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EFEITOS COMPORTAMENTAIS DE CONCENTRACAO
AMBIENTAL DE FLUOXETINA EM ZEBRAFISH

RESUMO

A fluoxetina € um dos farmacos mais consumidos em todo o mundo e prescrito como
ansiolitico, principalmente para o tratamento da depressdo e tem sido encontrada em baixas
concentracBes em diferentes ambientes aquéaticos. Os efeitos da contaminacdo aquatica por
fluoxetina em organismos sdo pobremente conhecidos. O objetivo do estudo foi avaliar os
efeitos da fluoxetina nos comportamentos preditivos de ansiedade e agressividade em zebrafish
(Danio rerio). Foram utilizados 108 peixes adultos ndo sexados, alocados em seis grupos
experimentais (n=18): controle, fluoxetina em concentracdo ambiental (0,54 ug/L) e fluoxetina
em concentracao dez vezes superior a ambiental (5,40 pg/L) submetidos a exposicao aguda e
cronica, como forma de avaliar possiveis efeitos do aumento da concentracdo ambiental do
farmaco. Foi realizado testes comportamentais individuais, para avaliagdo de comportamentos
preditivos de ansiedade e agressividade, a 0, 24, 72 e 120 horas (exposic¢do aguda) e 0, 1, 7, 14,
21 dias (exposicdo cronica). As concentracBes 0,54 e 5,4 pg/L de fluoxetina causaram
alteragdes nos comportamentos preditivos de ansiedade e de agressividade em zebrafish adultos
nas exposicdes aguda e cronica. As alteragdes comportamentais causadas pela contaminacédo da
fluoxetina em organismos nao alvo sdo preocupantes, uma vez que podem desencadear efeitos
ecoldgicos relevantes nas comunidades aquaticas.

Palavras-chave: ansiedade, agressividade, Danio rerio, ecotoxicologia, farmaco.



BEHAVIORAL EFFECTS OF ENVIRONMENTAL
CONCENTRATION OF FLUOXETINE IN ZEBRAFISH

ABSTRACT

Fluoxetine is one of the drugs consumed worldwide and prescribed as an anxiolytic, mainly for
the treatment of depression and has been found in low concentrations in different aquatic
environments. The effects of aquatic contamination by fluoxetine on organisms are poorly
known. The aim of the study was to evaluate the effects of fluoxetine on predictive behaviors
of anxiety and aggression in zebrafish (Danio rerio). We used 108 non-sexed adult fish,
allocated in one of the experimental groups (n = 18): control, fluoxetine in environmental
concentration (0.54 pg / L) and fluoxetine in concentration ten times higher than the
environmental one (5.40 pg / L) submitted to acute and chronic exposure, as a way to evaluate
possible effects of the increase in the environmental concentration of the drug. We conducted
individual behavioral tests to assess predictive behaviors of anxiety and aggression at 0, 24, 72
and 120 hours (acute exposure) and 0, 1, 7, 14, 21 days (chronic exposure). The concentrations
of 0.54 and 5.4 ug / L of fluoxetine caused changes in the predictive behaviors of anxiety and
aggression in adult zebrafish in acute and chronic exposures. Behavioral changes caused by
contamination of fluoxetine in non-target organisms are of concern, since they can trigger
ecological effects in aquatic communities.

Keywords: anxiety, aggressiveness, Danio rerio, ecotoxicology, drug.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um aumento do consumo de farmacos no mundo todo, dentre
esses destacam-se 0s antidepressivos. Esse aumento pode estar relacionado ao crescimento
populacional, avancos tecnoldgicos e ao aumento da expectativa de vida. Um grupo
farmacoldgico que apresenta aumento consideravel de consumo é o de medicamentos
psiquiatricos, dos quais 57% sao relacionadas a transtornos de ansiedade (OECD, 2014; 2017).
Os farmacos destinados ao tratamento de doencgas psiquiatricas abrangem o grupo dos
ansioliticos, antidepressivos, sedativos e hipnoticos (Ford et al., 2018; Ford; Fong, 2016;
Calisto & Esteves, 2009; Gebauer et al., 2011; Borrely et al., 2012).

Entre as drogas psiquiatricas mais consumidas no mundo esta a fluoxetina (Brodin et
al., 2014; Abreu et al., 2014; Margiotta-Casaluci et al., 2014; Stewart et al., 2014), destinada
principalmente ao tratamento de depressao, ansiedade e disturbios de personalidade (Stewart et
al., 2012;2014; Kalueff et al., 2014; Theodoridi etal., 2017). A fluoxetina é um inibidor seletivo
de receptacdo de serotonina (ISRS), atuando na fenda sinaptica, inibindo a receptacdo de
serotonina e aumentando sua disponibilidade na fenda sinptica (Brooks et al., 2003; Styrishave
at al., 2011).

