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RESUMO

Nicotina previne comportamento ansiogénico em peixe-zebra (Danio rerio)

AUTORA: TAMIE DUARTE
ORIENTADOR: DR. DENIS BROOCK ROSEMBERG

A ansiedade exacerbada é um distarbio neurocomportamental comum, a qual pode ser
modulada por compostos que exercem efeitos ansioliticos. Dentre eles esta a nicotina, que
possui uma ampla variedade de efeitos no sistema nervoso central e influencia diversos
parametros fisiologicos e fungdes comportamentais. Devido a capacidade genética, aos
neurotransmissores evolutivamente conservados e ao extenso repertério comportamental, o
peixe-zebra (Danio rerio) tornou-se um organismo modelo emergente em estudos
neuropsicofarmacoldgicos. Levando em consideragdo que o carater ansiolitico da nicotina
pode ajudar no desenvolvimento de melhores alvos terapéuticos para o tratamento da
ansiedade, este trabalho se limita em focar na observacdo do comportamento ansiogénico do
peixe-zebra quando exposto a uma situacdo aversiva (utilizando a substancia de alarme) para
analisar se o pré-tratamento com a nicotina de forma aguda é capaz de bloquear ou minimizar
esses efeitos. Para este proposito, 0s peixes foram expostos individualmente a 1 mg/L de
nicotina ou agua declorada por 3 min e posteriormente transferidos para outros tanques na
auséncia ou presenca de 3.5 mL/L da substancia de alarme por 5 min. O comportamento dos
peixes foram testados utilizando o teste do tanque novo e do aparato claro-escuro. Como
esperado, a substancia de alarme desencadeou comportamentos aversivos ao aumentar a
permanéncia no fundo, congelamento, movimentos erraticos, escototaxia e episodios de
avaliagdo de risco. A nicotina sozinha desencadeou comportamentos ansioliticos uma vez que
aumentou o tempo gasto na area superior do aquéario, bem como a duragdo média de entrada
no compartimento claro. Além disso, o0 pré-tratamento da nicotina preveniu respostas
aversivas induzidas pela substancia de alarme em ambos os testes. Em suma, estes resultados

mostram efeitos benéficos da nicotina sobre as respostas ansiogénicas no peixe-zebra.

Palavras-chave: Nicotina, comportamento, ansiedade, substancia de alarme, peixe-zebra.



ABSTRACT

Nicotine prevents anxiety-like behavioral responses in zebrafish

AUTHOR: TAMIE DUARTE
ADVISOR: DR. DENIS BROOCK ROSEMBERG

Exacerbated anxiety is a common neurobehavioral disorder, which can be modulated
using anxiolytic compounds. Nicotine has a wide variety of effects on the central nervous
system influencing various physiological parameters and behavioral functions. Due to its
genetic ability, evolutionarily conserved neurotransmitters and extensive behavioral
repertoire, the zebrafish (Danio rerio) has emerged as an useful model organism in
psychopharmacological research. Because understanding the anxiolytic character of nicotine
help elucidate therapeutic targets for treating anxiety, this work is limited to focusing on the
observation of the anxiogenic behavior of zebrafish when exposed to an aversive situation
(using the alarm substance) to analyze whether acute nicotine pretreatment can block and/or
minimize these effects. For this purpose, the fish were individually exposed to 1 mg/L
nicotine or non-chlorinated water for 3 min and then transferred to other tanks in the absence
or presence of 3.5 mL/L alarm substance for 5 min. The behavior of fish was tested using the
novel tank diving and light-dark tests. As expected, alarm substance triggered aversive
behaviors by increasing the permanence in the bottom, freezing, erratic movements,
scototaxis, and risk assessment episodes. Nicotine alone triggered anxiolytic behaviors by
increasing the time spent in top area and the average duration of entry into the lit
compartment. Furthermore, nicotine prevented alarm substance-induced aversive responses in
both tests. Overall, these results show the beneficial effects of nicotine on the ansiogenic

responses of zebrafish.

Keywords: Nicotine, behavior, anxiety, alarm substance, zebrafish.
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1. APRESENTACAO

Esta Dissertacdo aborda os efeitos neurocomportamentais em peixe-zebra mediados
pela exposi¢cdo aguda a nicotina quando pré-tratados com substancia de alarme. Ela encontra-
se estruturada da seguinte forma:

INTRODUGCAO: Revisdo da literatura com caracterizacdo dos temas abordados na
Dissertacao.

OBJETIVOS: Objetivo geral e especificos do trabalho.

METODOLOGIA, RESULTADOS e DISCUSSAO: Serdo apresentados
na forma de um Manuscrito Cientifico.

CONCLUSAO: Comentarios gerais sobre os principais achados.

PERSPECTIVAS: Apresentacdo das possibilidades de novos estudos a partir dos
resultados obtidos.

REFERENCIAS: Lista das referéncias utilizadas na introdugfo da Dissertacao.
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2. INTRODUCAO

2.1 Ansiedade

A ansiedade é uma emoc¢do normal e, na maioria das vezes, saudavel. Pesquisas pré-
clinicas demonstram que os estados de ansiedade possuem relacdo com 0s mecanismos de
defesa dos animais diante de estimulos ameacadores ou em situagdes de perigo (GUO, 2004;
GRAEFF e HETEM, 2004). Quando um organismo enfrenta gatilnos potencialmente
prejudiciais ou preocupantes, os sentimentos de ansiedade além de normais, também sdo
necessarios para a sobrevivéncia (MARTIN et al.,, 2009). Desde os primordios da
humanidade, a aproximacdo dos predadores ou de alguma ameaca eminente desencadeiam
alarmes no corpo que se tornam perceptiveis através de batimentos cardiacos elevados,
sudorese e aumento da sensibilidade ao ambiente. O perigo provoca uma descarga de
adrenalina, que por sua vez desencadeia essas reacdes ansiosas em um processo chamado
resposta de “"luta ou fuga", pois prepara os animais para o confronto fisico ou fuga de
quaisquer riscos potenciais (BISHOP, 2007). Atualmente, o comportamento de ansiedade em
humanos envolve preocupagfes permeadas em torno do trabalho, dinheiro, vida familiar,
salide e outras questdes cruciais que exigem a atencdo de uma pessoa, sem necessariamente
exigir a reagdo de “luta ou fuga”. Porém, o nervosismo diante de um importante evento da
vida ou durante uma situacao dificil é um eco natural dessa reacdo (MARTIN et al., 2009).

Em 1980, MAY definiu ansiedade como uma relagdo existente entre o individuo, o
ambiente ameacador e 0s processos neurofisiologicos decorrentes desta relacdo. Desse modo,
a ansiedade implica na ocorréncia de uma condicdo aversiva, algum grau de incerteza ou
divida do organismo em uma dada situacdo (STEWART et al., 2011a). No entanto, quando
ha niveis desproporcionais de ansiedade, ela pode se tornar um disturbio médico (GUO,
2004). Conhecer a diferenca entre os sentimentos normais de ansiedade e um transtorno de
ansiedade pode ajudar a pessoa a identificar e tratar a condi¢cdo. O transtorno de ansiedade
altera a forma do processo de emocgbes e comportamentos. Dentre os sintomas fisicos e
psicoldgicos destacamos medos irracionais, panico, preocupacdo, insdnia, tensdo muscular e
dores (BANDELOW e MICHAELIS, 2015; BISHOP, 2007). Embora esses efeitos possam
ser naturais no cotidiano, individuos com distarbios de ansiedade irdo experimenta-los em
niveis persistentes ou extremos (GUO, 2004; SOARES et al., 2018). Acredita-se que 0s
sintomas resultem, em parte, da ruptura do equilibrio do “sistema limbico” (Figura 1), a
unidade responsavel pelas emogdes e comportamentos sociais (BISHOP, 2007; MARTIN et
al., 2009; SOARES et al., 2018).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Emo%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Comportamento
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Figura 1: Estrutura cerebral humana dividida em Neocortex, Sistema Limbico e Cérebro

Repteliano.

