish representa um importante e promissor modelo de
estudo farmacologico. E pertinente destacar a relativa facilidade de administragio de
substancias hidrossoluveis, evitando assim a necessidade de formas invasivas de administragao.
Isso reduz o estresse causado no animal por ser manipulado. Com essa proposi¢do em mente,
levanta-se a possibilidade do uso desse modelo animal para o estudo do TEA. Os modelos atuais
para o estudo desse transtorno sdo em sua maioria desenvolvidos em roedores, que apresentam
vantagens de comportamento social complexo, porém algumas desvantagens na testagem e

associagdo de comportamentos a comportamentos associados ao TEA.

No estudo desse modelo, Stewart et al. (2014) aponta a complexidade social intrinseca
do modelo zebrafish no que tange a formagdo de grupos e por consequéncia, a ansiedade de

separa¢do quando esses sao afastados dos seus coespecificos. Esse tipo de comportamento que
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pode ser documentado, sistematizado e mensurado, abre portas para o estudo do transtorno do
espectro autista, uma vez que esses sao aspectos tipicos (apresentadas no zebrafish de forma
menos complexa e intrincada) que caracterizam o espectro autista. Onde, apds diversas
testagens, pode-se refinar e diferenciar os animais que por sua vez nao apresentam o
comportamento social de agrupamento de forma natural, também interessante mencionar que
esses comportamentos podem ser evidenciados pela adi¢do de farmacos e modificagdo génica,

ampliando, assim, as oportunidades investigativas.

Em relagdo a essas interagdes, ¢ consideravel mencionar que, nenhum modelo animal
pode compreender toda a complexidade dessa sindrome, uma vez que ela tem se mostrado cada
vez mais complexa e relativa. Porém, pode-se desenvolver modelos e testes que, abordam
aspectos especificos (genéticos, neurofisiologicos) dessa condi¢do e combind-los para a

formagao de um bom modelo translacional.

TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE (TDAH)

O Déficit de atengao e hiperatividade (TDAH) ¢ uma condigdo bastante comum, que
tem sido intensamente investigada na atualidade. Clinicamente, essa condigdo ¢ caracterizada
por altos niveis de hiperatividade, impulsividade, fala excessiva e falta de atencdo (Halperin,
Matier, Bedi, Sharma & Newcorn, 1992; Spencer, Biederman & Mick 2007), sdo associados ao
TDAH diversos genes, incluindo reguladores de dopamina, serotonina e noradrenalina, bem
como fatores ambientais e pré-natais (abuso de substancias durante a gravidez e nascimento

prematuro sdo citados).

Existem alguns tratamentos farmacoldgicos para esse transtorno, e esses, combinados

ao tratamento psicoterapico, tem apresentado resultados promissores no controle sintomatico.

Neste cenario investigativo, o uso do zebrafish como modelo de estudo molecular e
farmacologico dessa condi¢ao apresenta aspectos promissores que visam o desenvolvimento de
farmacos mais eficazes e especificos. Sob o ponto de vista etologico, varios comportamentos
podem ser associados a comportamentos caracteristicos do TDAH, ainda que de forma

rudimentar, fornecendo assim uma melhor compreensao da origem desse transtorno.

Um modelo de estudo de TDAH precisa expressar algumas caracteristicas fundamentais

relacionadas a esse transtorno como, impulsividade, falta de atencdo e hiperatividade (Russell,
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Sagvolden & Johansen 2005; Sagvolden, Russell, Aase, Johansen & Farshbaf, 2005). Esses
comportamentos podem ser vistos no zebrafish, de forma simplificada. E, embora os estudos
envolvendo esse animal nao sejam especificos quanto aos genes que expressam determinados
comportamentos, existem alguns testes que podem implicar um ou mais desses fatores
associados ao TDAH. Um desses testes € o “five choice serial reaction time task” (5-CSRTT)
que mede a capacidade do zebrafish em responder a cinco estimulos perceptualmente idénticos,
apresentados em locais diferentes do aparato de teste em periodos aleatorios de tempo. Esse
procedimento permite avaliar a atencao seletiva e por consequéncia a impulsividade desse

animal (Fontana et al., 2019; Parker, Brock, Sudwarts & Brennan, 2014).

