O
‘-

»N N\
WWVERSIDAR: FEDERAL DO PAR. >
~—"

Universidade Federal do Para
Nucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento

Programa de P6s-Graduacdo em Neurociéncias e Comportamento

O PAPEL DO RECEPTOR SEROTONINERGICO 5-HT:a NO
COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE EM ENSAIO

BIOCOMPORTAMENTAL

LOANNE VALERIA XAVIER BRUCE DE SOUZA

BELEM-PA
2023



Universidade Federal do Para

Nucleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento

Programa de P6s-Graduacdo em Neurociéncias e Comportamento

O PAPEL DO RECEPTOR SEROTONINERGICO 5-HT:14 NO
COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE EM ENSAIO

BIOCOMPORTAMENTAL

LOANNE VALERIA XAVIER BRUCE DE SOUZA

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagdo em Neurociéncias e Comportamento
da Universidade Federal do Para, como requisito
para obtencdo de Titulo de Mestre em
Neurociéncias e Comportamento.

Orientador: Prof. Dr. Caio Maximino de Oliveira
Coorientadora: Profié. Dra. Hellen Vivianni
Veloso Corréa

BELEM
2023



Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicagao (CIP)

UFPA/NUcleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento/Biblioteca

S722p  Souza, Loanne Valéria Xavier Bruce de, 1997-
O papel do receptor serotoninérgico 5-ht1a no comportamento
tipo-ansiedade em ensaio biocomportamental / Loanne Valéria
Xavier Bruce de Souza. — 2023.
64 f.:il

Orientador: Caio Maximino de Oliveira

Coorientadora: Hellen Vivianni Veloso Corréa

Dissertacéo (Mestrado) - Universidade Federal do Para /
Nuacleo de Teoria e Pesquisa do Comportamento, Programa de
Po6s-Graduacédo em Neurociéncias e Comportamento, Belém,
2023.

1. Analise do comportamento. 2. Psicologia Fisiologica. 3.

Zebrafish (organismo modelo). 4. Comportamento defensivo. I.
Titulo.

CDD - 23. ed. 152

Catalogacao na fonte: Maria Célia Santana da Silva — CRB2/780



LOANNE VALERIA XAVIER BRUCE DE SOUZA

O PAPEL DO RECEPTOR SEROTONINERGICO 5-HT;4 NO
COMPORTAMENTO TIPO-ANSIEDADE EM ENSAIO
BIOCOMPORTAMENTAL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo de Neurociéncias
e Comportamento da Universidade Federal do Pard como requisito parcial para

obtencéo de titulo de Mestre em Neurociéncias e Comportamento.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Caio Maximino de Oliveira
Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para, Orientador.

Prof® Dra. Hellen Vivianni Veloso Corréa
Universidade Federal do Para, Coorientadora.

Prof?. Dra. Mdnica Gomes Lima-Maximino,
Universidade Estadual do Para, campus Maraba (Banca)

Prof. Dr. Fernando Allan de Farias Rocha,
Universidade Federal do Para (Banca)

RESULTADO: Aprovada

Belém, 29 de setembro de 2023
Local e data de defesa




A minha familia e aos meus amigos, que sem

eles, esta jornada ndo seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer a todos que me apoiaram até aqui, minha familia, meus amigos,
a meu orientador Caio Maximino, a qual eu sou extremamente agradecida pela orientacéo e
oportunidade de aprender de maneira critica e humana as questdes mentais, e fazer parte do
Lanec (Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento “Frederico Guilherme Graeff”),
Unifesspa, e conhecer pessoas maravilhosas integrantes do grupo que me ajudaram desde 0s
experimentos as experiéncias de vida. Obrigada a todos.

Agradecer ao grupo GERPA (Grupo de estudos da reprodugdo de peixes
Amazonicos), pela parceria e pela oportunidade de ter conhecido pessoas maravilhosas que
me acolheram e me ajudaram na construcao dessa dissertacdo de alguma forma, mesmo que
através das piadas e do bom humor. Paulo, Maria e Jeane, e a todos os integrantes do grupo, o

meu muito obrigada.

A Bruna, que sempre se mostrou sempre solicita aos pedidos de socorro para a

realizagdo dos experimentos.

E agradeco especialmente a minha amiga Larissa, que esteve comigo nessa
caminhada de mestrado desde o inicio como mestranda, que me acompanhou nos altos e
baixos, e no fim estivemos uma pela outra. Obrigada por sempre me incentivar e fazer

acreditar em mim.

Obrigada a todos que, de alguma maneira, apoiaram, incentivaram e/ou viabilizaram a

realizacdo desta dissertacao.

E por fim, agradeco ao CNPq e a FAPESPA pelo auxilio a essa pesquisa através da

concessao de bolsa de estudos.



“Ansiedade ¢ quando sempre faltam muitos minutos para o que quer
que seja”.

(Mério Quintana)



Souza, L.V.X.B. (2023). O papel do receptor serotoninérgico tipo 5-HT1a no comportamento
tipo-ansiedade em ensaio biocomportamental. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-
Graduacgdo em Neurociéncia e Comportamento. Belem-PA, 64 p.

RESUMO

A ansiedade é uma emocdo normal representando uma reagdo a um perigo potencial,
enquanto o medo pode ser definido como uma reacdo ao perigo real, explicito. Quando
patoldgica, a ansiedade pode trazer prejuizos a qualidade de vida do individuo a medida que
se torna persistente, incontrolavel e inapropriada. Dados epidemiolégicos mostram como a
ansiedade pode se mostrar prejudicial em niveis tanto econbmicos e sociais, além de ser
considerada como um problema de salde publica. Relacionado com algumas funcdes
fisiol6gicas e comportamentais como estados de ansiedade estd o receptor 5-HT1a, que faz
parte do sistema serotoninérgico (5-HT). A utilizacdo de organismos-modelo para a avalia¢do
de fendmenos biocomportamentais é importante para fundamentar hipéteses sobre as bases
bioldgicas desses fendmenos. Tendo isso em vista, o zebrafish (Danio rerio Hamilton 1822),
conhecido também como paulistinha ou peixe-zebra, mostra-se um organismo-modelo ideal
para estudar o papel deste receptor no comportamento, devido tanto as homologias descritas
entre o receptor 5-HTi1a de mamiferos e de peixes teledsteos quanto as similaridades
funcionais do sistema serotoninérgico. Com base na literatura, hipotetizamos que a ativagédo
do receptor 5-HT1a ird produzir aumento do comportamento tipo-ansiedade nesse animal. O
tratamento de coortes de zebrafish com 8-OH-DPAT, um agonista pleno do receptor 5-HT1a,
diminuiu o comportamento tipo-ansiedade no teste de distribuicdo vertical eliciada pela
novidade, mas ndo no teste de preferéncia claro-escuro, ambos considerados desfechos de
comportamento tipo-ansiedade para essa espécie. O mesmo tratamento diminuiu a
aproximagdo social tanto em teste de investigacdo social quanto em teste de novidade social.
Esses efeitos sugerem uma participacdo de heterorreceptores 5-HT1A na ansiedade e na

preferéncia social do zebrafish, diminuindo ambas. Dessa maneira, o0 estudo desse receptor



revela-se importante para a melhor compreensdo do comportamento tipo-ansiedade em
zebrafish e sua relagdo com fendmenos semelhantes em vertebrados.
Palavras-chave:  zebrafish; organismo modelo; homologia; vertebrados;

comportamento defensivo;



Souza, L.V.X.B. (2023). O papel do receptor serotoninérgico tipo 5-HT1a no comportamento
tipo-ansiedade em ensaio biocomportamental. Dissertacdo de Mestrado. Programa de P0s-
Graduacgdo em Neurociéncia e Comportamento. Belém-PA, 64 p.