Neocortex Sistema

Limbico

Fonte: da autora.

Os transtornos mentais ndo tratados sdo responsaveis por interferirem em até 13% na
funcdo diaria da populacdo (WHO, 2013) e desses, estima-se que mais de 260 milhGes de
pessoas sejam afetadas pelos distirbios de ansiedade (WHO, 2017) (BANDELOW e
MICHAELIS, 2015). Existem varios tipos de transtornos de ansiedade, incluindo transtorno
de ansiedade generalizada, transtorno do péanico, fobias, mutismo seletivo e transtorno de
ansiedade de separacdo (BANDELOW e MICHAELIS, 2015).

Uma das questdes centrais da pesquisa em neuropsiquiatria é como genes, vias
moleculares e padrdes de conectividade cerebrais desencadeiam e modulam o comportamento
da ansiedade (BISHOP, 2007; SUVEG et al., 2010; GUO, 2004). A amigdala é o centro
identificador de perigo, a qual é responsavel pela expressédo do medo e ansiedade, bem como
por comportamentos defensivos especificos (BISHOP, 2007; SOARES et al., 2018). O
hipocampo tem controle inibitério tdnico sobre o sistema de resposta ao estresse hipotalamico
e desempenha um papel no “feedback” negativo para o eixo hipotalamico-hipofisario-
adrenal. O volume do hipocampo e a neurogénese tém sido implicados na sensibilidade ao
estresse e na resiliéncia em rela¢do aos transtornos de ansiedade (MARTIN et al., 2009).

Os tratamentos envolvem uma combinagéo de psicoterapia, terapia comportamental e
medicacdo (BANDELOW e MICHAELIS, 2015). Entre os farmacos utilizados estdo
antidepressivos, benzodiazepinicos, betablogqueadores e outros compostos com agdo
ansiolitica (SINGER et al., 2016).
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2.2 Nicotina

A nicotina é o componente majoritario do tabaco, mas também pode ser encontrada
em baixas quantidades em batatas, tomates e berinjelas (HUKKANEN, JACOB e
BENOWITZ, 2005). Na folha de tabaco, existem mais de 20 tipos de alcalGides e a nicotina é
responsavel por constituir 98% do total (KATAOKA et al.,, 2008). Em 1928, Posselt e
Reimann conseguiram isolar a nicotina e iniciar os estudos farmacoldgicos com essa
substancia (RUSSO et al., 2011). Ela é um alcaloide composto por piridina e um anel de
pirrolidina [1-metil-2- (3-piridil) pirrolidina] que exerce uma variedade de efeitos benéficos e
toxicoldgicos no SNC (SWAN e LESSOV-SCHLAGGAR, 2007). Devido a presenca de um
carbono quiral, essa molécula possui duas formas enantioméricas: o (S) - (-) — nicotina, o
isbmero dominante presente no tabaco e o (R) - (+) — nicotina, que é fisiologicamente menos
ativo (concentracdo em torno de 0,1 a 0,6%), porém mais toxico (Figura 2) (CLAYTON et
al., 2013; HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005; MAJDI et al., 2017). O teor de
nicotina (R) da fumaca do tabaco é maior (até 10%), presumivelmente resultante da
racemizacao ocorrida durante a combustdo (HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005).

No seu estado puro, a nicotina é um liquido incolor, volatil e intensamente alcalino,
que se torna amarelo palido a castanho escuro na exposicdo ao ar, causando um cheiro de
tabaco caracteristico. E um quimico muito toxico, potencialmente letal (JILOHA, 2010) e, em
humanos, a toxicidade pode ser observada nas doses de 1-4 mg e ser fatal nas doses entre 40-
60 mg (GALVAO, GALVAO, MOREAU, 2014).

Figura 2: Isdmeros da molécula de nicotina: (A) (S) - (-) — nicotina e letra (B) (R) - (+) —

nicotina

(9]

(A) 1 (B)

Fonte: adaptado de CLAYTON et al., (2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
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Devido ao fato da nicotina ser muito soltvel em lipidios, ela pode ser absorvida pela
mucosa bucal, nasal e inalada pelos pulmdes (KATAOKA et al., 2008). O fumo do tabaco,
entra na corrente sanguinea através dos pulmdes, enquanto a nicotina no tabaco sem
combustdo atravessa a membrana mucosa da boca e do nariz ou da pele. Sua absorcéo nas
membranas bioldgicas também dependem do pH: em cachimbos e charutos possui 0 pH 6.5
ou maior, encontrando-se predominantemente na forma ndo protonada e sendo rapidamente
absorvida pela mucosa bucal. J& na fumaga do cigarro, devido ao pH ser mais &cido (~5.5 a 6)
a nicotina permanece na forma protonada e, por isso, hd pouca absor¢do bucal. Quando a
fumaca do tabaco atinge as pequenas vias aéreas e alvéolos do pulmdo, a nicotina é
rapidamente absorvida (HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005) e pode atingir o
cérebro em apenas 7 segundos (JILOHA, 2010). A capacidade de ligacdo do receptor
nicotinico € maior em fumantes em comparacéo aos ndo-fumantes (PERRY et al., 1999). Tal
aumento de afinidade é causado pelo maior numero de receptores colinérgicos nicotinicos no
cérebro de fumantes (HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005).

Apos a absor¢do, a nicotina entra na corrente sanguinea onde, em pH 7.4, é cerca de
69% ionizada e 31% ndo ionizada. A forma ndo carregada pode atravessar as membranas
lipidicas e modificar diretamente a sinalizacdo intracelular, enquanto a forma carregada se
liga aos receptores nicotinicos (SUBRAMANIYAN e DANI, 2015). Deste modo, a nicotina
produz uma ampla variedade de efeitos no sistema nervoso central (SNC), influenciando um
diversos processos fisiolégicos como locomocdo, aprendizagem, memdria e ansiedade
(GALVAO, GALVAO e MOREAU, 2014).

Pelas enzimas hepaticas, a nicotina é biotransformada em uma série de metabdlitos
(80 a 90%) e em menor grau nos pulmdes ou rins. A cotinina é o principal metabdlito
(Figura 3), encontrado tanto em fumantes ativos quanto passivos (BENOWITZ e JACOB,
1994; HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005). Pelo fato da cotinina ser muito mais
polar que a nicotina, sua metabolizagdo € mais lenta e deste modo possui uma meia-vida
maior (16-20 horas) do que a da nicotina (1-4 horas) (BENOWITZ, 1986; BERGEN e
CAPORASO, 1999). Consequentemente, a cotinina é bastante utilizada como um marcador
quantitativo da exposi¢do a nicotina, podendo ser detectada em varios fluidos bioldgicos
como soro, plasma, urina, saliva, cabelo e unhas (GALVAO, GALVAO e MOREAU, 2014).
Porém, ao contrario da nicotina, foi relatado que esse metabdlito tem pouco ou nenhum efeito
sobre o desempenho cognitivo em humanos, mas que possui a capacidade de modificar o0s
sintomas de abstinéncia (HUKKANEN, JACOB e BENOWITZ, 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benowitz%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15734728
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Figura 3: Principal via de transformacéo da nicotina e proporc¢des estimadas dos metabdlitos

excretados na urina.
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Fonte: adaptado de GALVAO, GALVAO e MOREAU, (2014).