SUBSTANCIAS PSICOATIVAS

NICOTINA E A MEMORIA

E conhecido que o sistema colinérgico tem importante papel na memoria e no processo
de aprendizado de vertebrados e invertebrados. Essa importancia inclui os animais teledsteos,
como o zebrafish, que apresenta diversas estruturas relacionadas a memoria e aprendizagem
homologas a estruturas observadas em mamiferos. Diversas pesquisas sugerem que o zebrafish
possui uma memoria espacial desenvolvida e que pode ser avaliada por meio de testes
comportamentais (VORT-Virtual Object Recognition Test e T-maze). Essa caracteristica torna
possivel o uso desse modelo comportamental no estudo de diversos distirbios como Alzheimer,
autismo e esquizofrenia, uma vez que, em todas essas condigdes, a memoria e a localizacao
espacial sao bastante debilitadas. Faillace et al. (2017), sugere que a nicotina pode ser usada
para modulacdo da memoria, uma vez que a mesma € seus antagonistas podem melhorar ou

piorar esse parametro dependendo da dosagem.

Alguns estudos sugerem que o zebrafish possui uma preferéncia inata a exploragao de
objetos novos, o que pode indicar reconhecimento/memoria, onde a administracdo dessas
drogas, ficaram conhecidas por modificar esse comportamento. Em Faillace et. al (2017) o
zebrafish passou um tempo significativamente maior explorando formas cubicas e circulares de

mesmo tamanho, do que torres de tamanho maior, resultado esse que foi alterado na presenca
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de nicotina e fenilbutirato, o que sugere que essas drogas aumentam a capacidade desse animal

em realizar distingdes de tamanho e forma, em adicdo as cores.

Embora possamos associar a preferéncia na exploragdo dos objetos menores com
memoria, ndo se pode afirmar ao certo se, aquele objeto conhecido ndo elicia outro tipo de
reacdo nesse animal, uma vez que se pode associar também a um medo inato ou ainda a falta
de atratividade do mesmo. Ou seja, s6 podemos associar esse comportamento a memoria
quando existe a certeza de que ambos os objetos — conhecido € novo — em tese, suscitam o

mesmo tipo comportamento.

COCAINA

A cocaina ¢ considerada uma das drogas ilegais mais consumidas e danosas da
atualidade. Essa substancia consiste em um alcaloide psicoativo de a¢ao estimulante do sistema
nervoso central muito utilizada como droga recreativa. Quando hé exposi¢do pré-natal em
humanos, sdo relatados efeitos no bebé de alteracdes emocionais e déficits de atencdo, o que,
também pode acarretar problemas de memoria e aprendizagem e de adaptagdes sociais (Riley,
Maymi, Pawlyszyn, Yu & Zhdanova, 2018), caracteristicas notavelmente associadas a diversas
patologias, como autismo. Em estudos com o zebrafish, foi observada uma alterag¢do de padrao
onde, houve uma diminui¢ao de resposta quando apresentados a luzes vermelhas, abrindo portas
para o entendimento do papel dessa droga na habituacdo desses animais (Riley, Kopotiyenko

& Zhdanova, 2015).

Riley e colaboradores em um estudo de 2018 observaram que as vias dopaminérgicas
sdo afetadas com a exposi¢cdo pré-natal cronica de cocaina, e como consequéncia disso, ¢
observado nesses individuos uma tolerancia maior a essas substancias devido a exposi¢ao
prematura (Heyser, Rajachandran, Spear & Spear, 1994; Meyer, Sherlock & Macdonald, 1992;
Slamberova et al. 2012; Stanwood & Levitt, 2003).

O zebrafish (adulto) responde a ingestdo aguda de cocaina mostrando comportamentos
associados a ansiedade e, quando essa substincia ¢ retirada, sua abstinéncia modula os
transportadores de dopamina, enquanto a ingestao pré-natal interfere na morfologia do tectum
optico desses animais (area de processamento visual nesses animais, homoéloga ao coliculo

superior em mamiferos). E importante conhecer esses mecanismos, visto que, podem ser de
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importante fung¢ao para o desenvolvimento de drogas e tratamentos para TDAH e para as outras
consequéncias da exposi¢cdo pré-natal a cocaina, uma vez que a tolerancia e modulagdo dessa

droga podem ser observadas em estagios de desenvolvimento desse animal.

Riley et al. (2015), sugere que a cocaina inibe as respostas a flashes de luz de diferentes
espectros processados pelo tectum Optico, onde ¢ importante notar que, embora tenham sido
observadas alteracdes na apresentacao pré-natal, ndo foram observadas mudancas imediatas
significativas. Todavia, no decorrer do desenvolvimento desses animais os inibidores dos
efeitos da cocaina no que tange processos visuais sao considerados ausentes, o que pode indicar

que o tectum Optico modula as mudangas atentivas referentes a essa exposicao.