ABSTRACT

Anxiety is a normal emotion representing a reaction to potential danger, whereas fear
can be defined as a reaction to real, explicit danger. When pathological, anxiety can be
detrimental to an individual's quality of life as it becomes persistent, uncontrollable and
inappropriate. Epidemiologic data show how anxiety can be detrimental at both economic and
social levels, as well as being considered a public health problem. Related to some
physiological and behavioral functions such as anxiety states is the 5-HT1a receptor, which is
part of the serotonergic (5-HT) system. The use of model organisms for the assessment of
biobehavioral phenomena is important to substantiate hypotheses about the biological basis of
these phenomena. With this in mind, the zebrafish (Danio rerio), also known as paulistinha or
zebrafish, is an ideal model organism to study the role of this receptor in behavior, due to both
the homologies described between the 5-HT1a receptor of mammals and teleost fish and the
functional similarities of the serotoninergic system. Based on the literature, we hypothesize
that activation of the 5-HT1a receptor will produce increased anxiety-like behavior in this
animal. Treatment of zebrafish cohorts with 8-OH-DPAT, a full agonist of the 5-HTia
receptor, decreased anxiety-like behavior in the novelty-elicited vertical distribution test, but
not in the light-dark preference test, both considered endpoints of anxiety-like behavior for
this species. The same treatment decreased social approach in both the social investigation
test and social novelty test. These effects suggest a participation of the 5-HTia
heteroreceptors in zebrafish anxiety and social preference, decreasing both. Thus, the study of
this receptor is important for a better understanding of anxiety-like behavior in zebrafish and
its relationship with similar phenomena in vertebrates.

Keywords: zebrafish; model organism; homology; vertebrates; defensive behavior
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O papel do receptor serotoninérgico tipo 5-HT1a N0 comportamento tipo-ansiedade em
ensaio biocomportamental

A ansiedade é um comportamento basico que acompanha toda a vida do ser humano e
outros vertebrados, caracterizado como uma resposta a uma situagdo potencialmente perigosa
(Sartori, Landgraf & Singewald, 2011). Comumente pode ser relacionada ao medo, que é
entendido como uma resposta a uma situacao de perigo explicito (Jesuthasan, 2012). Embora
os dois possam estar intimamente relacionados, ha evidéncias crescentes que mostram que a
ansiedade e o medo sdo emocdes distintas em termos de respostas comportamentais ajustes
fisioldgicos, e bases neurais (Blanchard & Blanchard, 2008).

Os transtornos de ansiedade podem ser classificados por varios tipos de transtornos de
acordo com o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), como
agorafobia, transtorno de panico, fobias especificas, e transtorno de ansiedade generalizada
(TAG) (American Psychiatric Association, 2013). Comorbidades associadas a ansiedade sao
frequentes, que variam entre outros transtornos psiquiatricos até doencas cardiovasculares e
renais. Os transtornos de ansiedade podem prejudicar a vida do individuo diariamente ja que,
por efeito direto ou indireto de crises e sintomas, deixa de realizar suas atividades rotineiras,
ocorrendo também rompimentos sociais e abandono de atividades consideradas prazerosas.
(Costa, Branco, Vieira, Souza, & Silva, 2019).

Dentre os quadros mentais, 0s transtornos de ansiedade sdo a segunda principal causa
de incapacitacdo que mais afeta a populacdo geral (Mangolini, Andrade, & Wang, 2019). Em
2019, 301 milhdes de pessoas em todo o mundo estavam vivendo com transtornos de
ansiedade (31%), liderando a prevaléncia global de transtornos mentais em 2019. Sendo mais
comum principalmente em mulheres do que em homens (5% comparado a 3% a nivel global)

com idade de mais de 20 anos (homens com 3.6% comparado com 5.9% em mulheres). Em
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2020 esses numeros aumentaram significativamente por decorréncia da pandemia da COVID-
19 (Organizacao Mundial da Saude, 2022).

De acordo com a OMS (2017), dentre os paises da regido das Américas, o Brasil é um
dos paises que mais possuem casos de transtornos de ansiedade, afetando 9,3% da populacao.
Tendo isso em vista, ha implicacdes diretas e indiretas socialmente e economicamente como
consequéncia da ansiedade, como a capacidade reduzida no trabalho e o aumento de

auséncias laborais.

1.1.Serotonina e ansiedade

Para entender a neurobiologia da ansiedade, é possivel compreender a partir de alguns
sistemas biologicos do sistema nervoso central (SNC); um deles é do neuromodulador
serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) (Maximino, 2012).

De acordo com a teoria Deakin-Graeff, algumas diferentes subpopulacdes de
neurdnios serotoninérgicos no ndcleo dorsal da rafe e o nucleo medial da rafe estariam
envolvidos de maneira Unica com a patofisiologia da ansiedade e transtornos afetivos. Isso,
por meio de projecOes topograficamente organizadas a diferentes areas do encéfalo (Deakin
and Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Paul et al., 2014;). No comportamento tipo-ansiedade,
possivelmente mediado pelo nucleo amigdaloide, via receptores serotoninérgicos 5-HT2 e 5-
HTs, por projecdes do nucleo dorsal da rafe (NDR) que liberam 5-HT, e quando ativados,
aumentam o comportamento tipo-ansiedade e medo. Enquanto que, na massa cinzenta
periaquedutal (MCP) via receptores 5-HT1a € 5-HT>, quando ativados, ha a diminuigdo do
comportamento tipo-ansiedade e medo (Maximino, 2012).

A teoria Deakin-Graeff postula ndo somente o “duplo efeito” aparentemente
paradoxal da serotonina sobre comportamentos tipo-medo e tipo-ansiedade em relacdo a
diferentes partes do neureixo, mas também a partipacdo diferencial dos receptores de

serotonina nesses efeitos. Um desses receptores, 0 5-HT1a, serd analisado nessa dissertagéo.
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Além disso, a 5-HT é também associada a comportamentos como sono, dor, agressao,
alimentacdo, humor e aprendizagem (Lucki, 1998). No encefalo de mamiferos, a 5-HT ¢é
sintetizada nos ndcleos da rafe, cujas fibras se projetam para varias estruturas do encéfalo
(Figura 1), incluindo o cortex frontal e estruturas do sistema limbico, como hipocampo,
complexo amigdaléide e MCP (Gelfuso et al., 2014).

Figura 1

Organizacao do sistema serotoninérgico humano. Projecdes serotoninérgicas
partindo dos nucleos da Rafe ao estriado e ao neocortex

Corpo caloso

Talamo

accumbens

Nucleosda
Rafe

Nota. Traduzido e adaptado de Nummenmaa, Seppéld & Putkinen (2022).

1.2. Receptor 5-HT1a

A 5-HT é encontrada tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico (SNP). Em
mamiferos ha de mais de 14 subtipos de receptores 5-HT marcados por técnicas moleculares
e farmacologicas, e que diferem em sua expressdo regional e funcdo em mediar acoes
serotoninérgicas em ac0es fisioldgicas, humorais e emocionais (Sari, 2004; Albert & Vahid-
Ansari, 2019). Entre eles, cita-se o receptor 5-HT1a, um dos receptores mais abundantes e
amplamente expressados no encéfalo e o principal receptor inibitério serotoninérgico
(Akimova, Lanzenberger & Kasper, 2009; Albert & Vahid-Ansari, 2019). Esse receptor é 0

sub-classificado em duas populagfes, os autorreceptores (promovem um controle inibitério
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local do disparo neuronal e da sintese de 5-HT) pré-sinapticos, que estdo localizados no corpo
celular e nos dendritos de neurdénios de 5-HT; e heterorreceptores (modulam a liberacdo de
outros neurotransmissores em neurdnios nao serotoninérgicos) pds-sinapticos que estdo
localizados em dendritos e no corpo celular de neurdnios nao serotoninérgicos em areas de
projecdo de 5-HT (Figura 2) (Albert & Vahid-Ansari, 2019).

Figura 2

llustrac@o de um neurénio autorreceptor projetando-se a um neurénio pos-sinaptico
(heterorreceptor) dos receptores de serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) 5-HT1A

Autorreceptores 5-HT1A Heterorreceptores 5-HT1A

NEURONIO 5-HT NEURONIO POS-
SINAPTICO

Nota. Traduzido e adaptado de Albert, Le Frangois & Millar (2011).