Efeitos toxicos e farmacoldgicos causados pela exposicdo a nicotina tém sido
frequentemente relatados na literatura (HENNINGFIELD, COHEN e SLADE, 2011;
JILOHA, 2010; SUBRAMANIYAN e DANI, 2015). Por outro lado, tanto a nicotina quanto
outros agonistas nicotinicos, em doses baixas tém demonstrado efeitos benéficos potenciais
que incluem uma melhora na cognicdo (MAJDI, KAMARI, VAFAEE e SADIGH-
ETEGHAD, 2017; ZIANI et al., 2018). Em modelos de ansiedade, por exemplo, a nicotina
tem demonstrado um papel importante devido a sua acdo ansiolitica ap0s sua exposi¢do por
um curto periodo de tempo (KLEE et al., 2011; LEVIN, BENCAN e CERUTTI, 2007,
SINGER et al., 2016). Estudos demonstraram que humanos em situagOes aversivas
aumentam a taxa de tabagismo (BENOWITZ, 1986) como uma busca por alivio da ansiedade
e diminuicdo da reatividade a estimulos que causam estresse (HENNINGFIELD, COHEN e
SLADE 1991). Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude, estima-se que ha 1.3 bilhdo de
fumantes no mundo, e que o consumo médio chega a 5.5 cigarros por habitante (GALVAO,
GALVAO e MOREAU, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamari%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28586306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vafaee%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28586306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sadigh-Eteghad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28586306
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sadigh-Eteghad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28586306
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2.3 Peixe-zebra como organismo modelo

As buscas pela compreensdo dos mecanismos neurobioldgicos envolvidas nas
respostas comportamentais dependem da renovacdo de abordagens cientificas. O peixe-zebra
(Danio rerio), um pequeno teledsteo (3-4 cm) de &gua doce da familia Cyprinidae que tem
como caracteristica a presenca de listras horizontais nas laterais do corpo (Figura 4)
(SCHILLING, 2002), tornou-se um promissor organismo modelo em pesquisa de
neurofarmacologia, neurotoxicologia e neurocomportamental (FONTANA et al., 2016; GUO,
2004; KALUEFF, STEWART e GERLAI, 2014; RICO et al., 2011).

Figura 4: Foto do peixe-zebra (Danio rerio)

Fonte: Denigma, (2012)

Por ser um vertebrado, o peixe-zebra encontra-se mais préximo aos seres humanos do
que outros organismos invertebrados, tais como leveduras, vermes ou a mosca das frutas
(Figura 5) (KLEE et al., 2011).

Figura 5: llustracdo representativa da relacdo de similaridade morfofisioldgica de animais
modelos (mosca das frutas, peixes e roedores), utilizados em pesquisa comparados ao ser
humano.

Fonte: da autora.
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Apesar das diferencas morfologicas e anatémicas, o SNC do peixe-zebra e dos
mamiferos apresenta regides com similaridade funcional, possui estruturas cerebrais
correspondentes, e diversos sistemas hormonais e de neurotransmissores (colinérgico,
GABAérgico,  serotoninérgico,  dopaminérgico,  adenosinérgico,  noradrenérgico,
histaminérgico, purinérgico, glicinérgico e nitrérgico) ja foram caracterizados na espécie
(BARROS et al., 2008; GUO, 2004; KOZOL et al., 2016; RICO et al., 2011; STEWART et
al., 2011a; 2011b). O sistema colinérgico tem um papel fundamental em vérias funcGes vitais
(MESULAM et al., 2002) e seus receptores sdo divididos em duas classes: muscarinicos
(mAChR) e nicotinicos (nAChRs) (RICO et al., 2011). Ambas subunidades também sao
expressos nesta espécie (ZIRGER et al.,, 2003), sendo os nAChRs envolvidos em
mecanismos de recompensa no SNC, o que implica, em grande parte, na dependéncia em
tabaco e nicotina (PICCIOTTO et al., 1998).

Embora o peixe-zebra ndo apresente ndcleo accumbens e area tegmentar ventral
semelhante aos mamiferos, projecGes dopaminérgicas ao prosencéfalo se equiparam ao
sistema dopaminérgico mesolimbico (COLLIER et al., 2014, KOZOL et al., 2016). A regido
do telencéfalo conhecida como palio lateral € homologa ao hipocampo (BARROS et al.,
2008) e o telencéfalo pode corresponder ao sistema limbico de humanos. Evidéncias
demonstram uma equivaléncia funcional do telencéfalo dorsomedial do peixe-zebra com a
amigdala em mamiferos (SALAS et al., 2006) (Figura 6). Além disso, o peixe-zebra dispde
mais de 26.000 genes codificadores de proteinas, com quase 71% desses genes tendo
ortélogos em humanos (HOWE et al., 2013), possuindo uma similaridade de nucleotideos em
70-80% e de amino&cidos entre 60-90% (GERLAI, 2010; SUBBIAH e KAR, 2013). Quando
comparamos peixe-zebra e humanos, a observacdo de efeitos farmacoldgicos em alvos
moleculares revela uma notavel semelhanca no mecanismo de ac¢do (GUO, 2004; RICO et al.,
2011), especialmente levando em conta o sitio ativo de enzimas, canais idnicos e receptores
(SCHAAF et al., 2008).

Importantemente, 0 peixe-zebra possui comportamentos relativamente complexos,
inclusive com relevancia para modelos relacionados a estudos translacionais de doencas
humanas (CACHAT et al., 2010; EGAN et al., 2009; GUO, 2004). Essas semelhangas
permitem que os resultados em testes com peixe-zebra sejam semelhantes aos observados em
mamiferos (GUO, 2004; MAXIMINO et al., 2018).
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Figura 6: Proposta de homologia estrutural entre peixes-zebra e humanos. (A) Peixes-zebra
adultos 1. telencéfalo, cérebro e Il. medula espinhal (B) Humanos adultos i., li. telencéfalo
(prosencéfalo anterior), cérebro e iii. espinha medial (transversal). Dois hemisferios foram
usados (i e ii) para ilustrar os ganglios basais, o hipocampo e a amigdala. As regides
associadas a disturbios do desenvolvimento (azul) incluem estruturas corticais e subcorticais
que sdo vitais para a linguagem, comunicacdo, memaria, emocao e capacidade intelectual.
Regides conservadas associadas a doencas degenerativas dos axonios (vermelho) incluem
partes do circuito motor e do nervo optico. Am: amigdala; BG: ganglios basais; Ce: cerebelo;
CTX: cértex; Dc: palio central dorsal; DI: palio lateral dorsal; Dm: palio medial dorsal;
DTele: telencéfalo dorsal; Hip: hipocampo; Hy: hipotdlamo; MN: neurdnio motor; PT:
tubérculo posterior; Th: talamo; ON: nervo dptico.
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Fonte: KOZOL et al., (2016).