FARMACOS E TOXINAS

Como exposto, 0o TDAH ¢ um distirbio bastante comum, onde cada vez mais individuos
sdo diagnosticados e medicados. O medicamento mais comum para esse transtorno ¢ a
Ritalina®, cujo principio ativo ¢ a substancia Metilfenidato, um farmaco estimulante do sistema
nervoso central. Esse farmaco atua de forma a estimular o aumento da produgao e liberagao de
norepinefrina e dopamina no sistema nervoso central (Berridge et al. 2006). Este estudo foi
observado um aumento nos niveis desses neurotransmissores apds exposicdo embriondria,
porém, esse nivel elevado nao se mantive apoés um més de fertilizacdo. Mais a fundo, quando
realizado o teste de introducao ao tanque novo nesses animais foi observado que essa exposi¢ao
embriondria alterou significativamente o comportamento de mergulho desses animais
comparados ao grupo controle, assim como o percentual de tempo que eles exibiam o
comportamento de nado de fundo.Em outro teste realizado, “three chamber spatial learning”,
também se notou uma alteragdo, onde essa substancia diminuiu a capacidade desses animais

em reter e reproduzir memorias de localizagao espacial.

Como o alvo de a¢ao dessa substancia € o cérebro, com base nesses resultados conclui-
se que esse farmaco possui efeitos de curto e longo prazo nos animais (possivelmente também
em humanos em fase embriondria) uma vez que, a curto prazo houve um desbalango
neuroquimico nos animais expostos a substancia in-vitro, e, a longo prazo podem ser associados
problemas no comportamento de predacdo e retengdo de memoria espacial. O que, de forma
translacional, pode levantar a questao do risco da exposi¢do de fetos humanos a essa substancia,

uma vez que foi observado que a mesma possui efeitos permanentes na estrutura cerebral.
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Dando seguimento as substancias, traz-se ao foco agora ndo um farmaco, mas uma
toxina, o éter decabromodifenilico ou BDE-209, listado na convengao de Estocolmo como um
poluente organico bastante perigoso e persistente (nota-se que outras toxinas da mesma classe
foram banidas em convencgdes anteriores), onde ¢ valido mencionar que embora a toxina em si
tenha essa restricao, seu uso comercial ainda ¢ feito, como um retardador de chamas. O que ¢
levantado em estudos a respeito dele, se refere ao seu potencial toxico, os efeitos da sua

exposicao a tireoide, estresse, embriologia, reproducao e memoria.

Em Chen et al. (2018), o sistema visual foi reconhecido como potencial afetado por
poluentes ambientais, e visto que esse sistema em si pode ser indicador de comportamento
neuronal normal (ou ndo), essa pode ser uma boa porta de entrada para a avaliagdao dos efeitos
de substancias toxicas. Partindo disso, os resultados de Zhang, Xu, Yin e Wei (2020),
mostraram que a exposi¢ao a essa substancia no zebrafish sete dias apds fertilizag¢ao, trouxe um
padrao incomum de nado hiperativo prejudicando a expressdo normal de comportamento
responsivo a luz do mesmo. Em colecao de diversos estudos dessa substancia e de outras
mesmas da familia dos éteres fenilicos € que esse tem efeitos supressivo na expressao de genes
que danificam a retina e a formag¢do do sistema visual. Embora esses resultados sejam
conclusivos nos efeitos dessa toxina no sistema visual, ndo foram encontradas ligacdes dela

com alteragdes na tircoide.

CAFEINA

Na correria dos dias atuais, o ser humano nunca pode parar, e para que isso seja possivel
muitas vezes se recorre a um estimulante para acompanhar a agitacdo, muitas das vezes o
estimulante de escolha ¢ a cafeina, presente em diversas formas como cafés, energéticos, chés
e até chocolates. Essa substancia ¢ um antagonista ndo especifico da adenosina, e seus efeitos
giram em torno do tempo de resposta, alerta e diminui¢do da fadiga. E, ¢ importante notar que
a cafeina funciona de forma relativa a quantidade onde, dosagens baixas e medias aumentam a
capacidade locomotora e a concentracdo, porém, dosagens altas aumentam a frequéncia
cardiaca e pressao arterial, e suprimem hormoénios como epinefrina e cortisol associando altos

niveis de cafeina ao estresse e ansiedade.