A serotonina é um neurotransmissor presente nos mamiferos, mas também encontrada
em peixes (Margiotta-Casaluci et al., 2014; Kalueff et al., 2016) e de grande importancia para
0 reino animal, pois é responsavel na regulacdo do estresse, modulando comportamento de
interacdo social, agressividade (Perreault et al., 2003), alimentacdo (Mennigen et al., 2010; Clift
et al., 2014), ousadia (Gebauer et al., 2011) e ansiedade (Stewart et al., 2014).

A fluoxetina pode ser encontrada em ambientes aquaticos de todos os continentes
(Brooks et al. 2003; Fent, et al., 2006), sendo 0,54 pg/L a maior concentragdo ja encontrada no
mundo no Canada (Weston et al., 2001). A meia vida da fluoxetina por fotolise em agua natural
é de 30 dias, esse processo pode se acelerar em aguas superficiais pois a fluoxetina se
bioacumula em sedimentos (Kwon & Armbrust, 2006). No Brasil, recentemente a fluoxetina
foi quantificada em 0,01 pg/L na baia de Santos (Laranjeira, 2019), o que corresponde ao limite
permitido para o farmaco, segundo o Programa de Investigacdo de Produtos Quimicos
(Sumpter, et al., 2014; Gardner et al. 2012).

A principal forma de poluicdo ambiental por farmacos ocorre por meio das &guas
residuais, pois o tratamento de esgoto convencional é ineficiente na remo¢do de residuos

farmacologicos (Cerveny et al., 2020; Fernandes et al., 2020; Kim et al., 2007; Martinez Bueno



et al., 2007; Verlicchi et al, 2012). Estudos revelam que a poluicdo ambiental de aguas
superficiais, subterraneas e marinhas ocorrem em baixas concentracdes, geralmente abaixo 0,1
Hg/L e que os residuos farmacoldgicos também podem ser encontrados em tecidos musculares
de alguns organismos (Fent et al, 2006; Vystavna et al., 2012; Whitlock et al., 2019).

Os farmacos em contato com o0 meio ambiente podem afetar organismos e causar
diversos efeitos toxicoldgicos nos ambientes aquaticos (Brodin et al., 2014; Fent et al., 2006;
Rand-Weaver et al., 2013). Além disso, muitos residuos farmacoldgicos sdo solUveis em agua
e resistentes a biodegradacdo, podendo biacumular e causar diversas alteracdes fisioldgicas e
comportamentais nos seres vivos (Barry 2013; Sehonova et al., 2018; Borrely et al, 2012).

Diante disso, surgiu a necessidade de se estudar os efeitos de substancias contaminantes
ao meio ambiente, com propdsito de analisar seus efeitos, especialmente em baixas
concentracdes, podendo subsidiar o desenvolvimento de estratégias de prevencao e tratamento
de contaminantes ( Borrely et al., 2012; Fent et al., 2006; Margiotta-Casaluci et al., 2014). Os
estudos ecotoxicoldgicos com peixes propiciam condigdo semelhante para comparacao desses
efeitos nos humanos.

Em peixes, quando expostos a concentracOes terapéuticas de fluoxetina podem
apresentar alteragcdes na agressividade, comportamento hierarquico, resposta a fuga e ousadia
(Theodoridi et al., 2017; Brodin et al., 2014; Brooks et al., 2003). Uma espécie muito utilizada
nestes estudos é o Danio rerio (zebrafish), um modelo experimental adequado devido alta
homologia genética e fisiologica com os seres humanos (Stewart et al., 2015; 2014; Egan et
al., 2009; Maximino et al, 2011a; Newman et al, 2011; Kalueff et al., 2016).

O comportamento é 6timo indicador de impactos ambientais, pois as alteragdes
comportamentais precedem as fisioldgicas. Um dos primeiros sinais de que existe algo alterado
no organismo podem ser expressos por manifestacdes comportamentais, precedidas de
alteracdes fisioldgicas. Dessa forma, espera-se primeiramente que apareca alguns sinais de
alteragdes nos parametros comportamentais antes de qualquer outra alteragdo no organismo
(Dzieweczynski; Hebert, 2012; Brodin et al., 2014; Stewart et al., 2014; 2015).