N&o obstante, 0 manejo do peixe-zebra e a manutencdo das instalagdes sdo simples e
econdbmicas, um grande ndmero de animais pode ser abrigado em éareas relativamente
pequenas, e fenodtipos comportamentais robustos podem ser estudados e manipulados tanto
em larvas quanto em adultos (COLLIER et al, 2014; GUO, 2004; SCHILLING, 2002;
STEWART et al., 2011b). Outro fator importante € sua eficiente taxa de absorcdo de
substancias através da agua (SCHMIDEL et al., 2014). Evidéncias demonstram uma alta
sensibilidade deste organismo modelo a manipulagdes farmacoldgicas, pois responde a uma
ampla gama de drogas psicotropicas (CACHAT et al., 2010), incluindo ansioliticos e drogas
ansiogénicas (QUADROS et al, 2016; STEWART et al., 2011b), bem como aos estressores
agudos e crénicos (DAVING e LASTEIN 2009; FULCHER et al., 2017).
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2.4 Substéancia de Alarme

Cada animal possui comunicacdes especificas (tatil, acustica, quimica) para diferentes
finalidades. Em vaérias espécies de peixes, a importancia de pistas visuais na determinacao da
ameaca ambiental e subsequente evitacdo de predadores € clara (CHIVERS e SMITH, 1998;
HINTZ et al.,, 2017). A comunicacdo quimica no ambiente aquatico provoca ajustes
comportamentais e mudancas que exigem a transferéncia de informacgdes adaptativas entre
peixes doadores e receptores. Esta comunicacdo tem diferentes objetivos: demarcacdo de
territorio, atracdo sexual, sinalizacdo de alimentos, sinais de perigo, entre outros (LILEY,
1982).

Os métodos e recursos disponiveis para alertar coespecificos variam de acordo com o
contexto e fatores. A comunicacdo quimica desempenha um papel essencial, facilitando a
prevencao de predadores. Em peixes da superordem Ostariophysi, as células da epiderme
denominadas “club cells” produzem uma substancia de alarme (SA) (HINTZ et al., 2017;
MAXIMINO et al., 2018b) que é liberada da epiderme do peixe quando ocorre lesdo e pode
ser extraida em laboratdrio a partir de peixes doadores previamente eutanasiados (Figura 7).
A SA se difunde através da agua e se liga a receptores olfativos de coespecificos. Isso faz
com que oS peixes receptores apresentem uma série de comportamentos como luta, resposta
defensiva exacerbada, fuga ou formacéo de cardume (EGAN et a.l, 2009; MAXIMINO et al.,
2018b).

Figura 7: Extracdo da SA.

Fonte: da autora.
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A utilizacdo de agentes quimicos como a SA para induzir respostas exacerbadas de
comportamentos defensivos € uma importante ferramenta para a investigacdo de respostas
aversivas, uma vez que mimetiza sua liberacdo em uma situacédo de ataque por um predador.
Deste modo, a exposicdo & SA é um modelo quimico capaz de produzir respostas
semelhantes a0 medo e aumentar o comportamento do tipo ansiedade em peixe-zebra
(HINTZ et al. 2017; LIMA et al., 2016), modificando o comportamento exploratério, a
tigmotaxia, aumentando a geotaxia e a preferéncia por ambientes escuros em busca de
protecdo, também chamada de escototaxia (QUADROS et al., 2016; MAXIMINO et al.,
2010).

Apesar da composicao exata do SA ser desconhecida, sua composi¢do é uma mistura
complexa de substancias (MAXIMINO et al., 2018b) que desencadeiam respostas de alarme
especificas (DAVING e LASTEIN, 2009). Em peixe-zebra, a molécula de hipoxantina 3-N
oxido (H3NO) induz alguns, mas nao todos, componentes da reacdo de alarme (HINTZ et al.
2017; MATHURU et al., 2012). A resposta de alarme é mediada por neurdnios ciliados que
se projetam para o bulbo olfatério, e sugere-se que em diferentes espécies de peixes a
deteccdo dos odores do alarme seja mediada por neurdnios sensoriais particulares.
Vertebrados podem detectar substancias quimicas no ambiente através dos sentidos olfativo e
gustativo (OKA e KORSCHING, 2011). Existem trés tipos de neurdnios receptores olfativos:
neuronios ciliados, neurénios microvilosos e células da cripta (WHITLOCK, 2006; OKA e
KORSCHING, 2011). Estes sistemas empregam varias familias de receptores acoplados a
proteina G (MOMBAERTS, 2004) e ao contrario dos mamiferos, em peixes, um mesmo
neurdnio sensorial pode expressar mais de uma proteina receptora (KERMEN et al., 2013).
Estudos utilizando imuno-histoquimica ja& mostraram que as proteinas G sdo expressas nos
neurodnios das criptas do peixe-zebra (OKA e KORSCHING, 2011).

2.5 Testes para avaliar ansiedade em peixe-zebra

O peixe-zebra tem emergido como organismo modelo para estudos do comportamento
do tipo ansiedade, pois reage aos modelos de estresse e ansiedade por alteracdes endocrinas e
comportamentais (SOARES et al., 2018). Nesse contexto, alguns modelos foram validados e
sdo bem estabelecidos para o comportamento semelhante a ansiedade. Dentre eles, destacam-
se o teste do tanque novo (EGAN et al., 2009; STEWART, et al., 2011a; LEVIN, BENCAN
e CERUTTI, 2007) e o teste de preferéncia claro-escuro (MAGNO et al., 2015; QUADROS
et al., 2016), cujos aparatos sao representados na Figura 8.
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Figura 8: Aparatos utilizados. (A) Teste do tanque novo, (B) Aparato claro-escuro.

Fonte: da autora.

O teste do tanque novo explora a tendéncia natural dos peixes em gastar 70-85% do
primeiro minuto na parte inferior de um novo aparato, onde gradualmente sua preferéncia é
reduzida pela exploracdo das partes superficiais do tanque de teste (LEVIN, BENCAN e
CERUTTI, 2007). Dessa maneira, 0 animal é exposto a um novo aparato, €, uma vez que 0
peixe-zebra tem a tendéncia de buscar protecdo em um ambiente ndo familiar, mergulha e
permanece na parte inferior (geotaxia) enquanto sdo habituados ao novo ambiente (CACHAT
et al., 2010; EGAN et al., 2009; STEWART et al., 2011a). A ansiedade neste teste pode ser
medida por um menor nimero de transicdes e tempo gasto no topo, maior laténcia para entrar
no topo, maior nimero e duracdo de episddios de congelamento, maior nimero e duracdo de
movimentos erraticos, além de ser modulada pela atividade locomotora, a qual pode ser
quantificada pela distancia percorrida, angulo de giro absoluto e velocidade maxima (Figura
9) (CACHAT et al.,, 2010; EGAN et al., 2009; LEVIN, BENCAN e CERUTTI, 2007;
STEWART et al., 2011b).
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Figura 9: Parametros medidos no teste do tanque novo: (A) distancia percorrida, (B) angulo
de giro absoluto, (C) transicGes e tempo gasto no topo, (D) laténcia para entrar no topo, (E)
congelamento e (F) movimentos erraticos.

Fonte: da autora.