O aumento da performance atentiva provocada pela cafeina € relacionado aos receptores

de adenosina, durante periodos extensos de alerta, o acumulo de adenosina sinaliza que o
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cérebro precisa descansar, porém com a adi¢ao da cafeina, ela adere aos receptores de adenosina
e os estimulantes cerebrais naturais sdo mais provaveis a funcionar. Outro efeito modulador da
cafeina ¢ a regulagao dos niveis de acetilcolina, influenciando no metabolismo e atividade, essa
ativacdo do sistema colinérgico foi associada a fungdes cognitivas como atencao, memoria e

aprendizado (Fredholm, Battig, Holmén, Nehlig & Zvartau,1999)

Em Ruiz-Oliveira, Silva e Luchiari, 2019, foi avaliada a performance do zebrafish a
exposicao a essa substancia em pequena e alta quantidade em detrimento da concentragao para
se obter uma recompensa. Onde sabe-se que o zebrafish possui uma tendéncia natural
exploratdria assim como a capacidade de associar um estimulo a uma pista visual. O teste
consistiu na apresentagdo desse animal — previamente habituado a area de teste assim como a
area alvo por condicionamento e recompensa — ao tanque onde os mesmos deveriam escolher
a area alvo correta sem apresentacdo de recompensa, ou seja, o animal deveria se lembrar da

localizagdo da area alvo sem o auxilio da apresentacdo de uma recompensa.

Os animais em seguida foram tratados com duas doses cronicas de cafeina — uma mais
baixa e outra mais alta - notou-se que o grupo controle e de exposicao cronica baixa tiveram
performances melhores, em detrimento do terceiro grupo que pode ser descrito com
comportamento distrativo perante as tarefas. Assim como ¢ importante mencionar que o tempo
de freezing do grupo de exposi¢do cronica menor a cafeina (10 mg/l) foi menor comparado aos
outros grupos, essa quantidade de cafeina também melhorou o tempo de escolha do alvo correto
na presenga de distracdes em detrimento aos outros grupos, esse grupo também teve uma
velocidade maior comparado aos outros, € essa combinacdo de comportamentos pode ser

interpretada como diminui¢do da fadiga.

COMPORTAMENTO SOCIAL

Animais sociais, como o zebrafish, sdo observados formando grupos tanto em meio
natural, quanto em laboratério. Comportamento esse imprescindivel para a sobrevivéncia dos
mesmos, pois tendem a formar grupos de coespecificos, saudaveis e de cor semelhante. Isso

pode ser uma grande ferramenta para se evitar predadores primariamente visuais.

Como mencionado anteriormente, déficits de comportamento e interagao social podem

estar associados a desenvolvimento neuronal. E com isso, o zebrafish tem se tornado uma
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importante ferramenta para estudo dessa area por ser geneticamente modificavel. Stednitz et al.
(2018) realizaram um estudo em que foram realizadas alteragdes genéticas e lesdes mecanicas
na regido do prosencéfalo com o objetivo de identificar o conjunto de células responsaveis pelo
comportamento social desse animal — sem danificar regides adjacentes. O zebrafish ¢ um animal
extremamente social, realizando agrupamentos e se direcionando ao seus coespecificos,
comportamento esse observado em qualquer linhagem desse animal, em ambos os sexos. Entdo,
para um estudo preciso da supressao desse comportamento, ¢ necessario identificar bem o
estimulo, pois, mudangas sutis no mesmo, podem alterar o comportamento de resposta, como
proximidade, atividade e orientagdo. Apds o tratamento desses animais com um receptor
antagonista da dopamina (apomorfina), foi notada uma altera¢ao de comportamento semelhante
a observada em roedores em Arakawa e Ikeda (1991). Também se observou que um estimulo
eficiente ¢ de um peixe socialmente engajado, uma vez que um coespecifico nao responsivo,
ndo catalisa o comportamento social. E, feita manipulacdo farmacoldgica, assim como a retirada
de uma porcdo do prosencéfalo observa-se, déficits prognosticaveis na exibicdo de tal
comportamento. Em adi¢do, foi identificada uma porgao critica de neurdnios colinérgicos no
telencéfalo que também sdo de grande importancia na exibi¢ao do comportamento social nesses

animais.

Trazendo ao foco esse comportamento social numa perspectiva evolutiva, pode-se
associar o agrupamento do zebrafish a sobrevivéncia, uma vez que consideremos a chamado
“oddity effect hipothesis”, que consiste na dificuldade do predador focar em uma presa
especifica, uma vez que todos os individuos sdo semelhantes entdo, uma vantagem ¢ a formagao
de grupos homogéneos, pois, um individuo diferente pode ndo sé atrair atencao para si como
atrair aten¢do do predador ao grupo (Ohguchi 1978; Landeu & Terbogrh 1986; Perry-Williams,
Ioannou & Taylor, 2018; Ruxton, Jackson & Tosh, 2007; Theodorakis 1989; Tosh, Jackson &
Ruxton, 2006).