Os farmacos que podem alterar o comportamento de organismos aquaticos
representando riscos, que variam de uma escala em que afeta desde a espécie até toda a
comunidade (Brodin et al., 2014; Abreu et al., 2014). Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo analisar os efeitos comportamentais da exposicdo em baixas concentragdes
ambientais aguda e cronica de fluoxetina, em zebrafish. Nosso estudo pode contribuir para o

conhecimento sobre as alteracbes comportamentais em organismos aquaticos submetidos a



poluicdo pontual ou continua de fluoxetina em concentragfes preditivas e ambientalmente
relevantes.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Modelo experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Zoologia do Instituto Federal Goiano -
Campus Urutai. Utilizamos 108 zebrafish (Danio rerio), adultos, de ambos os sexos (6 a 8
meses), adquiridos de viveiro comercial de Goiania-GO. Os peixes foram aclimatados em
laboratério por um periodo minimo de 15 dias, mantidos em grupos de até 20 individuos em
aquarios de vidro com 40L (45 cm de altura x 50 cm de largura x 30 cm de comprimento) com
agua desclorada naturalmente via aerador. O fotoperiodo foi de 14h claro/10h escuro (Gebauer
et al., 2011), temperatura controlada (26 + 2 ° C) e a alimentacdo oferecida duas vezes ao dia
com racgdo comercial (Poytara Tropicais Flocos) ad libitum.

Todos os aquarios foram oxigenados por aeradores, 0s parametros fisico-quimicos da
agua dos aquarios foram monitorados a cada 3 dias (Tabela 1) e estiveram dentro dos valores
recomendados para a espécie (Abreu et al., 2016; Fontana et al., 2018). A temperatura foi
medida por um termémetro digital (Digital Thermometer); a amonia foi testada por um Kit
comercial (Amdnia Toxica - LabconTeste); o oxigénio dissolvido foi medido pelo kit comercial
(O2Dissolvido - LabconTeste) e o pH pelo kit comercial (Teste de pH &gua doce - Mydor).

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos da agua dos aquérios durante os experimentos.

Exposi¢do aguda

Amonia Oxigénio Total
Valores Temperatura (°C) pH

Total (ppm) (ppm)
Minimo e
o 26,0 - 27,2 6,8-7,0 0,25 9,0-11,0
maxXimo
Média 26,50 7,00 0,25 10,8

Exposicao cronica

Amonia Oxigénio Total
Valores Temperatura (°C) pH

Total (ppm) (ppm)
Minimo e
. 26,2 —-28,0 6,8-7,2 0,25-3,00 8,0-11,0
maximo
Média 27,21 7,04 0,8 10,5




2.2. Design experimental

Os peixes foram transferidos para os aquarios de vidro (40 L) em grupos de 6 individuos,
durante os experimentos em ambas as exposicGes, aguda e crénica. Os aquarios foram
revestidos no fundo e nas laterais por plastico azul para evitar aversdo dos peixes, conforme
recomendado por Park et al., (2016).

O delineamento experimental consistiu na formacao de 3 grupos experimentais (n=18):
1) Grupo Controle (C 0,0 pg/L de fluoxetina): sem adicdo de fluoxetina; e 2 grupos com
diferentes concentrac@es de fluoxetina. 2) Grupo Flu 0,54 pg/L: fluoxetina na concentracéo ja
encontrada em ambientes aquaticos - 0,54 pg/L (Weston et al., 2001) e 3) Grupo Flu 5,4 pg/L
de fluoxetina: 10 vezes superior a encontrada em ambientes aquaticos (Figura 1), como forma
de avaliar possiveis efeitos do aumento da concentracdo ambiental de fluoxetina. A exposicdo
aguda teve duracgdo de 5 dias (120h) e a exposi¢édo cronica duracdo de 21 dias (2.904h). Todos
os peixes foram aclimatados por 24h horas as condi¢cdes experimentais e, posteriormente,

receberam os respectivos tratamentos.

Exposi¢ao aguda (5 dias)

Exposigao cronica (21 dias)

/
0,54 ng/L 5,4 ng/L
Fluoxetina Fluoxetina
Controle (concentragao (10 x concentragao
(N=18) ambiental-N=18) ambiental-N=18)

Figura 1. Grupo controle (sem adicdo de fluoxetina), fluoxetina (0,54 pg/L) concentracdo ambiental e fluoxetina
(5,4 ng/L) em concentracdo dez vezes superior a ambiental, nas exposi¢des aguda e cronica.