No teste claro-escuro, as paredes do compartimento preto podem dar sensacdo de
oportunidade de fuga e protecdo de predadores como uma espécie de
camuflagem, enquanto as paredes do compartimento claro tendem a ser aversivas
(MAXIMINO et al., 2010). A preferéncia por ambientes escuros em detrimento dos mais
claros (escototaxia) € um indice que reflete um componente do tipo ansiedade no peixe-zebra
(MAGNO et al., 2015). Sendo assim, no aparato claro-escuro o peixe-zebra geralmente
prefere o lado escuro de um tanque preto e branco, com apenas algumas incursdes para o
compartimento claro (MAXIMINO et al., 2010, QUADROS et al., 2016; SOARES et al.,
2018). Assim, efeitos “ansioliticos” geralmente sdo observados como menor quantidade de
avaliacdo de risco, maior laténcia para 0 compartimento preto, menor tempo de permanéncia
no lado escuro e diminui¢cdo no numero de entradas para 0 compartimento preto (Figura 10)
(GUO, 2004; MAGNO et al., 2015; QUADROS et al., 2016).
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Figura 10: Parametros medidos no teste claro-escuro: (A) avaliacdo de risco para o
compartimento branco, (B) laténcia para a entrada no lado preto, (C) tempo no lado branco e
(D) namero de cruzamentos.

A

Fonte: da autora.

Dessa maneira, considerando os efeitos ansioliticos promovidos pela nicotina em
vertebrados, torna-se importante avaliar se a exposi¢do aguda a nicotina previne respostas

aversivas em peixe-zebra utilizando diferentes tarefas comportamentais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar o efeito do pré-tratamento com nicotina sobre o comportamento do tipo

ansiedade em peixe-zebra.

3.2 Objetivos especificos
Investigar a agdo promovida pela nicotina em pardmetros locomotores e de
motricidade;
Avaliar as alteracdes comportamentais do peixe-zebra apds uma situacdo aversiva
gerada pela SA;
Analisar se a exposi¢do prévia a nicotina modula o efeito da SA;
Examinar o padréo das respostas defensivas dos peixes utilizando os testes do tanque

novo e do aparato claro-escuro.
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Highlights

We tested whether nicotine modulates anxiogenic-like behaviors in zebrafish.

Behavioral parameters were measured in the novel tank and in the light-dark tests.

Nicotine induces anxiolysis and prevents anxiogenic-like responses.

Zebrafish is a suitable species to assess the relieving properties of nicotine.
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Abstract

Anxiety-related disorders are severe psychiatric conditions that involve complex
physiological and behavioral maladaptive responses. The use of conspecific alarm substance
(CAS) for inducing anxiety-like behaviors in fish species provides important translational
insights of how aversive conditions modulate neurobehavioral functions. Because nicotine
may elicit anxiolytic-like responses, here we investigated whether acute nicotine exposure
prevents CAS-induced anxiogenic-like behaviors in zebrafish. We used both novel tank and
light-dark tests as two well-established paradigms for measuring anxiety-like behavior. Fish
were individually exposed to 1 mg/L nicotine or non-chlorinated water for 3 min and then
transferred to other tanks in the absence or presence of 3.5 mL/L CAS for 5 min. Later, the
behavior of fish was tested in the novel tank test or in the light-dark preference test. As
expected, CAS triggered aversive behaviors by increasing bottom dwelling, freezing, erratic
movements, scototaxis, and risk assessment episodes. Nicotine alone elicited anxiolytic-like
behaviors, since it increased the time spent in top area, as well as the average duration of
entry in the lit compartment. Moreover, nicotine pretreatment prevented CAS-induced
aversive responses without changing locomotion, suggesting that anxiolysis could play a role,
at least in part, to the behavioral effects of nicotine observed here. Overall, these novel
findings show beneficial effects of nicotine on anxiogenic responses in zebrafish. We also
reinforce the practical advantages of this aquatic species to explore the relieving properties of
nicotine, as well as to understand the neurobiological bases involved in anxiety-related

disorders and associated therapeutic targets.

Keywords: anxiety-related disorders; conspecific alarm substance; nicotine; aversive

behaviors; zebrafish.
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1. Introduction

Anxiety-related disorders are one of the most prevalent psychiatric conditions
worldwide, with multiple genetic and environmental determinants (Bartlett et al., 2017;
Bishop, 2007). Psychological and physical symptoms include muscular tension, irritability,
agitation, concentration problems, palpitations, dizziness, and epigastric discomfort (Peres et
al., 2017; Shoham et al., 2018). Mounting evidence suggests that different neurotransmitter
systems, including the cholinergic neurotransmission, modulate anxiety-like behaviors (File
et al., 2000b; Zarrindast and Khakpai, 2015).

Nicotine influences a large number of physiological processes, such as learning and
memory, locomotion, and anxiety (Jones et al., 1999; Zarrindast and Khakpai, 2018; Ziani et
al., 2018). This molecule is an alkaloid extracted from the tobacco plant (Powledge, 2004)
composed of pyridine and a pyrrolidine ring [1-methyl-2-(3-pyridyl) pyrrolidine], which
binds to nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs) (Lester et al., 2009). As an agonist of
nAChRs, nicotine elicits various effects on the central nervous system (CNS) depending on
site and receptor composition (Bencan and Levin, 2008; File et al., 2000a). A dualistic role of
nicotine has been shown in experimental models, where it promotes anxiolysis or anxiogenic-
like effects following acute and chronic exposure, respectively (Falco and Bevins, 2015;
Singer et al., 2016; Stewart et al., 2015).

Although rodents have been widely used to assess the effects of nicotine on anxiety-
related behaviors, there is a growing utility of zebrafish (Danio rerio) models in translational
neuropsychiatric research (Fontana et al., 2018; Stewart et al., 2014). The advantages that
make zebrafish an excellent tool include the efficient rate of absorption of substances through
water (de Abreu et al., 2018), their evolutionarily conserved neurotransmitter systems when
compared to the mammalian counterparts (Rico et al., 2011), their well-characterized

behaviors (Kalueff et al., 2013), and the pharmacological sensitivity to anxiolytic and
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anxiogenic drugs (Egan et al., 2009; Mezzomo et al., 2018; Rosemberg et al., 2012).
Moreover, the presence of lateral pallium and habenula, analogous brain structures to
mammalian hippocampus and amygdala, respectively, makes zebrafish a suitable model
organism to investigate the neural bases of emotion and aversive responses (Champagne et
al., 2010; Fontana et al., 2018).

In zebrafish, the conspecific alarm substance (CAS) exposure elicits anxiety-like
behaviors (Canzian et al., 2017; Speedie and Gerlai, 2008). This substance is released when
epidermal club cells are injured, reflecting a potential predator risk (Quadros et al., 2016).
CAS triggers exacerbated defensive behaviors, as well as prolonged aversive responses (Lima
et al., 2016; Maximino et al., 2018). Two well-established models for measuring anxiety-like
behavior are the novel tank diving test (Egan et al., 2009; Levin et al., 2007) and the light-
dark preference test (Maximino et al., 2010). While in the first task animals show a typical
geotaxis and gradually habituate to novelty stress (Wong et al., 2010), in the light-dark test,
zebrafish usually prefers the dark compartment of the apparatus, thereby facilitating crypsis
(Maximino et al., 2010). Anxiolytic drugs increase the exploration of the lit area, whereas
anxiogenic compounds exacerbate dark preference as a protective response (Mezzomo et al.,
2016).