Os receptores 5-HT1a sd0 receptores ligados a proteina G inibitérias (Gi/Go), que
inibem a adenilil ciclase e reduzem os niveis de cAMP (monofosfato de adenosina 3', 5'-
ciclico) (Albert, & Vahid-Ansari., 2019; Haleem, 2019). Dessa forma, sdo reduzidas a
formacdo de cAMP e a fosforilagdo da proteina mediada pela proteina cinase. Algumas
drogas serotoninérgicas podem ser citadas quando falamos do receptor 5-HTia,
principalmente quando relacionado ao comportamento tipo-ansiedade. Azapironas como a
buspirona, um agonista parcial do receptor 5-HT1a, € indicada para transtornos de ansiedade
generalizada (TAG) (Chessick et al., 2006); e o 8-OH-DPAT (8-hidroxi-2-(di-n-
propilano)tetralina), sendo comumente usado como agonista para avaliar os efeitos

comportamentais do receptor 5-HT1a (Rock & Parker, 2017).
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Doses baixas de 8-OH-DPAT e a buspirona, ativam preferencialmente o0s
autorreptores 5-HT1a, e consequentemente, a liberacdo de 5-HT das terminagGes nervosas
serotoninérgicas diminuem. Portanto, a sintese de 5-HT é reduzida como um mecanismo de
feedback. Os heterorreceptores 5-HTia S80 expressos em muitas regifes do cérebro e a
ativacdo deste, inibe o disparo de neur6nios onde esses receptores estdo localizados (Haleem,
2019).

Como agonista parcial, a buspirona promove efeitos diferentes em autorreceptores e
heterorreceptores devido a diferenca na densidade de receptores (maior em neurbnios
serotoninérgicos do que em neurdnios ndo-serotoninérgicos) e eficacia da ligacdo receptor-
efetor entre populacdes pré- e pds-sinapticas (Blier et al., 1993; Meller et al., 1990; Yocca et
al., 1992). Assim, agonistas parciais agem como agonista pleno em autorreceptores e
antagonista em heterorreceptores; de um ponto de vista sisttmico, portanto, o efeito da
buspirona leva a inibicdo da atividade de neurbnios serotoninérgicos (e consequente
diminuicdo da liberacdo de 5-HT) associada ao blogueio dos receptores pos-sinapticos.
Agonistas plenos, como o 8-OH-DPAT, parecem agir como agonistas plenos tanto em
autorreceptores quanto em heterorreceptores (Sprouse & Aghajanian, 1988), diminuindo a
disponibilidade de 5-HT em outros subtipos de receptores ao mesmo tempo em que
receptores 5-HT1a p0Os sinépticos séo ativados.

Estudos com camundongos com auséncia de receptores 5-HTia, demonstraram
aumento de evitacdo nos testes de labirinto em cruz elevado e campo aberto (Piszczek et al.,
2013). Quando esses animais sao cruzados com animais que sobre-expressam o receptor em
todas as regides, o fenotipo é parcialmente resgatado; entretanto, 0 mesmo ndo ocorre quando
0s animais sdo cruzados com individuos que sobre-expressam somente na rafe (i.e. na forma
de autoreceptor), sugerindo que a retroalimentacdo negativa causada por esses receptores ndo

é suficiente para modular a ansiedade. Entretanto, como essas linhagens de camundongos
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apresentam diferentes niveis do receptor desde a vida embrionaria, é possivel que esses
efeitos se devam ao papel da serotonina na ontogénese de circuitos cerebrais associados a
ansiedade e ao estresse (Piszczek et al., 2013).

Em estudo de File e colaboradores (1996), foram usados camundongos adultos para o
testes comportamentais de interacdo social e o labirinto em cruz elevado para medir o
comportamento tipo-ansiedade. Para isso, 0s receptores 5-HTia pré-sinapticos no nucleo
mediano da rafe (NMR) e p0s-sinapticos na sua area de projecdo do hipocampo dorsal, foram
testados com microinjecdo do agonista 8-OH-DPAT e do antagonista WAY 100635. Como
resultado, o 8-OH-DPAT teve efeito ansiolitico em ambos os testes comportamentais quando
microinjetado no NMR. O WAY 100635 confirmou a mediacdo do efeito ansiolitico do
receptor 5-HT1a pelo papel de antagonista. Enquanto que, no hipocampo dorsal bilateral, o 8-
OH-DPAT teve efeito ansiogénico em ambos 0s testes comportamentais. 1sso sugere que, em
animais adultos, a ativacdo de autorreceptores no NMR e heterorreceptores no hipocampo

dorsal apresentam papéis opostos.

1.3. Ansiedade e evolucdo: Paradigma para a utilizacdo de organismos-modelos em
testes comportamentais

A ansiedade do ponto de vista da evolucdo pode ser compreendida principalmente
pela selecdo natural. Desde que, além de caracteristicas fisicas, estratégias comportamentais
foram selecionadas e preservadas ao longo das geragOes, culminando em vantagens
adaptativas. Nesse sentido, um conjunto basico de comportamentos defensivos
compartilhados entre as espécies, podem ser identificados e relacionados a ansiedade humana
(Shuhama et al., 2007). Considerando o ambiente semelhante em suas restrigdes, ao redor do
planeta Terra, a evolugdo convergente ocorreu, e assim sendo possivel observar as mesmas
estratégias basicas de defesa exibidas por praticamente todos os vertebrados, e até mesmo

espécies animais nao vertebrados. No entanto, para relacionar as estratégias de defesa animal
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a ansiedade humana em termos neurobioldgicos, é possivel fazé-lo em animais que tém
cérebros filogeneticamente relacionados ao encéfalo humano (Shuhama et al., 2007).

Quando relacionada a primatas humanos, a ansiedade do ponto de vista da evolugédo
pode ser relacionada com situagdes sociais, mas também a perigos nao sociais. Em situacoes
de perigo contra cobras, aranhas, existe a evitacao ansiosa, que identifica esses animais como
um perigo iminente. Agora quando comparamos, por exemplo, com carros e tomadas
elétricas, ndo ha a mesma reacdo, o que indica que a evolugdo ndo teve tempo em construir a
ansiedade diante a esses perigos. E isso se explica pelo desencontro entre o presente e a Era
de Adaptacdo Evolutiva (EEA), que é o tempo evolutivo em que as adaptacdes evoluiram

(Scott, 2013).

1.4. O uso do zebrafish no estudo da neurobiologia da ansiedade

Por ser um fendmeno comportamental complexo e com relevancia clinica, o estudo da
ansiedade em testes comportamentais em animais ndo-humanos mostra-se necessario a
medida que a pesquisa visa aprimorar medicacdes além de entender o0 mecanismo para 0 seu
tratamento (Santos & De-Carli, 2018). Dentre os organismos-animais, o zebrafish (Danio
rerio Hamilton 1822) (Figura 3), também conhecido como paulistinha ou peixe-zebra, € um
teledsteo (3 a 4 cm) tropical de agua doce, comumente usado como modelo animal na
pesquisa cientifica devido a ser de pequeno porte, facil manutencédo, econdmico para criacdo
e com alta taxa de reproducdo, além de apresentar grande homologia com mamiferos
(Maximino et al., 2013a). O zebrafish possui todos os neurotransmissores “classicos” aos
vertebrados e o sistema endocrino permite distintas respostas ao estresse (Maximino et al.,

2015b; Silveira, Schneider & Hammes, 2012).
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Figura 3

Imagem do peixe zebrafish (Danio rerio)

Nota. Imagem da prépria autora.

Em zebrafish, o comportamento tipo-ansiedade (ZBC 1.6) é definido:

Comportamento complexo evocado por ambientes/estimulos perigosos ou potencialmente
perigosos. Inclui exploracdo reduzida, e manifesta-se tipicamente em geotaxia (mergulho), tigmotaxia,
escototaxia, congelamento, movimentos operculares, mudanca de coloragdo corporal e movimentos
erraticos (zigue-zague). Drogas ansioliticas geralmente reduzem comportamentos tipo-ansiedade,

enquanto agentes ansiogénicos potenciam essas respostas [...]. (Kalluef et al., 2013, p. 72)

A definicdo de comportamento tipo-ansiedade encontrada sugere a observacdo de
diferentes unidades comportamentais em contextos e aparatos diferentes. Como uma maneira
de avaliar o comportamento-tipo ansiedade no zebrafish, é possivel citar alguns testes
comportamentais que sdo usados para tal. Sdo eles, distribuicdo vertical eliciado pela
novidade (DVEN), teste de preferéncia claro/escuro (PCE) (Maximino et al., 2010; Fontana
et al., 2022; Onarheim et al., 2022) e interacdo social (IS) e novidade social (NS) (Maximino
etal., 2010).