Considerando essa hipotese, ¢ plausivel que individuos similares escolham se agrupar,
porém, o critério de agrupamento escolhido ¢ dependente da preda¢do. Um predador que ¢

orientado pela cor, ndo sera dissuadido pela homogeneidade referente ao tamanho e vice-versa.

Um conhecido predador do zebrafish ¢ o peixe-agulha (needlefish), e esse foi o animal
utilizado no estudo de Aivaz et al. 2019, que ap6s uma bateria de testes usando diversos
agrupamentos do zebrafish — grupo homogéneo com individuos grandes (marrom), grupo

homogéneo com individuos pequenos (vermelho), grupo heterogéneo de individuos pequenos
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(um marrom, o restante vermelho), grupo heterogéneo de individuos pequenos (um vermelho,
o restante marrom), grupo heterogéneo de individuos marrons (individuos pequenos, um de
tamanho maior) e, grupo heterogéneo de individuos marrons (individuos grandes, um de
tamanho menor) — apontou que, dadas as condigdes de escolha, o peixe-agulha pretere o grupo
heterogéneo, tanto em relagdo ao tamanho quanto em relagdo a cor Observou-se também que
os predadores preferiam grupos heterogéneos com peixes de cores diferentes a tamanhos

diferentes.

Sendo assim, ¢ importante frisar a importancia da socializagdo para a evolucdo e
sobrevivéncia do zebrafish, uma vez que, a associagdo - ainda mais entre individuos
semelhantes — pode ser uma questdo de vida ou de morte para esse animal, uma vez que sao

menos atrativos a um predador quando agrupados.

CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu para uma visdo ampla e integrada da utilidade do modelo
zebrafish como modelo translacional para diversas areas da neurologia, neurobiologia e
psicobiologia. Através de abordagens em sua maioria minimamente invasivas, pode se explorar
uma vasta gama de reacdes comportamentais que podem ser usadas para aprimorar nossos
modelos in vivo atuais, assim, fornecendo um modelo preciso sem danos significantes ao

mesSmo.

Vérios mecanismos de resposta desse modelo foram abordados, € com isso concluiu-se
que o zebrafish apresenta respostas orientadas apos habituacdo, o que tende ao aumento da
excitacdo quando os animais sd3o expostos a uma substancia de alarme, assim como o estimulo
a luz de forma abrupta uma “startle response” onde a atividade locomotora aumenta

significativamente. Esse comportamento ¢ seguido por um aumento de ansiedade que ¢

caracterizado por uma répida diminuicao da atividade motora.

Nao s6 o zebrafish foi testado em si, mas também diversos testes foram abordados
usando esse modelo, com o intuito do aprimoramento e unificagdo dos mesmos visando uma

fonte sem parcialidade, e com alta potencial de replicabilidade. E notavel a necessidade do
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desenvolvimento de experimentos especificos ao zebrafish que possam atender aos critérios de

replicabilidade e reprodutibilidade (Gerlai, 2019).

O efeito de substancias também foi abordado, visto que, por sua facilidade de manuseio
e apresentacdo de substancias e farmacos hidrosoluveis, diminuindo assim o estresse pelo
manuseio. Pode-se observar que esse modelo responde de formas diferentes a substincias
diversas, o que abre uma alta gama de possibilidades para o estudo de farmacos de tratamento
e retencdo de doencas, assim como futuramente, o estudo de neurotoxinas em estruturas

analogas a humanas.

Observa-se uma grande possibilidade de se estudar alguns aspectos de doengas como
Parkinson, Alzheimer, TEA e o TDAH, visto que esse modelo pode ser modificado e modulado
para apresentacdo de comportamentos caracteristicos desses transtornos. A intervengao
farmacoldgica e esses podem ser observados e tratados com farmacos, abrindo assim,
possibilidades de tratamentos experimentais para futuros testes clinicos, também

esperancosamente, solidificando esse modelo zebrafish como um modelo translacional.

Com a analise desses trabalhos, conclui-se que o zebrafish ¢ um modelo muito
promissor para os estudos bioldgicos, porém, ainda ha um caminho a percorrer para que ele seja

solidificado.
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