Although the anxiolytic properties of nicotine in zebrafish has been reported
previously (Klee et al., 2011; Levin et al., 2007; Singer et al., 2016), to our knowledge, there
are no data reporting a preventive role of nicotine against aversive responses. Thus, the goal
of our study was to investigate whether a short-term nicotine exposure prevents CAS-induced
anxiogenic-like behaviors in zebrafish using the novel tank and the light-dark preference

tests.
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2. Methods
2.1. Animals and housing

Subjects were adult zebrafish (Danio rerio, 3-4 months-old) from the short-fin
phenotype (~50:50 male:female ratio) obtained from a local distributor (Hobby Aquérios, RS,
Brazil). Fish were kept in 40 L tanks at a maximum density of 2 fish per liter and
acclimatized in the laboratory for two weeks before the experiments. Tanks were maintained
under constant aeration and mechanical filtration and the water temperature was set at 27 *
1°C, pH 7.0-7.2. Room illumination was provided by fluorescent light tubes with
photoperiod 14h light and 10h dark. Animals were fed thrice daily with commercial flake fish
food (Alcon BASIC™, Alcon, Brazil). A total of 96 fish were used for the behavioural tests
and 12 used for extraction of CAS. After the experiments, fish were anesthetized in water at
4°C and then euthanized by section of the spinal cord. Animals were maintained in
accordance with the National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals. All experimental protocols were approved by the Ethics Commission on Animal

Use of the Federal University of Santa Maria (protocol number 6894010616).

2.2. Nicotine exposure

S(-)-Nicotine (98%) was purchased from Sigma-Aldrich™ (St. Louis, MO, USA).
Fish were exposed to 1 mg/L of nicotine added in tank water for 3 min as described
elsewhere (Singer et al., 2016; Ziani et al., 2018). Later, animals were exposed to CAS and
behavioral tests were performed. Control group was handled in a similar manner but kept in

non-chlorinated water in the absence of nicotine.
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2.3. Conspecific alarm substance preparation

Conspecific alarm substance was extracted from donor fish previously euthanized.
Briefly, fish were placed in a Petri dish kept on ice and CAS were obtained through 10-15
superficial shallow cuts in epidermal cells with a razor blade (Egan et al., 2009; Lima et al.,
2016; Quadros et al., 2016). Animals were then washed on both sides with 10 mL of distilled
water per fish for preparing a CAS stock solution. The exposure was performed using 3.5
mL/L of CAS solution for 5 min, which elicits robust defensive responses in zebrafish
(Canzian et al., 2017; Maximino et al., 2018; Speedie and Gerlai, 2008). For control group,
only distilled water was added in the experimental tanks. Figure 1 summarizes all

experimental procedures, behavioral tests, and the groups assessed.

2.4. Behavioral analyses
All behaviors were recorded for 6 min using a webcam connected to a laptop at 30

frames/s with appropriate video-tracking software (Any-Maze™, Stoelting, CO, USA).

2.4.1. Novel tank diving test

After the exposure period, fish were individually transferred to the novel tank
apparatus (25 cm length x 15 cm height x 6 cm width), which was virtually divided in two
segments (bottom area and top area) and filled with 2 L home tank water. Locomotor activity
and vertical explorations were measured during habituation to novelty (Egan et al., 2009;
Levin et al., 2007; Rosemberg et al., 2011) and the following endpoints were determined:
distance traveled, absolute turn angle, maximum speed, transitions and time spent in top,
latency to enter the top, number and duration of freezing, number and duration of erratic
movements. Freezing was defined as a complete immobility of fish (> 2 s) with concomitant

increased opercular beat rate, while erratic movements were defined as fast swimming bouts
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with sudden changes in direction (Kalueff et al., 2013). Both freezing and erratic movements
were manually counted by two trained observers (inter-rater reliability > 0.85) blinded to the

experimental condition of fish.

2.4.2. Light-dark test

Following nicotine and CAS exposure period, fish were individually transferred to the
light-dark tank based on the protocol described elsewhere (Maximino et al., 2010). The
apparatus (25 cm length x 10 cm depth x 15 cm height) was divided into two equally sized
compartments by opaque self-adhesive plastic in white and black colors, covering the floor
and walls. The respective behaviors were assessed: time spent in lit area, shuttling, average
duration of entry in the lit area, and number of risk assessments. A risk assessment episode
was defined as a fast (< 1 s) or partial entry into the lit area with a subsequent return to the
dark compartment, which reflects a conflict between the motivation to explore and avoid
unknown environments (Kalueff et al., 2013). Risk assessment episodes were manually
counted by two trained observers (inter-rater reliability > 0.85) blinded to the experimental

condition.

2.5. Statistical analyses

Data were expressed as means * standard error of means (S.E.M.) and analyzed by
two-way analysis of variance (ANOVA), followed by Student-Newman-Keuls multiple
comparison test when necessary. The inter-rater reliability was estimated using Spearman

correlation and all significances were set at p < 0.05.
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3. Results

3.1. Nicotine prevents CAS-induced aversive responses without changing locomotion

Figure 2 shows the behavioral effects of nicotine and CAS in the novel tank test.
Independently of the treatment, no significant changes were observed in locomotor-related
parameters (Fig. 2A). Regarding the vertical activity (Fig. 2B), although NIC/CAS group did
not show significant changes in vertical drifts when compared to CAS-exposed fish, nicotine
increased the time spent in top (Fs3) = 25.57, p < 0.0001 for nicotine term) and prevented
CAS-induced effects on this behavior (F(153 = 16.83, p = 0.0001 for the interaction term).
Moreover, CAS increased the latency to enter the top (F(s3) = 8.172, p = 0.0061), when
compared to control group. Figure 3 shows the effects of nicotine and CAS on aversive
behaviors. We observed a significant nicotine x CAS interaction for the number (F( 53 =
5.189, p = 0.0268) and duration of freezing (Fs3 = 13.05, p = 0.0007), as well as for the
number (Fs3 = 9.792, p = 0.0028), and duration of erratic movements (F( 53 = 8.394, p =

0.0055). In general, CAS increased defensive behaviors and nicotine prevented these effects.

3.2. Nicotine prevents CAS-induced exacerbation on scototaxis

Figure 4 shows the behavioral effects of nicotine and CAS in the light-dark apparatus.
CAS decreased the time spent in lit area, while nicotine showed a preventive effect (F(1,36) =
5.099, p = 0.0301 for the interaction term). Nicotine-treated fish showed reduced shuttling
(Fa3s) = 12.04, p = 0.0014) and increased average duration of entry in the lit area in the
absence and presence of CAS (F.3s = 15.37, p = 0.0004). Nicotine also abolished the effects

of CAS on the number of risk assessment episodes (F1,36) = 8.655, p = 0.0056).
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4. Discussion

The current study examined the behavioral effects of nicotine pretreatment on CAS-
induced aversive responses in zebrafish. Evidence shows that acute nicotine treatment in this
aquatic species positively modulates cognitive responses and exerts anxiolytic-like responses
in various behavioral tasks (Eddins et al., 2009; Levin et al., 2007; Singer et al., 2016; Ziani
et al., 2018). Since CAS exacerbates defensive behaviors, it has been considered a chemical
cue that elicits behavioral phenotypes that closely parallel those observed in patients with
anxiety-, stress- and/or trauma-related disorders (Canzian et al., 2017; Lima et al., 2016;
Maximino et al., 2018). To our knowledge, our data represent the first evidence showing that
nicotine prevents anxiogenic-like behaviors in zebrafish, possibly due to its anxiolytic actions
following an acute exposure.