As diferentes unidades comportamentais secundarias comuns nesses testes
comportamentais sdo 0 nado erratico (ZBC 1.51) definido como “comportamento complexo

caracterizado por mudancas bruscas de direcdo ou velocidade”, geralmente ocorre por
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exposicdo a predadores, liberacdo de sinais de alarme ou reflexo de um estado de ansiedade
ou medo. E também observado ap6s episodios de congelamento. Nas larvas de zebrafish, em
mudancas repentinas de luz, ha presenca de movimentos erraticos (Kalluef et al., 2013); e o
congelamento (ZBC 1.68) “a interrupcdo completa dos movimentos (com exceg¢dao das
guelras e dos olhos) do peixe quando ele esta no fundo do tanque”, comumente € resultado de
ansiedade no animal ou comportamento submisso, que podem ser avaliados pela laténcia,
frequéncia e duracdo do congelamento. Os movimentos operculares nesse comportamento
sdo geralmente frequentes (Kalluef et al., 2013). Os primérios e os principais de cada teste
serdo descritos a segulir.

No DVEN, o animal é exposto a um aquario novo, explorando-o livremente. A
tendéncia natural do zebrafish, nesse contexto, é escapar do topo, potencialmente aversivo em
seu habitat original; dessa forma, o estado de ansiedade é refletido na exploracao reduzida do
topo do aquéario (maior laténcia para alcancar o topo, menos entradas ao topo, mais tempo no
fundo) juntamente com elevados movimentos erraticos e congelamento (Stewart, 2012).

A principal medida comportamental analisada de no DVEN ¢ a geotaxia (ZBC 1.46),
definida como “movimento/preferéncia para o fundo do tanque, geralmente em resposta a
uma ameaca”. A preferéncia pelo fundo seria explicada mais pela evitagdo do topo, do que
pela aproximacdo do fundo; quando expostos em aquarios com dois compartimentos
diferindo em profundidade, é perceptivel a preferéncia pelo lado mais profundo, enquanto
que nenhuma preferéncia é vista em um aquario com dois compartimentos diferindo em
distancia (Blaser & Goldsteinholm, 2012). Dessa maneira, a preferéncia pelo fundo
(geotaxia) pode representar um importante comportamento defensivo contra predadores
aéreos. (Blaser & Goldsteinholm, 2012).

No teste PCE, o animal é apresentado a um aparato com dois compartimentos com

substrato e paredes de cores diferentes (p.ex., preto e branco), e observa-se a preferéncia por
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um dos compartimentos (Maximino et al., 2010). Em condicdes de alta iluminacdo ambiental,
animais adultos apresentam preferéncia marcada pelo compartimento escuro. Via de regra,
aumentos na preferéncia por escuriddo séo interpretadas como efeitos ansiogénicos (aumento
de ansiedade), enquanto sua diminuicao é interpretada como efeito ansiolitico (diminuicao de
ansiedade) (Maximino et al., 2010; Fontana et al., 2022; Onarheim et al., 2022).

A medida primaria de ansiedade nesse modelo é a escototaxia (ZBC 1.137), definida
como “preferéncia natural por iluminacdo/ambiente escuro (ou de evitacdo de
iluminagdo/ambiente claro)”. No teste PCE é representada pela cripsis nos peixes que
dependem da distribuicdo dorsal dos melandforos na superficie do animal; a presenca de
melanoforos dorsais e dorsalmente orientados, tendem minimizar a refracdo e a reflexdo de
luz incidente nesses animais, logo reduzindo a eficacia da informacéo visual para possiveis
predadores. Uma coloracdo criptica adequada requer os antecedentes e comportamentos
adequados (nesse teste, a preferéncia pelo substrato escuro) (Maximino, 2010).

Outro comportamento que pode ser analisado como ansiedade em zebrafish é a
tigmotaxia (ZBC 1.173) definida como “uma preferéncia por ficar proximo a borda/lateral (e
evitar as areas abertas centrais)” (Kalluef et al., 2013).

O teste de investigacdo social (IS) e novidade social (NS) é considerando que o
zebrafish seja um peixe social, isto €, que vive em cardume, visto que ele mostra uma alta
coesdo social quando comparado com roedores. Independente do ambiente, natural ou
laboratorial, o zebrafish forma grupos para maximizar sua eficiéncia de forrageio e evitar
predacdo. Apenas com duas semanas de vida, o zebrafish juvenil j& comeca a nadar junto de
outros juvenis, dessa forma, ja formando grupos sociais (Ogi et al., 2021).

Assim, o teste IS apresenta acesso visual a dois estimulos, um aquério vazio e um
aquério com um co-especifico ndo-familiar; nessas condicdes, o zebrafish tende a passar mais

tempo proximo ao co-especifico. Os comportamentos analisados sdo tempo préximo ao
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estimulo e tempo longe do estimulo. Na sequéncia (teste SN), o aquario vazio € substituido
por um aquario com um novo co-especifico nao-familiar, e o zebrafish tende a passar mais
tempo investigando esse novo estimulo. O tratamento com buspirona aumenta a preferéncia
pelo co-especifico no teste de investigacdo social, mas ndo parece mudar a preferéncia no
teste de novidade social. Os comportamentos analisados sdo 0 tempo préximo ao novo

estimulo e tempo préximo ao co-especifico conhecido (Barba-Escobedo & Gould, 2012).

1.5. O sistema serotoninérgico do zebrafish

O sistema serotoninérgico € altamente conservado nas espécies de vertebrados,
incluindo o zebrafish, porém existem diferencas entre o grau de conservacdo neuroanatémico
e genémico. Dado que, em peixes, anfibios, répteis, e aves, 0s neurdnios serotonérgicos
encefalicos encontram-se (além da rafe, como nos mamiferos) também em nulcleos
hipotalamicos e pre-tectais (Maximino et al, 2013a; Herculano & Maximino, 2014). Nos
teledsteos, pelo evento de duplicacdo de genes (fornece condicdes para transicdes evolutivas)
na base de radiacdo dos teledsteos (Taylor et al., 2003) o zebrafish possui trés cpias do gene
tph que codifica triptofano hidroxilase (enzima taxa-limitante da sintese de 5-HT) (Bellipanni
et al., 2002), assim como duplicacdo também no gene sert (serta e sertb), responsavel pelo
transportador de serotonina (Wang et al., 2006; Norton et al., 2008). Apesar disso, o papel do
sistema serotonérgico parece relativamente conservado no zebrafish (Maximino et al., 2013a;
Herculano & Maximino, 2014).

No zebrafish, o sistema serotoninérgico (Figura 4) possui pelo menos trés grupos de
neurdnios serotoninérgicos (nucleos da rafe, populacdes hipotaldmicas e area pretectal),
porém apenas os que estdo localizados no rombencéfalo (nucleos da rafe) sdo encontrados em
tetrapodes, incluindo mamiferos (Herculano & Maximino, 2014).

Figura 4

Sistema serotoninérgico do zebrafish adulto
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Prosencéfalo Mesencéfalo Rombencéfalo

Populagéo prectetal

Populagdes hipotalamicas

Nota. Traduzido de Herculano & Maximino, 2014

Algumas evidéncias sugerem um papel do receptor 5-HT1A no comportamento tipo-
ansiedade em zebrafish. Via de regra, a buspirona produz consistentes efeitos tipo-
ansioliticos em ensaios comportamentais com zebrafish (Tabela 1), independente da via de
administracdo, dose, ou teste.

Maximino et al. (2013b) avaliaram o comportamento caracterizados pela escototaxia
(preferéncia por ambientes escuro em detrimento a ambientes claros) e a geotaxia (a medida
de tempo no topo ou no fundo do aparato). Observaram comportamento tipo-ansiedade
correlacionado positivamente com niveis extra-celulares de 5-HT no encéfalo no teste
DVEN, enquanto que a correlagdo foi negativa no teste claro/escuro. Essa pesquisa sugere a
sensibilidade diferencial desses testes comportamentais para avaliacdo das drogas
serotoninérgicos; alternativamente, a 5-HT pode regular o comportamento do zebrafish de
forma diferente nos testes DVEN e no PCE. A buspirona produziu efeito ansiolitico ao
diminuir a permanéncia no fundo do DVEN, e também aumentando o tempo de permanéncia
no compartimento branco do PCE. Enquanto o WAY 100635 (antagonista pleno do receptor
5-HT1a) produziu efeitos ansioliticos também, por aumentar o tempo no topo no DVEN e no

PCE tempo gasto no compartimento branco e diminuiu a tigmotaxia e avaliagéo de risco.
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Nowicki et al. (2014), por outro lado, observaram efeito tipo-ansiogénico no DVEN
apos tratamento com  4-fluoro-N-[2-[4-(2-metoxifenil)piperazin-1-il]etil]-N-piridin-2-
ilbenzamida (MPPF), outro antagonista do receptor 5-HT1a.