2.3. Concentracdes e administracéo do farmaco
Nos grupos expostos a fluoxetina foi utilizado o cloridrato de fluoxetina (pureza >
98.0%; CAS: 56296-78-7; Fagron) diluido em &gua desclorada no momento da exposi¢do em
cada aquario teste (Facciol et al., 2017). As concentracdes de farmaco utilizadas sdo nominais
e se referem a quantidade de substancia na dgua e ndo a quantidade biodisponivel para o peixe.
No experimento de exposicdo aguda, os grupos Fluoxetina 0,54 e Fluxetina 5,4 pg/L

foram expostos a Unica dose de fluoxetina, ao inicio do tratamento, considerada exposicdo
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estatica. Para garantir a qualidade da agua, como oxigénio dissolvido e a comunicagao quimica
dos animais durante a exposicao cronica, foi realizada a troca parcial de agua a cada 7 dias, em
que 50% do volume de agua do aquario foi substituido por 4&gua desclorada. A exposicao aguda
foi estatica (sem renovacao do farmaco) e a crénica semi-estatica (com renovagao do farmaco

a cada 7 dias), de forma a representar diferentes cenarios de exposi¢do como pontual e continua.

2.4. Avaliacdo de parametros comportamentais

Os testes comportamentais avaliaram o comportamento preditivo de ansiedade e
agressividade dos peixes. Todos os testes foram realizados entre as 08:00 e 16:00 horas e
filmados por cdmeras HD da Intelbras® com resolucao de 1080p com intervalos para reduzir o
estresse pelo manuseio e possiveis efeitos de um teste para o0 outro. Na exposi¢do aguda 0s
testes comportamentais foram filmados em Oh (denominado pré-tratamento), 24h, 48h, 72h e
120h de exposicdo a fluoxetina, conforme Figura 1. J& na exposi¢do crdnica os testes
comportamentais foram filmados no 0° dia (denominado pré-tratamento), 1° dia, 7° dia, 14° dia

e 21° dia de exposicéo a fluoxetina (Figura 2), com intervalos

. i comportamentais comportamentais comportamentais
aquérios  Comportamentais p P p
< s
‘ 24h de | ‘ | | |
A |aclimatagao | ‘ | [ [ Tempo
on 24h 48h 72h 96h 1200 (Horas)
.
N i
Pré-tratamento Tratamento
Introdugao da fluoxetina nos aquérios
Introdugao dos
peixes nos Testes Testes Testes Testes
aquarios  comportamentais comportamentais comportamentais comportamentais
co! o X
i o
24h de
B I A IR I B oy ooy g Tempo
aclimatagaol | [ [ [ [ [ ‘ 1T 1T 11 | L r (Dias)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 1819 20 21
(P J
Pré-tratamento T
Introducéo da fluoxetina nos aquérios Tratamento
Teste Habituacao Duracao do teste claro escuro
Claro/escuro 3 min 15 min
C Campo aberto 0 5
Tanque novo 0 6
Espelho 5 5

Figura 2. Cronograma dos experimentos indicando duracdo da exposi¢do a fluoxetina durante o periodo de
realizacdo dos testes comportamentais na exposicdo aguda (A), cronica (B) e periodo de habituacdo e duragéo dos
testes comportamentais (C).



2.4.1. Ansiedade

Para identificar comportamentos preditivos de ansiedade, foram utilizados os testes de
claro/escuro (escototaxia) como forma de avaliar o paradigma de medo ou curiosidade,
apresentando o comportamento de explorar ou se esconder no lado escuro (Araujo et al., 2012;
Facciol et al., 2017); teste de campo aberto utilizado para identificar comportamento de
preferéncia pelas periferias do aparato (tigmotaxia) como forma de prote¢do (Cachat et al.,
2013; Grossman et al., 2010) e de tanque novo, utilizado para avaliar comportamentos
preditivos de ansiedade ao permanecer na regido do fundo do aparato (geotaxia) como medida
de protecdo a predadores (Gebauer et al. 2011; Egan et al. 2009). Estes testes podem se
apresentar qualitativamente diferentes e podem se diferenciar na sensibilidade as drogas
ansioliticas (Hope et al., 2019).