In the last decade, zebrafish has emerged as an attractive model organism in
psychiatry and translational neuroscience research to investigate the neural bases involved in
anxiety-like responses (Fontana et al., 2018; Stewart et al., 2014). The novel tank and the
light-dark tests are suitable protocols to evaluate defensive responses in zebrafish (Maximino
et al., 2012). While in the novel tank diving test the motivational aspect is surface escaping
(Blaser and Rosemberg, 2012), the main stimulus in the light-dark test is scototaxis
(Maximino et al., 2012). Similar to previous findings, we observed that CAS-exposed fish
exhibit typical behavioral patterns during habituation to novelty stress, such as increased
erratic movements, freezing, and geotaxis (Quadros et al., 2016; Speedie and Gerlai, 2008).
Zebrafish also showed robust scototaxis, as well as more risk assessment episodes in the
light-dark test. These set of data reflect typical behavioral patterns associated with anxiety-
like responses following acute CAS exposure. Importantly, nicotine-treated fish showed
increased the average duration of entry in the lit area in the light-dark test and spent more

time in top area in the novel tank diving test, suggesting anxiolysis. Moreover, nicotine
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pretreatment abolished CAS-mediated responses, revealing a preventive effect on aversive
behaviors. Because CAS and nicotine did not affect locomotion, the responses measured here
reflect changes on anxiety-like behaviors instead of a simple modulation of motor patterns.
Various signaling molecules, such as biogenic amines, amino acids, peptides, and
steroids play a role in anxiety, thereby modulating defensive behaviors (Benson et al., 2015;
Strohle and Holsboer, 2003). In zebrafish, CAS acutely activates sympathetic nervous system
and increases blood glucose, norepinephrine, and epinephrine, as well as serotonin and 5-
hydroxyindoleacetic acid levels in the CNS, culminating in ‘fight or flight’ responses
(Maximino et al., 2014; Quadros et al., 2018). Furthermore, an influence of cholinergic
system in aversive responses of zebrafish is predicted, since CAS increases
acetylcholinesterase activity in the brain (Canzian et al., 2017) and nicotine facilitates
contextual fear conditioning following a single exposure to alarm cues (Ziani et al., 2018).
Anxiolytic compounds are commonly used to reduce the frequency of aversive
behaviors. In humans, smoking is considered a key factor to minimize anxiety due to the
relieving properties of nicotine (Fidler and West, 2009). Nicotine may promote anxiolysis or
anxiogenesis depending on the species, concentration, administration route, and exposure
period (Sackerman et al., 2010; Zarrindast and Khakpai, 2018). Acutely, the activation of
nNAChRs also facilitates the release of GABA (Maggi et al., 2001), which could play a role in
anxiolytic effects of nicotine (Sullivan and Covey, 2002). Similar to mammals, zebrafish
show high sensitivity to nicotine, which elicits consistent and robust anxiolytic-like responses
following acute exposure (Levin et al., 2007; Sackerman et al., 2010; Singer et al., 2016).
Importantly, the administration of methyllycaconitine and dihydro-p-erythroidine increases
bottom dwelling in the presence of nicotine, implying a key role of both a7 and a4p2
nicotinic receptors in nicotine-mediated anxiolysis (Bencan and Levin, 2008). Since most

neuronal NAChRs in the brain modulate the release of various neurotransmitters that
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influence mood and anxiety (e.g., aetylcholine, serotonin, glutamate, and dopamine) (Dani
and Bertrand, 2007), the underlying mechanisms involved in the preventive role of nicotine

against CAS-mediated responses still require further scrutiny.

5. Conclusion

To our knowledge, this is the first study showing a positive effect of nicotine on
anxiogenic responses in zebrafish, supporting the growing utility of this aquatic species to
investigate the neurobehavioral effects of nicotine in vertebrates. Because distinct
neurotransmitter systems regulate anxiety, thereby modulating defensive behaviors, the use of
zebrafish is a promising tool to assess the molecular mechanisms underlying nicotine-
mediated anxiolysis. Overall, paralleling clinical and rodent studies, our data support
beneficial properties of nicotine in zebrafish, reinforcing practical advantages to explore the

neurobiological bases involved in emotional impairments and their associated behaviors.
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Fig. 1. Schematic representation of the experimental design and behavioral tests used for

assessing the effects of nicotine on CAS-induced anxiogenic-like responses.

A Distance traveled Absolute turn angle Maximum speed
20+ 80000+ 0.20+
=15 £~ 60000 015
E < Q
8 9‘ TR S - £
g 101 £ 40000 § 0.10 - A=
® . 3 4
8 s ¥ 20000 % .05
¢ \; o r 0.00 v
> < ) o » © ) N © o o
6& D s d"? 6& D e c}d‘ oz& S o <.-\°v.
& & &
Latency to enter the top area Time spent in top area Transitions to top area
150 . 200 40
g * Tk §
150 30
g 100 =3 ol 2
[-% w a
. - @
s & 100 == 5 20
= £ N
£ 3
H 50 £ 10
2 2
0 0 0
< ) o
0@' & o &
©
&

Fig. 2. Locomotor and exploratory activities of zebrafish in the novel tank test. (A)

Locomotion-related behavioral endpoints. (B) Vertical exploration. Data were expressed as

means £ S.E.M. and analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls

multiple comparison test when necessary (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.005, n = 12 per

group).
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Fig. 3. Preventive effects of nicotine on CAS-induced aversive behaviors. Data were

expressed as means = S.E.M. and analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-
Newman-Keuls multiple comparison test when necessary (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <
0.005; **** p < 0.001, n = 12 per group).
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Fig. 4. Effects of nicotine and CAS on scototaxis. Data were expressed as means + S.E.M.
and analyzed by two-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls multiple

comparison test when necessary (* p < 0.05; ** p < 0.01, n = 12 per group).
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

Peixes tratados com nicotina ndo tiveram mudancas nos pardmetros locomotores
avaliados pelo teste do tanque novo (distancia percorrida, angulo de virada absoluto e
velocidade maxima), mas apresentaram reducdo numero de cruzamentos ao
compartimento branco no teste claro-escuro.

Apesar da SA ndo alterar parametros relacionados com a atividade locomotora, no
teste do tanque novo aumentou a laténcia para entrar no topo quando comparado ao
grupo controle e induziu respostas aversivas de congelamento e movimentos erraticos.
J& no aparato claro-escuro, diminuiu o tempo gasto no compartimento branco e
aumentou as avaliagdes de risco.

Observamos uma interacdo significativa nicotina x SA para o nimero e duracéo do
congelamento, bem como para 0 nimero e duracdo dos movimentos erraticos. Em
relacdo a atividade vertical, a nicotina preveniu os efeitos induzidos pela SA sobre o
tempo gasto no topo. Além disso, mostrou um efeito preventivo no tempo gasto no
compartimento branco e também aboliu os efeitos da SA no numero de episodios de
avaliacao de risco.

Os testes do tanque novo e do aparato claro-escuro mostraram que a nicotina possui
um efeito ansiolitico, enquanto que peixes expostos a SA apresentam comportamentos

do tipo ansiogénico, os quais podem ser modulados pela exposicao prévia a nicotina.