Tabela 1

Efeitos ansioliticos da buspirona em zebrafish

Referéncia Dose/concentragdo Teste comportamental
Facchin et al., 2015 0 ou 50 mg/L DVEN
Maaswinkel et al., 2012 0 ou 5 mg/L DVEN
Gebauer et al., 2011 0-3 mg/L DVEN

Group behavior test

Maximino et al., 2011, 2014 0-50 mg/kg PCE
Bencan et al., 2009 0-50 mg/L DVEN
Connors et al., 2014 0-50 mg/L Labirinto em cruz aquatico
Maaswinkel et al., 2013 0-5 mg/L Group behavior test
Lauetal., 2011 0-13.878 mg/L PCE
Abozaid & Gerlai, 2022 0-80 mg/L Exploracdo em placa de Petri (juvenis)
Hawkey et al., 2021 0-100 uM DVEN

As discrepancias em relacdo aos resultados de experimentos com buspirona, que age
como agonista parcial e antagonista do receptor 5-HT:a (WAY 100635 e m-MPPF) em

zebrafish sugerem que esses efeitos podem se dever a reserva de receptores. Ademais, nao
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existem estudos com agonistas plenos nessa espécie, e esses estudos sdo limitados em
roedores. Assim, o objetivo do presente trabalho € avaliar o efeito do tratamento com 8-OH-
DPAT, um agonista pleno do receptor 5-HT1a, em comportamentos relevantes para a
ansiedade e para a sociabilidade em zebrafish.

Maximino et al. (2013b) avaliaram o comportamento caracterizados pela escototaxia
(preferéncia por ambientes escuro em detrimento a ambientes claros) e a geotaxia (a medida
de tempo no topo ou no fundo do aparato). Observaram comportamento tipo-ansiedade
correlacionado positivamente com o 5-HT no teste DVEN, enquanto que a correlacdo foi
negativa no teste claro/escuro. Essa pesquisa sugere a sensibilidade diferencial desses testes
comportamentais para avaliacdo das drogas serotoninérgicos; alternativamente, a 5-HT pode
regular o comportamento do zebrafish de forma diferente nos testes DVEN e no PCE.

Justificativa

Apesar de ser um dos receptores mais estudados e mais abundantes do sistema de 5-
HT, o 5-HT:1a € um receptor que estd comumente ligado a drogas ansioliticas (p.ex.
buspirona), entdo sendo importante seu estudo e sua compreensdo. Além de que, as
consequéncias econémicas e sociais resultantes do transtorno da ansiedade, € perceptivel a
necessidade de estudos em prol de uma melhor compreensdo aos mecanismos

neurobioldgicos a nivel receptor 5-HT1a com a interag@o do sistema serotoninérgico.

Objetivos
Objetivo geral:
Avaliar a participacdo do receptor serotoninérgico 5-HTia no padrdo de
comportamento tipo-ansiedade em zebrafish.
Objetivos especificos:
Avaliar os efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfechos primarios em testes

comportamentais de ansiedade em zebrafish (DVEN, PCE).
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Avaliar os efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfechos secundarios de comportamento
tipo-medo e sedacdo em zebrafish (DVEN, PCE).
Analisar os efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfechos de aproximacéo/evitacao social

em teste de investigacdo social (IS) e novidade social (NS) em zebrafish.

Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados 48 zebrafish (Danio rerio), linhagem shortfin, selvagens adultos (4-6
meses de idade) de ambos os sexos da linhagem obtidos de coldnia resultante de cruzamentos
entre animais adquiridos em lojas especializadas. O tamanho amostral foi com base de efeito
tipico para efeitos ansioliticos em testes comportamentais com zebrafish, ou seja, um
tamanho de efeito pequeno. Todos os animais foram mantidos em aquarios de 50 L (com uma
densidade de 80-100 animais por tanque) e aclimatados em laboratério por um periodo de 14
dias antes dos experimentos sob condi¢fes otimizadas de manutencdo. Os aquarios foram
preenchidos com agua declorada, a qual foi mantida sob aeracdo e filtracdo quimica e
mecanica constante a uma temperatura de 26 + 2°C e pH 7,2. A iluminacdo da sala foi
fornecida por lampadas fluorescentes, sob um ciclo claro/escuro de 14/10 controlado por
fotoperiodo (luzes acesas das 8 as 22 h). Os animais foram alimentados duas vezes por dia
com racdo comercial flocada. A &gua dos aquérios foi trocada pelo menos duas vezes por
semana e a qualidade da mesma foi monitorada utilizando fotbmetro. A densidade de animais
adotada sera de acordo com o protocolo adotado na diretriz brasileira para o cuidado com
zebrafish em laboratério (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL - CONCEA, 2017). Todos os delineamentos experimentais
foram sempre guiados pelos preceitos dos 3 Rs (reposicdo, refinamento e reducédo), visando a
garantir o melhor aproveitamento e uso de menor nimero de animais. O projeto foi executado

com aprovacdo do Comité de Etica em Uso de Animais da UNIFESSPA (Universidade
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Federal do Sul e Sudeste do Pard) sob o protocolo de n°23479.019576/2022-43; e envolveu
pessoal treinado e capacitado. Nao foram utilizados zebrafish que demonstraram estar
doentes. Foram seguidos critérios de avaliacdo da saude do animal pelo protocolo

(https://zebrafish.org/wiki/ media/protocols/health/daily monitoring fish morbidity 07 201

5.pdf) fornecido pela Zebrafish International Resource Center (ZIRC), onde foi observado se
0s animais tinham mudancas fisicas e comportamentais como na coloracdo das escamas,

letargia, esfregar-se nas laterais do tanque, presenca de ectoparasitas.

3.2. Tratamento farmacologico

Para a manipulacdo farmacoldgica, foram usados 48 peixes, 24 foram aplicados a
solucdo-veiculo (grupo A), com a solucdo salina de Cortaland (NaCl 124.1 mM, KCI 5,1
mM, NazHPO4 2.9 Mm, MgSO4 1.9 mM, CaCl; 1.4 mM, NaHCO3 11.9 mM, 1000 unidades
de heparina (Perry et al., 1984)). E os outros 24 foram aplicados o agonista do receptor 5-
HT1a, 0 agonista 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-DPAT) (grupo B). Para
ambos os tratamentos, as solugbes foram injetadas intraperitonealmente em peixes
crioanestesiados em agua fria em temperatura ~5°C, e uma vez anestesiados, foram
posicionados em cama cirurgica para aplicacdo da droga serotoninérgica (Figura 5) conforme
método descrito por Kinkel et al. (2010). Para ambos o0s tratamentos, a injecdo foi realizada
usando uma microseringa (Hamilton 701N, agulha tamanho 26 gauge, calibre em ponta
conica 200, 10 uL), com dose proporcional ao peso corporal do animal (0,3 mg/kg) e volume
de injecdo de 5 puL. Apoés a injecdo, o peixe ficou em um tanque de recuperacdo de 2,5L, por
30 min., e em seguida realocado para o aparato comportamental, para o inicio dos testes.

Figura 5

Esquema visual do tratamento farmacoldgico. O peixe é anestesiado em agua fria
(crioanestesiado). Uma vez anestesiado ele € posicionado em cama cirdrgica, e entao
é feita a aplicacdo da injecdo intraperiotoneamene..


https://zebrafish.org/wiki/_media/protocols/health/daily_monitoring_fish_morbidity_07_2015.pdf
https://zebrafish.org/wiki/_media/protocols/health/daily_monitoring_fish_morbidity_07_2015.pdf
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Nota. Elaborado pela prépria autora.