2.4.1.1. Teste de preferéncia claro/escuro (escototaxia)

Para avaliarmos se a exposi¢cdo de fluoxetina altera comportamentos preditivos de
ansiedade, um dos testes realizados foi o claro/escuro, para avaliar comportamentos preditivos
de ansiedade por meio do paradigma medo/curiosidade (Maximino et al., 2010; 2014; Araujo
et al., 2012). O aparato do teste de escototaxia consiste em um aquario de vidro com 15 cm
altura x 10 cm de largura x 45 cm de comprimento com divisdo igualitaria entre paredes e
fundos claro e escuro, preenchidos com 4,5 L de agua. No centro tem duas portas deslizantes
com a cor do respectivo lado do aquario, medindo 15 cm altura x 10 cm de largura x 10 cm de

comprimento (Figura 3).

Portas
deslizantes

"
. 4 10 cm coluna
15 cm {

de agua

10 cm

45 cm

Figura 3. Esquema do aparato do teste de preferéncia claro/escuro para avaliar o0 comportamento de escototaxia.



Durante o teste de escototaxia os trés primeiros minutos foram considerados como
periodo de habituacdo dos peixes no centro do aparato e, apés isso, as portas centrais foram
removidas, permitindo que o peixe nadasse livremente no aparato. As gravagdes ocorreram
durante 15 minutos por uma camera suspensa, conforme Maximino et al. (2010a; b) e Araujo
etal., (2012). O teste de escototaxia foi realizado individualmente, com troca de agua e lavagem
da arena apds cada teste.

Neste teste avaliamos o tempo gasto no compartimento claro, a laténcia para a primeira
entrada no compartimento claro (tempo gasto para a primeira entrada na parte clara do aparato,
0 numero de cruzamentos (claro-escuro ou escuro-claro), frequéncia de avaliacdo de risco (ato
de entrar parcialmente ou por completo no compartimento claro do aparato, seguido de aversado
da parte mais iluminada, retornando para o lado escuro) e frequéncia de movimentos erraticos
(definido como nado em zigue zague, em alta velocidade e curso imprevisivel) seguindo o
protocolo preconizado pelos autores Araujo et al., (2012); Maximino et al., (2010a; 2010b;
2013).

Para a iluminacdo uniforme deste teste foi utilizada l1dmpada fluorescente a 80 cm acima
do aparato, com iluminacdo média da parte escura de 202 + 34 lumens, e da parte clara com
298 + 63 Iumens por meio do software Luximetro. O aparato era girado a um angulo de 180°,
alternando a cada dia de filmagem a posi¢do da parte clara, para eliminar possiveis efeitos
espaciais (Maximino et al., 2010;2014; Araujo et al., 2012).

2.4.1.2. Teste de campo aberto (tigmotaxia)

Além do teste de claro escuro, outro teste foi utilizado neste estudo para avaliar
comportamento preditivo de ansiedade, conhecido como campo aberto, que avalia o
comportamento de tigmotaxia, ou seja, preferéncia por regides periféricas (Cachat et al., 2013;
Grossman et al., 2010).

O aparato para o teste de campo aberto consiste em um recipiente com formato de
cilindro (plastico), medindo 21 cm de didmetro e 24 cm de altura, com coluna de agua de 12
cm de altura, delimitando regido central que corresponde a raio de 50% de circunferéncia da
regido do aparato e regido periférica com 50% de area, conforme Figura 4, seguindo protocolos

preestabelecidos por Cachat et al. (2013).



24cm | g .
Coluna de agua

7 cm

Regiao
periférica

2lcm Regido
central

Figura 4. Esquema do aparato do teste de campo aberto para avaliar o comportamento de tigmotaxia.

Os peixes foram filmados por 5 minutos avaliando o tempo de permanéncia dos peixes
na regido periférica, a frequéncia de entradas na regido central, tempo de congelamento,
frequéncia de congelamento e movimentos erraticos. O aparato foi lavado e a 4gua trocada ap6s
cada teste (Cachat et al., 2013; Grossman et al., 2010).

2.4.1.2. Teste de tanque novo (geotaxia)

Outro teste utilizado para avaliar comportamentos preditivos de ansiedade ao mensurar
a exploracdo vertical e horizontal dos animais. O aparato de tanque novo utilizado € de vidro,
em formato de trapézio, com 23,9 cm de fundo x 28,9 cm de topo x 15,9 cm de altura ao longo
do lado diagonal, 7,4 cm de largura no topo e afunilado para 6 cm no fundo (Figura 5),
preenchido com 1,5L de &gua dividido horizontalmente o meio separando em duas areas, topo
e de fundo, com uma distancia de 40 cm da filmadora. A filmadora estava a uma distancia de
40 cm do aparato, registrando as gravacdes durante 6 minutos, avaliando o tempo de
permanéncia na regido superior do aparato (topo), a laténcia para explorar o topo, as frequéncias
de transicOes para o topo, tempo de congelamento (quando ocorre a auséncia de movimentos,
exceto dos olhos e arcos branquiais por mais de 3 segundos), frequéncia de congelamento e
movimentos erraticos conforme protocolo preestabelecido por Rosemberg et al., (2011). O

aparato do teste de tanque novo foi lavado e a agua trocada apés cada teste.