6. CONCLUSAO FINAL

Os mecanismos pelos quais as influéncias genéticas e ambientais conferem
vulnerabilidade a ansiedade sdo de extrema importancia na pesquisa sobre ansiedade. De
modo geral, este € o primeiro estudo mostrando um efeito positivo da nicotina sobre as
respostas ansiogénicas em peixes-zebra. O uso desse organismo modelo € uma ferramenta
promissora para avaliar os mecanismos moleculares subjacentes a ansidlise mediada pela
nicotina. Além disso, em paralelo com estudos clinicos e de roedores, nossos dados apoiam
as propriedades benéficas da nicotina, reforcando vantagens praticas para explorar as bases

neurobioldgicas envolvidas nesse distirbio emocional e seus comportamentos correlatos.
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7. PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Os transtornos de ansiedade sdo os disturbios psiquiatricos mais prevalentes. A taxa
de prevaléncia de transtornos de ansiedade em mulheres é aproximadamente duas vezes
maior comparada aos homens (BANDELOW e MICHAELIS, 2015). Se essa estatistica se
replicar para o peixe-zebra com a analise dos efeitos em machos e fémeas, tornard possivel
um melhor entendimento sobre a etiologia desse disturbio. Estudos também s&o necessarios
para investigar se o estresse crénico e precoce contribui na formacgéo de individuos adultos
ansiosos. Em particular, sera interessante determinar o impacto do estresse transgeracional
sobre o comportamento de animais na fase larval e adulta. Indiscutivelmente, a questdo mais
importante diz respeito a como podemos usar os avancos cientificos a fim de compreender os
mecanismos neurocognitivos relacionados a ansiedade para se efetivar novas abordagens de

tratamento e/ou prevencao.
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Certificamos que o Projeto intitulado "Efeitos da nicotina sobre alteragées comportamentais e bioquimicas induzidas pela cetamina
e por agentes estressores agudos em peixe zebra (Danio rerio)", protocolado sob o CEUA n? 6894010616, sob a responsabilidade
de Denis Broock Rosemberg e equipe; Fldvia Vestena Stefanello; Nicolli Lages; Paola Rampelotto Ziani; Sténio Ribeiro
Zimermann Nunes; Tdmie Duarte; Vanessa Andreatta de Quadros - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
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We certify that the proposal "Effects of nicotine on behavioral and biochemical alterations promoted by ketamine and acute
stressors in zebrafish (Danio rerio)", utilizing 272 Fishes (males and females), protocol number CEUA 6894010616, under the
responsibility of Denis Broock Rosemberg and team; Fldvia Vestena Stefanello; Nicolli Lages; Paola Rampelotto Ziani; Sténio
Ribeiro Zimermann Nunes; Tamie Duarte; Vanessa Andreatta de Quadros - which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the meeting of 06/23/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2016 a 07/2019 Area: Bioquimica E Biologia Molecular
Procedéncia: Né&o aplicavel biotério

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 4 a6 meses N: 272
Linhagem: Danio rerio / wild type (WT/SF) Peso: 0250a0280¢g

Resumo: A nicotina é um alcaloide presente nas folhas do tabaco que possui diversos efeitos farmacolégicos e toxicoldgicos.
Estudos relatam o envolvimento da nicotina na melhora significativa das funcées comportamentais de vérias espécies, inclusive em
humanos. Além da regulagao da funcdo motora, os receptores nicotinicos estdo diretamente relacionados com efeitos sobre o
aprendizado e memdria. Ainda, a nicotina tem papel importante em modelos de ansiedade, devido ao seu efeito ansiolitico apds
um curto periodo de exposi¢do. Em peixes, agentes estressores como a exposicdo aguda a substancia de alarme e a perseguicdo
com rede por um curto periodo podem gerar o fenétipo comportamental associado a medo e ansiedade, além de possibilitar a
ativagao do eixo do estresse e 0 aumento dos niveis de cortisol. Portanto, é relevante investigar os efeitos que a nicotina pode
exercer sobre o prejuizo da fungdo locomotora (surgimento de comportamentos estereotipados) e déficit cognitivo causados por
doses sub-anestésicas de cetamina em nivel de sistema nervoso central (SNC). Além disso, devido ao seu potencial papel
ansiolitico, a nicotina poderia exercer efeitos benéficos em modelos relacionados a indugao de estresse quimico e fisico. Dessa
forma, o objetivo geral do presente projeto é elucidar os efeitos neurocomportamentais da nicotina sobre as alteragées promovidas
pela cetamina e agentes estressores agudos em peixe zebra (Danio rerio).

Local do experimento: Laboratério de Fisiologia de Peixes (LAFIPE), UFSM, CCS - Departamento de Farmacologia e Fisiologia.

Santa Maria, 04 de julho de 2016

Profa. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal Prof. Dr. Denis Broock Rosemberg
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria

Avenida Roraima, 1000, Reitoria, 22 andar - CEP 97105-900 Santa Maria, RS - tel: 55 (55) 3220-9362 / fax:
Horério de atendimento: das 8:30 &s 12h e 14h &s 17hs : e-mail: ceua.ufsm@gmail.com
CEUA N 6894010616



55

~

ANEXO B - COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO MANUSCRITO CIENTIFICO

GLOZIVEr/G0 - UOISSIWINS [eRIu|

Jaded uaseasay 'adf) appny

UOIPUBY SIN0T JBIYY-UIHIOYP3
£7 6407 dNd

(gLoziueriG0) @ Joup3 WAL 'smels JuaLn)

UsI/elqaz Ul sasuodsal eJoineyaq ay-Rlaixue sjuaasid sunooiN

(2) rewsnop yum suoissiwgns AW

LO0ISIZBP BLIL B LM SUOISSILUGNS IN0A MBIA o) ala] Y1) UOISSILIGNS MaN JElS

mm_>m digH | ng B | asewnor Ay | abisquasey siusg

s{seL Joyny A syse] Jamanay Al

spoday awoy ¥

fueiyofisq |eaibojoig 9 ABojooeunieydoyafisg-aunayy



56

ANEXO C - LISTA DOS TRABALHOS COLABORATIVOS DESENVOLVIDOS
DURANTE O MESTRADO

1. Ziani PR, Miller TE, Stefanello FV, Fontana BD, Duarte T, Canzian J, Rosemberg DB.
Nicotine increases fear responses and brain acetylcholinesterase activity in a context-
dependent manner in zebrafish. Pharmacol Biochem Behav. 2018 Jul;170:36-43. doi:
10.1016/j.pbb.2018.05.004.

2. Julia Canzian, Barbara D. Fontana, Vanessa A. Quadros, Talise E. Muller, Tamie Duarte,

Denis B. Rosemberg. Single pentylenetetrazole exposure increases aggression in adult
zebrafish at different time intervals. Neuroscience Letters. Volume 692, 23 January 2019,

Pages 27-32. doi: 10.1016/j.neulet.2018.10.045.

3. Nathana J. Mezzomo, Talise Muller, Leonardo Barcellos, Tamie Duarte, Vania Loro,

Gessi  Koakoski, Vanessa A. Quadros, Aline Pompermaier, Barbara Fontana, Denis
Rosemberg, Suelen M. Soares, Julia Canzian. Taurine modulates the stress response in
zebrafish. Hormones and Behavior. Volume 109, March 2019, Pages 44-52. doi:
10.1016/j.yhbeh.2019.02.006.

4. Barbara Fontana, Tamie Duarte; Talise Muller; Julia Canzian; Paola Ziani; Nathana

Mezzomo; Matthew Parker; Denis Rosemberg. Concomitant taurine exposure counteracts
ethanol-induced changes in locomotor and anxiety-like responses in zebrafish. European

Journal of Pharmacology. Submission no: EJP-49879.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ziani%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCller%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stefanello%20FV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontana%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duarte%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canzian%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosemberg%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29750975
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29750975
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0304394018307213#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03043940
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03043940/692/supp/C
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2018.10.045
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0018506X/109/supp/C
https://doi.org/10.1016/j.yhbeh.2019.02.006