3.3. Testes comportamentais

Os testes comportamentais descritos abaixo se propdem a avaliar parametros
relacionados a sociabilidade, ansiedade sendo que os mesmas foram realizados no periodo
que compreende das 08:00 as 13:00 horas. A iluminacdo da sala € uma variavel critica, pois
pode alterar o comportamento dos peixes, portanto, antes de cada tentativa nos testes, 0s
niveis de luz foram medidos; durante todos os experimentos o0s niveis médios de iluminacéo
foram de 469 lux (minimo 423; maximo 552). Para cobrir ruidos injustificados na sala
experimental, foi usado ruido branco gaussiano (média 65,2) durante todos 0s experimentos
comportamentais. Tanto a ordem de testes, quanto a ordem dos grupos foi sorteada, de
maneira que tirasse o efeito de ordem. Todos os testes comportamentais foram filmados, para

posterior transcri¢do das variaveis.
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Distribuicéo vertical eliciada pela novidade

De modo geral, esta tarefa se propde em avaliar a locomocao/exploracdo vertical do
zebrafish, bem como comportamentos de medo/ansiedade relacionados a resposta a novidade
(Cachat et al., 2010; Egan et al., 2009; Levin, Bencan & Cerutti, 2007). A avaliacado
comportamental dos animais foi realizada de acordo com a metodologia descrita previamente
em trabalhos do grupo de pesquisa, nos quais foram avaliados parametros relacionados a
locomocdo e a posicdo vertical que o animal ocupa no aquario (15 cm x 25 cm x 20 cm;
largura, comprimento, altura) de teste (Figura 6).

Foram utilizados 12 zebrafish adultos, onde 6 peixes foram injetados
intraperitonealmente com a solugdo-veiculo (solucdo salina de Cortland), designados por
grupo A, e 6 peixes com o agonista dos receptores 5-HTia 8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino)tetralina (8-OH-DPAT), designados por grupo B.

Logo apds a injecdo intraperitoneal, o peixe é realocado com uma rede de aquario,
para um tangque de recuperacdo, onde permanece pelo periodo de 30 min. Em seguida,
utilizando a rede de aquario, o peixe é transferido para o aquério de teste, onde permaneceu
pelo periodo de habituacdo de 6 minutos, onde durante esse tempo, o comportamento do
peixe foi gravado, gerando um padrdo de perfil exploratério espaco-temporal (Maximino et
al., 2013, 2015a). Agua declorada foi utilizada tanto para o tanque de recuperacdo quanto
para 0 aquario de teste. As medidas comportamentais (Tabela 2) (velocidade de nado, nado
erratico, tempo no topo e tempo no fundo) filmados foram transcritas pelo software The Real

Fish Tracker (0.4.0).
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Figura 6

Teste de distribuicéo vertical eliciada pela novidade (DVEN) dividido em duas zonas
para avaliar o comportamento ansiedade, topo e fundo. Dimensdes do aquério 15cm

X 25¢cm x 20 cm.

Nota. Elaborado pela autora.

Tabela 2

Principais medidas observadas no comportamento-tipo ansiedade no zebrafish no
teste de distribuicéo vertical eliciado pela novidade

Comportamento Codigo ZBC Descricdo

Teste comportamental observado

Preferéncia pelo

Geotaxia 1.46 fundo do aquaério,
fuga do topo

DVEN Comportamento
complexo onde o
Nado errético 1.51 . nago f'C‘?‘ sem
direcdo definida e a
velocidade muda
abruptamente
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Teste de preferéncia claro/escuro

O comportamento de escototaxia em zebrafish, caracterizado pela preferéncia por
ambientes escuro em detrimento a ambientes claros (figura 6), tem sido descrito e validado
como um modelo para a avaliagio do comportamento tipo-ansiedade para a espécie
(Maximino et al., 2010, 2012, 2014; Araujo et al., 2012; Stewart et al., 2011).

Foram utilizados 12 zebrafish adultos, onde 6 peixes foram injetados
intraperitonealmente com a solugdo-veiculo (solugdo salina de Cortland), designados por
grupo A, e 6 peixes com o agonista dos receptores 5-HTia 8-hidroxi-2-(di-n-
propilamino)tetralina (8-OH-DPAT), designados por grupo B.

Logo apds a injecdo intraperitoneal, o peixe é realocado com uma rede de aquério,
para um tanque de recuperacdo, onde permanece pelo periodo de 30 min. Em seguida,
utilizando a rede de aquario, o peixe é transferido para um aparato (15 cm x 10 cm x 45 cm;
altura, largura, comprimento) dividido em compartimento branco e compartimento preto,
com portinholas no meio, onde o peixe é colocado para aclimatacdo por 3 min. Apds isso, as
portinholas sdo retiradas, e entdo o peixe € livre para explorar o aparato por 15 min. Foi
utilizado 0 protocolo estabelecido no grupo de pesquisa

(https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.puydnxw), onde as varidveis analisadas foram

tempo de permanéncia no compartimento branco, avaliacdo de risco, frequéncia de nado
erratico, tempo de congelamento, duracdo de tigmotaxia, avaliagdo do nimero de entradas
detalhadas conforme a tabela 3.

Para a analise dos comportamentos filmados, foram utilizados o software The Real
Fish Tracker (0.4.0) e X-Plo-Rat.

Figura7

Aparato para o teste de preferéncia claro/escuro, dividido em dois compartimentos
(preto e branco), com portinhola movel para permitir o acesso do peixe ao restante
do aparato. Dimens6es do aparato 15cm x 10cm x 45¢cm.


https://dx.doi.org/10.17504/protocols.io.puydnxw

Nota. Adaptado de Maximino (2020).

Tabela 3

Principais medidas observadas no comportamento-tipo ansiedade no zebrafish no

teste claro/escuro

Teste comportamental

Comportamento
observado

Cadigo ZBC

Descricdo

PCE

Escototaxia

1.137

Preferéncia pela parte
escura do aquério

Avaliacéo de risco

n/a

Avaliar o ambiente
afim de investigar
possiveis ameagas

Nado erréatico

1.51

Comportamento
complexo onde o
nado fica sem
direcdo definida e a
velocidade muda
abruptamente

Congelamento

1.68

Completa cessao de
movimentos (exceto
das branquias e
olhos)

Tigmotaxia

1.173

Preferéncia pelas
paredes do aquario
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Perfil de exploracédo
Entradas no branco 1.54 do compartimento
branco

Interacédo social e novidade social

Os testes de interacdo e novidade social (Figura 7) foram realizados baseados no
protocolo descrito por Barba-Escobedo e Gould (2012). Estas tarefas visam analisar a
tendéncia do zebrafish em aproximar-se de co-especificos e investigar novas situacoes
sociais.

Foram utilizados 24 zebrafish adultos como peixes focais, e 48 como co-especificos
no teste, onde 12 animais foram injetados intraperitonealmente com a solucdo-veiculo
(solucdo salina de Cortland), designados por grupo A, e 12 animais com o agonista dos
receptores 5-HT1a 8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-DPAT), designados por
grupo B.

Logo ap6s a injecdo intraperitoneal, o peixe é realocado com uma rede de aquario,
para um tanque de recuperacdo, onde permanece pelo periodo de 30 min. Em seguida,
utilizando a rede de aquario, o peixe focal é transferido para o aquario de teste onde
permanece por 3 min. para a aclimatacédo. Para os testes de interacao social e novidade social,
foram usados trés aquarios. O aquario principal (15 cm x 25 cm x 20 cm; largura,
comprimento, altura), para o animal focal, e outros dois aquéarios para 0s co-especificos (15
cm x 17 cm x 16 cm; largura, comprimento, altura) para as suas duas fases operacionais.
Ambas laterais do aquario principal foram separadas com barreiras para impedir 0 acesso
visual aos aquérios laterais. Assim que o periodo de aclimatacdo do peixe terminou, as
barreiras foram removidas permitindo acesso visual do peixe focal aos co-especificos.

No teste de interacdo social (1S), foi avaliado o comportamento concomitante de 1

animal focal por um periodo inicial de 6 min., no qual este tera acesso visual a um co-
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especifico desconhecido (i.e., criado em outro aquario) e a um aquario vazio; a preferéncia
por um dos estimulos serd medida como um escore de preferéncia (tempo préximo ao co-
especifico / tempo préximo ao aquario vazio + tempo proximo ao co-especifico).

No teste de novidade social (NS), um novo co-especifico foi transferido para o
aquario que estava vazio, sendo observada novamente a novidade com duracdo de 6 min. O
teste comportamental filmado foi analisado via o software The Real Fish Tracker (0.4.0),
onde as varidveis analisadas no IS foram tempo préximo ao estimulo, tempo longe do
estimulo, velocidade de nado e nado erratico; no NS, tempo proximo ao novo estimulo,
tempo proximo ao co-especifico conhecido, velocidade de nado e nado erratico.