27.9 cm

15.2 cm
Q N // <— Fundo

22.9 cm

Figura 5. Esquema do aparato do teste de preferéncia fundo/topo para avaliar o comportamento de geotaxia.



2.4.2. Teste do espelho (agressividade)

Para avaliar se a exposicdo a fluoxetina altera comportamentos preditivos de
agressividade, foi utilizado o teste de espelho. O teste de agressividade baseado na imagem
espelhada estimula o comportamento preditivo de agressdo, uma vez que desperta acdes de
ataque a sua imagem no espelho (Holmberg et al., 2011; Cachat et al., 2013).

Para a realizacdo do teste, um espelho foi posicionado por 5 minutos a lateral esquerda
do aquario, em angulo de 90°, e o comportamento foi filmado e analisadas a frequéncia e
duracéo de ataques ao espelho, permanéncia nas zona 1 (zona de aversao, 17,5 cm do espelho)
e zona 2 (zona de aproximacéo, 2,5 cm do espelho), conforme figura 6 (Cachat et al., 2013;
Pham et al., 2012).

20 cm - _

i il

| 20 cm I
Zona?2 Zonal

Figura 6. Esquema do teste do espelho para avaliar a agressividade.

2.5. Andlise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas no software livre BioEstat (Ayres & Junior
Ayres, 2000). Os valores outliers foram retirados e substituidos pela média uma unica vez
(considerando média * 2x desvio padrdo) (Leys et al., 2013). A normalidade residual dos dados
foi verificada utilizando o teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de Barttlet. Para
comparar o grupo controle e os grupos de fluoxetina em cada periodo da exposicéo aguda: Oh,
24h, 72h e 120h e exposicao cronica: 0 dia, 1° dia, 7° dia, 14° dia e 21° dia, os dados paramétricos
foram submetidos a one-way ANOVA e pos-teste LSD e os dados ndo paramétricos submetidos
ao Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. O nivel de significancia para todas as analises foi de
5%.

2.6. Questdes éticas
O projeto foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Federal Goiano, sob o protocolo n® 8029030717.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Ansiedade

Nossos resultados para o teste de claro escuro, que € amplamente utilizado para avaliar
0 comportamento natural de explorar ou se esconder no lado escuro (Araujo et al., 2012; Facciol
et al., 2017), evidenciaram que a exposi¢cdo a fluoxetina em concentracdes ambientalmente
relevantes, alteraram parametros comportamentais preditivos de ansiedade. Com base nos
resultados aqui registrados, houve aumento na preferéncia pela parte clara do aparato nas
exposicOes aguda e crbnica, portanto, é possivel inferir que a fluoxetina induziu efeitos

ansioliticos.

Na exposicdo aguda, a fluoxetina alterou o comportamento de escototaxia na
concentracdo 0,54 e 5,4 ug/L, de forma que 0s peixes permaneceram mais tempo no lado claro
no teste de claro/escuro, o que indica efeito ansiolitico, conforme Figura 7A. Houve ainda um
aumento na frequéncia de transi¢do para o lado claro do aparato, em 72h na concentracéo de
5,4 ng/L (Figura 7E) e diminuicdo da laténcia para acessar pela primeira vez o lado claro do
aparato também em 72 horas na concentracdo 5,4 pugL (Figura 7C). Nao houve diferenca
significativa na frequéncia de avaliacdo de risco (Figura 7B) e de movimentos erréaticos (Figura
7D). J& na exposicao cronica, a fluoxetina também teve efeito ansiolitico, pois nos grupos das
duas concentracdes houve aumento do tempo gasto na parte clara do aparato no 14 e 21° dia
(Figura 8A), diminuiu a laténcia para acessar pela primeira vez o lado claro do aparato no 14°
dia em ambas concentraces 0,54 e 5,4 ugl, conforme Figura 8C. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos na frequéncia de avaliacéo de risco (Figura 8B), cruzamento (Figura