No teste de IS o animal deve escolher entre um ou mais co-especificos e um tanque
vazio, enquanto que, no teste NS, os animais devem escolher entre o co-especifico que foi
previamente mostrado e um novo co-especifico (Barba-Escobedo & Gould, 2012).

Tabela 4

Medidas observadas no comportamento-tipo ansiedade no zebrafish no teste de
interacéo e novidade social

Teste comportamental Comportamento Caodigo ZBC Descrigéo
observado
Comportamento
complexo onde o
ISINS Nado erratico 1.51 nado fica sem

direcdo definida e a
velocidade muda
abruptamente

Figura 8

Teste de investigacdo social e interacdo social. A) Teste de interagdo social, com o
animal focal no aquéario do centro, com os aqudrios laterais, um a esquerda com o
co-especifico e outro vazio a direita. B) Teste de novidade social, com a introdugdo
de um novo co-especifico no aquério vazio a direita. Dimensdes do aquéario principal
15cm x 25 cm x 20 cm
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Nota. Elaborado pela prépria autora.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos pelos testes comportamentais foram analisados através de teste t
ndo-pareados. Os dados foram representados como pontos individuais sobrepostos sobre
média * intervalo de confianca de 95% (paramétricos) ou sobre mediana * intervalo
interquartil (ndo paramétricos). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Para a analise dos resultados, foi utilizado o programa R 3.4.4.

Resultados
Distribuicao eliciada pela novidade
Houve diferencas significativas entre os grupo controle e o grupo tratado com 8-OH-

DPAT no DVEN, em variaveis como tempo no topo (t(16.39)= -4,00, p < 000.1, d= -1.6,
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IC95%][-333.22, 103,014]), onde o grupo tratados com o 8-OH-DPAT passaram mais tempo
no topo do aparato e menos tempo no fundo (t2) =, p < 0,001, d = 2,13, IC 95%[147,98,
342,95]) quando comparado com o grupo-controle, sugerindo efeito ansiolitico causado pela
droga. Ndo foram observados efeitos significativos do 8-OH-DPAT (Figuras 9A-9D) nas
variaveis de nado erratico (t(22)= -0.16, p=0.87, d=-0.06, 1C95%[-4.59, 3.94]) e velocidade
de nado (t(22)=0.97, p=0.34, d=0.39, IC95%[-0.71, 1.96]).

Figura 9A

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfecho primario (tempo no topo) do teste de
distribuicéo eliciado pela novidade (DVEN)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo no topo no DVEN. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no gréafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenga média é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 9B

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfecho primario (tempo no fundo) do teste de
distribuicéo eliciado pela novidade (DVEN)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo no fundo no DVEN. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 9C

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre desfecho secundario (nado erratico) do teste de

distribuicéo eliciado pela novidade (DVEN)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no nado errdtico no DVEN. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos o0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca media é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% é indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.



40

Figura 9D

Efeito do 8-OH-DPAT sobre desfecho secundario (velocidade de nado) do teste de
distribuicéo eliciado pela novidade (DVEN)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na velocidade de nado no DVEN. A diferenga
média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de estimativa de
Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.

Teste de preferéncia claro/escuro

Os resultados obtidos demonstraram que nao houveram diferencas significativas entre
0 grupo aplicado com o agonista 8-OH-DPAT e o grupo controle em nenhuma variavel.
Variaveis medidas foram: tempo no claro (t(20)= -0.184, p=0.85, d= -1.6, 1C95%][-333.22,
0.763]), avaliagéo de risco (t(22)= 1.77, p=0.09, d= 0.72 , 1C95%][-0.1435, 1.565), entradas no
branco (t(22)= 0.55, p = 0.58, d= 0.22, 1C95%[-0.5844, 1.027]), nado erratico (t(z2)= 0.72, p=
0.47, d=-0.07, 1C95%[-0.9168, 1.100]), frequéncia de nado erratico (t(22)= 2.06, p=0.051, d=

-1.6, IC95%[-0.5844, 1.027), tempo de congelamento (t(z2)= 0.20, p=0.79, d= 0.79, 1C95%]-
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0.9080, 0.695]), avaliacdo de risco (t(z2)= 1.77, p=0.09, d= 0.72 , 1C95%[-0.1435, 1.565),
tigmotaxia (t(22)= 0.20, p=0.84, d= 0.84, 1C95%[-0.7200, 0.882]) e velocidade de nado
(t(22)= 1.71, p = 0.10, d= 0.69, 1C95%][-0.1663, 1.535]). Essas figuras sdo apresentados nas
Figuras 10A-10G.

Figura 10A

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho primario (tempo no claro) do teste de
preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo no claro no PCE. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuigdo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 10B

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (avaliacdo de risco) do teste de
preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na avaliacdo de risco no PCE. A diferenga média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos o0s grupos sdo representados nos eixos & esquerda; a diferenca media é
representada num eixo flutuante & direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 10C

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (entradas no branco) do teste de
preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) em entradas no branco no PCE. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos os grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média €
representada num eixo flutuante & direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 10D

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (nado erratico) do teste de
preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) nado erratico no PCE. A diferenca média entre o
grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-Altman
acima. Ambos os grupos sao representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é representada hum
eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca média é
representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades da barra
de erro vertical.
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Figura 10E

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (tempo de congelamento) do
teste de preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo de congelamento no PCE. A diferenca
média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de
Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é
representada num eixo flutuante & direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.
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Figura 10F

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (tigmotaxia) do teste de
preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na tigmotaxia no PCE. A diferenca média entre o
grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-Altman
acima. Ambos os grupos sao representados nos eixos a esquerda; a diferenga média é representada num
eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenga média é
representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades da barra
de erro vertical.
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Figura 10G

Efeitos do 8-OH-DPAT sobre o desfecho secundario (velocidade de nado) do teste de

preferéncia claro-escuro (PCE)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na velocidade de nado no PCE. A diferenca média
entre 0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de estimativa de Gardner-
Altman acima. Ambos o0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca media é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.

Interacédo social e novidade social

No teste de interacdo social, efeitos significativos do 8-OH-DPAT foram observados
no tempo proximo ao estimulo estranho (t(22)=5.67, p < 0.001, d=2.23, 1C95%[111.53,
240,18]) e no tempo longe do estimulo (t(21.33)=, p=0.04, d=0.83, 1C95%[1.32, 56.06]).
Também foram observados efeitos do 8-OH-DPAT no nado erratico (t(22)=4.08, p < 0.001,
d=1.67, 1C95%[7.96, 24.44]) e na velocidade de nado (t(22)=2.78, p=0.011, d=1.05,

1C95%[0.69, 4.74]). Esses efeitos estdo sumarizados nas Figuras 11A-11D.
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Figura 11A

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (tempo préximo ao estimulo
estranho) do teste de interacéo social (1S)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo préximo ao estimulo estranho no teste IS.
A diferenga média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de
estimativa de Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a
diferenca média é representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem
bootstrap. A diferenca média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% €
indicado pelas extremidades da barra de erro vertical.
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Figura 11B

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (tempo longe do estimulo) do
teste de interacéo social (IS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) no tempo longe do estimulo no teste IS. A
diferenca média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT é apresentada no grafico de estimativa
de Gardner-Altman acima. Ambos o0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenca média
é representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A
diferenca média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% é indicado pelas
extremidades da barra de erro vertical.
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Figura 11C

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (nado erratico) do teste de
interacao social (1S)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) nado erratico no teste IS. A diferenca média entre o
grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-Altman
acima. Ambos os grupos sao representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é representada hum
eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenga média é
representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades da barra
de erro vertical.
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Figura 11D

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (velocidade de nado) do teste
de interacéo social (IS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na velocidade de nado no teste IS. A diferenga
média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de
Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenga média é
representada num eixo flutuante & direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.

No teste de novidade social, foi observado efeito significativo do 8-OH-DPAT no
tempo proximo ao novo estimulo (t(22)=4.99, p < 0,001, d=1.02, 1C95%][15.38, 117,06]) e
tempo proximo ao co-especifico conhecido (t(22)=4.25, p < 0.001, d=1.76, 1C95%][61.94,
179.97]). Também foram observados efeitos sobre nado erratico (t(22)=4.99, p < 0.001,
d=1.98, 1C95%[10.47, 25.37]) e velocidade de nado (t(22)=4.99, p < 0.001, d=1,

1C95%[0.62, 5.29]). Esses efeitos sdo sumarizados nas Figuras 12A-12D.
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Figura 12A

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (tempo préximo ao novo
estimulo) no teste de novidade social (NS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na tempo préximo ao novo estimulo no teste NS. A
diferenca média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT é apresentada no grafico de estimativa
de Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenga média
é representada num eixo flutuante & direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A
diferenca média é representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% ¢ indicado pelas
extremidades da barra de erro vertical.
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Figura 12B

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (tempo préximo ao co-

especifico conhecido) no teste de novidade social (NS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) tempo préximo ao co-especifico conhecido no teste
NS. A diferenga média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢ apresentada no grafico de
estimativa de Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a
diferenca média é representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem
bootstrap. A diferenca média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% ¢
indicado pelas extremidades da barra de erro vertical.
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Figura 12C

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (nado erratico) no teste de

novidade social (NS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) nado erratico no teste NS. A diferenga média entre
0 grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de Gardner-Altman
acima. Ambos 0s grupos sao representados nos eixos a esquerda; a diferenca média é representada hum
eixo flutuante a direita como uma distribuicdo de amostragem bootstrap. A diferenga média é
representada como um ponto; o intervalo de confianga de 95% é indicado pelas extremidades da barra
de erro vertical.
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Figura 12D

Efeitos do 8-OH-DPAT sob o desfecho comportamental (velocidade de nado) no teste

de novidade social (NS)
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Efeito do tratamento com 8-OH-DPAT (0,3 mg/kg) na velocidade de nado no teste NS. A diferenga
média entre o grupo-controle e o grupo 8-OH-DPAT ¢é apresentada no grafico de estimativa de
Gardner-Altman acima. Ambos 0s grupos sdo representados nos eixos a esquerda; a diferenga média é
representada num eixo flutuante a direita como uma distribuicéo de amostragem bootstrap. A diferenca
média é representada como um ponto; o intervalo de confianca de 95% € indicado pelas extremidades
da barra de erro vertical.

Discussao

Nos experimentos descritos nessa dissertacdo, observou-se diferencas nos desfechos
comportamentais do tipo-ansiedade, no grupo aplicado com o agonista pleno do receptor 5-
HT1a (8-OH-DPAT), em variaveis de testes de distribuicdo eliciado pela novidade (DVEN) e
interacdo social (IS) e novidade social (NS). Enquanto que, no teste de preferéncia
claro/escuro (PCE) ndo houve diferencas significativas. No teste DVEN, estavamos
interessados em analisar os efeitos do 8-OH-DPAT no comportamento tipo-ansiedade no
zebrafish. Nesse contexto, os resultados demonstraram que 0s animais passaram mais tempo

no topo do aparato e menos tempo no fundo quando comparado com o grupo-controle,
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sugerindo efeito ansiolitico do agonista pela tendéncia natural do zebrafish de escapar do
topo, que é potencialmente aversivo em seu habitat original (Stewart, 2012). Sendo assim,
sugerindo possivel efeito ansiolitico do 8-OH-DPAT no desfecho comportamental do tipo-
ansiedade no zebrafish. No presente estudo, no teste IS e NS, estdvamos interessados em
avaliar a sociabilidade e/ou comportamento tipo-ansiedade no zebrafish sob o efeito do 8-

OH-DPAT, um agonista pleno do receptor 5-HT1a.

Efeitos do 8-OH-DPAT nos testes de ansiedade

Um dos achados mais salientes desse trabalho € a diferenca de efeitos do 8-OH-DPAT
entre 0 PCE e o teste de DVEN. Em estudos anteriores com drogas serotonérgicas nesses dois
testes, demonstrou-se que o aumento dos niveis de 5-HT com fluoxetina aguda aumenta a
geotaxia (desfecho principal do DVEN) e diminui a escototaxia (desfecho principal do PCE),
enquanto a diminuicdo dos niveis de 5-HT com pCPA produz efeitos opostos (Maximino et
al., 2013). Por outro lado, tanto a buspirona (agonista parcial do receptor 5-HT1a) quanto o
WAY 100635 (antagonista pleno do receptor 5-HT1a) diminuiram a geotaxia e a escototaxia.
O SB 224289, agonista inverso do receptor 5-HT1g, produziu diminui¢do da geotaxia, mas
ndo da escototaxia, um efeito similar ao observado no presente experimento.

Diferentemente da buspirona, que produz consistentes efeitos tipo-ansioliticos tanto
no PCE quanto no DVEN (Tabela 1), o 8-OH-DPAT pareceu produzir efeitos especificos no
DVEN. Apesar de serem agonistas do receptor 5-HT1a, existem diferencas importantes entre
a buspirona e o 8-OH-DPAT. A buspirona age como agonista completo no autorreceptor 5-
HT1a, enquanto que no receptor pos sindptico5-HT1a, como agonista parcial. Enquanto que, o
8-OH-DPAT é uma droga serotoninérgica que afeta o autorreceptor 5-HT1a. Sendo assim,
sendo possivel supor que também seja a raz&o por quais os resultados diferenciaram entre 0s
testes.

Uma questdo correlata € o motivo do efeito ser observado somente no DVEN, e ndo
no PCE. Uma possibilidade é de que o DVEN seja mais sensivel ao tratamento farmacoldgico
do que o PCE. Entretanto, em metanalise dos efeitos de drogas nos dois testes, Kysil et al.
(2017) ndo encontraram efeitos do teste na sensibilidade. Uma segunda possibilidade é a de
que os dois testes modelam processos defensivos diferentes. Blaser et al. (2012) analisaram o
controle de estimulos nos dois testes, e sugeriram que a geotaxia é controlada principalmente
por fuga do topo (mais proximo, portanto, do medo), enquanto a escototaxia € controlada
principalmente por um conflito aproximagdo-evitacdo (mais proximo, portanto, da

ansiedade). No DVEN, seria uma preferéncia pelo substrato mais profundo, de maneira que
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seja possivel fugir de predadores aéreos, justificando a tendéncia comportamental de fuga.
Enquanto, no PCE, seria a tendéncia comportamental de evitacdo ou esquiva do animal,
gerando curiosidade em investigar a parte clara do aparato para recolher informacdes do
ambiente. Outra possibilidade, seria pela diferenca nos efeitos da atiavacdo entre 0s

autorreceptores e heterorreceptores de 5-HTa.

Efeitos do 8-OH-DPAT na aproximacao social

As diferentes fases dos testes de preferéncia social utilizados no presente experimento
enfatizam o papel da aproximacao social vs. novidade social. Nossos resultados com o 8-OH-
DPAT mostraram a diminuicdo da IS e a NS, sugerindo um efeito mais amplo sobre a
aproximacao social. Barba-Escobedo e Gould (2012) demonstraram que a buspirona aumenta
a aproximacéo social no teste de IS (o oposto do observado aqui com o 8-OH-DPAT), sem
efeitos no teste de NS.

Conclusao e perspectivas futuras

O uso do agonista pleno do receptor 5-HTia, 0 8-OH-DPAT, no tratamento
farmacoldgico do zebrafish, diminuiu o comportamento tipo-ansiedade no teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN), mas ndo no teste de preferéncia
claro/escuro, ambos considerados desfechos de comportamento tipo-ansiedade para essa

espécie.

O mesmo tratamento diminuiu a aproximacdo social tanto em teste de investigacao
social quanto em teste de novidade social. Algumas lacunas permanecem abertas em relagéo
aos achados desses experimentos. Os estudos e o0s resultados aqui apresentados,
demonstraram a relacdo da agonista 8-OH-DPAT com a ansiedade, considerando que ha
diferencas entre os heterorreceptores e autorreceptores de 5-HTia. Sugere sinergismo de
diminuicdo da 5-HT nos outros receptores e aumento na ativacdo dos heterorrceptores 1A.

Mais estudos sdo necessarios.

Portanto, possibilidade de se trabalhar com outras drogas serotoninérgicas que tenham
como alvo o receptor 5-HT1a, e aplica-los nos mesmos testes que foram usados nessa

presente dissertacdo, afim de verificar as diferencas com agonista 8-OH-DPAT.
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