8E) e movimentos erraticos (Figura 8D).
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Figura 7. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste de preferéncia claro/escuro durante 15 minutos na
exposicao aguda nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54
pugl e Flu 5,4 pgl., a Oh (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h. (A) Tempo no compartimento escuro (em segundos).
(B) Frequéncia de avaliagdo de risco. (C) Laténcia para o compartimento claro (em segundos). (D) Frequéncia de
movimentos erraticos (E) Frequéncia de cruzamentos da linha média. Média + erro padrdo (n = 18). Os dados
paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way (pés-teste de LSD) e os dados ndo paramétricos foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pés-teste Dunn), comparando os grupos em cada periodo (*P<0,05), ao
nivel de probabilidade de 5%. Sumario estatistico: (A) Oh: F=1,08, p=0.3; 24h: H=3,09, p=0,1; 72h: H=13,19,
p=0,001; 120h: H=9,75, p=0,007. (B) Oh: F=2,22, p=0,1; 24h: F=2,36, p=0,1; 72h: H=0,63, p=0,7; 120h: H=1,22,
p=0,5. (C) Oh: H=0,87, p=0,6; 24h: F=0,04, p=0,9; 72h: H=9,28, p=0,009; 120h: H=4,97, p=0,08. (D) Oh: H=2,73,
p=0,2; 24h: H=1,92, p=0,3; 72h: H=0,95, p=0,6; 120h: H=1,24, p=0,5. (E) Oh: F=1,09, p=0,3; 24h: F=0,63, p=0,5;
72h: F=4,11, p=0,02; 120h: F=2,59, p=0,08.
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Figura 8. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste de preferéncia claro/escuro durante 15 minutos na
exposicao cronica nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54
gl e Flu 5,4 ug/l, nos dias 0 (pré-tratamento), 1, 7, 14 e 21. (A) Tempo no compartimento escuro (em segundos).
(B) Frequéncia de avaliagdo de risco. (C) Laténcia para o compartimento claro (em segundos). (D) Frequéncia de
movimentos erraticos (E) Frequéncia de cruzamentos da linha média. Barras de erro representam erro padrao (n =
18). Os dados paramétricos foram submetidos 8 ANOVA one-way (p6s-teste de LSD) e os dados ndo paramétricos
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pds-teste Dunn), comparando os grupos em cada periodo (*P<0,05),
ao nivel de probabilidade de 5%. Sumadrio estatistico: (A) 0 Dia: H=1,31, p=0,2; 1° Dia: F=0,94, p=0,6; 7° Dia:
F=0,18, p=0,8; 14° Dia: F=4,65, p=0,01; 21° Dia: F=5,76, p=0,005. (B) 0 Dia: F=1,66, p=0,1; 1° Dia: H=0,68,
p=0,7; 7° Dia: H=0,95, p=0,6; 14° Dia: F=0,06, p=0,9; 21° Dia: F=0,39, p=0,6. (C) 0 Dia: H=0,41, p=0,8; 1° Dia:
H=4,30 p=0,1; 7° Dia: H=2,16, p=0,3; 14° Dia: H=11,15, p=0,003; 21° Dia: H=3,86, p=0,1. (D) 0 Dia: H=2,02,
p=0,3; 1° Dia: H=4,91, p=0,08; 7° Dia: H=4,12, p=0,1; 14° Dia: H=3,30, p=0,1; 21° Dia: H=4,32, p=0,1. (E) O Dia:
H=1,65, p=0,4; 1° Dia: H=1,99, p=0,4; 7° Dia: F=0,002, p=0.9; 14° Dia: F=0,7, p=0,46; 21° Dia: F=0,46, p=0,6.
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Com o resultado do teste claro/escuro € possivel inferir que a fluoxetina induziu efeito
ansiolitico ao aumentar a ousadia, pois identificamos aumento na exploracdo ao passar mais
tempo no lado claro do aparato, aumento de transicdo para o lado claro e diminuicdo da laténcia.
A escototaxia representa o comportamento pela preferéncia por areas escuras, sendo um
parametro muito utilizado para estudos com drogas ansioliticas e ansiogénicas (Blaser, et al.,
2010), como medida para avaliar comportamento preditivo ansiedade ao fazer analogia ao
comportamento na natureza (Quadros et al., 2016; Maximino et al. 2011a), ja que esse
parametro é sensivel aos ISRSs (Fontana et al. 2018; Maximino et al., 2010; 2011a; 2012).

Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por Maximino et al., (2011; 2010b), que
também encontram efeito ansiolitico usando fluoxetina em concentragdes superiores a nossa e
em diferentes vias de administracao, alterando o estado de ansiedade, afetando comportamentos
como tempo no lado claro do aparato, frequéncia de transicao, laténcia e avaliacdo de risco que
estdo relacionados a ousadia. Quando ocorre esse aumento da ousadia nos peixes, € possivel
que gere riscos ecoldgicos, pois estes organismos estdo mais suscetiveis a predacao ao ficarem
mais expostos, conforme identificamos em nossos dados pelo aumento no tempo na parte clara
e de transi¢do (De Abreu et al., 2014; Maximino et al., 2010).

Nos grupos controles das exposi¢des aguda e cronica, 0S peixes permaneceram maior
parte do tempo no lado escuro do aparato, conforme Figuras 7A e 8A. Esta aversdo a
luminosidade do zebrafish adulto confere maior seguranca, pois diminui riscos de predacao no
ambiente escuro, como forma de comportamento de defesa ao evitar ser visto por outros
organismos aquéticos (Blaser et al., 2010; 2012; Kysil et al., 2017; Maximino et al., 2010;
Zahid et al., 2018). Segundo Blaser & Rosemberg (2012) e Kysil et al., (2017), alteragdes no
padrdo de comportamento exploratério dos ambientes podem culminar em sérios problemas
ecoldgicos ao afetar a capacidade de procura por parceiros, aumentar os riscos de predacgdo e
dificultar a busca de alimento e abrigo.

Conforme os dados deste presente trabalho, os zebrafish expostos a fluoxetina mesmo
em baixas concentragdes tiveram o comportamento de permanecer maior parte do tempo no
lado claro e com mais frequéncia de cruzamento, confirmando a preferéncia pela regido clara,
apos tratamento com a fluoxetina. Ja a preferéncia dos peixes pelo compartimento escuro,
tendéncia natural desta espécie no ambiente natural, foi observada apenas no grupo controle.
Outros trabalhos com concentragdes mais elevadas do que as utilizadas neste estudo e com

forma de administracdo do farmaco via intraperitoneal, constataram a alteracdo desta
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preferéncia do escuro por influéncia de alguns estressores, para avaliar a ansiedade (Kysil et
al., 2017; Mezzomo et al., 2016), ao evitar a regido clara do aparato o peixe demonstra
comportamento de excitacdo, ansiedade e estresse, que com 0 uso de ansioliticos aumenta o

tempo de permanéncia na regido clara (Maximino, et al. 2011a).

Para o teste de campo aberto, em que avaliamos comportamento preditivo de tigmotaxia,
ou seja, quando o animal tem preferéncia pelas periferias do aparato (Cachat et al., 2013;
Grossman et al., 2010), nossos resultados evidenciam maior preferéncia pela periferia na
exposicdo aguda, como podemos ver na Figura 9A, mas ndo houve nenhuma diferenca
significativa para exposicdo cronica (Figura 10A). Essa preferéncia pelas periferias € uma das
medidas de ansiedade mais confiaveis, pois permite diferentes interpretacdes de acordo com o
farmaco administrado, podendo apresentar um efeito ansiolitico e/ou ansiogénico (Richendrfer
et al., 2012; Schnorr et al., 2012), conforme avaliamos em nosso estudo, apresentando efeito

ansiogénico na exposicdo aguda e ansiolitico na exposicao cronica.
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Figura 9. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste campo aberto durante 5 minutos na exposi¢do aguda
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ugL e Flu 54 pugl, a Oh (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h. (A) Tempo na periferia (em segundos). (B)
Congelamento (em segundos). (B) Frequéncia de congelamento. (D) Frequéncia de movimentos erraticos. Barras
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de erro representam erro padrdo (n = 18 Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way (pés-teste
de LSD) e os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pds-teste Dunn), comparando
0s grupos em cada periodo (*P<0,05), ao nivel de probabilidade de 5%. Sumario estatistico: (A) Oh: F=0,57,p=0,5;
24h: H=9,41, p=0,009, 72h: F=5,86, p=0,05; 120h: F=1,45, p=0,2. (B) Oh: F=0,27, p=0,7; 24h: F=2,29, p=0,1; 72h:
H=3,04, p=0,2; 120h: H=0,8, p=0,6. (C) Oh: F=0,28, p=0,7; 24h: H=5,69, p=0,05; 72h: H=3,56, p=0,1; 120h:
F=1,08, p=0,3. (D) Oh: H=1,21, p=0,5; 24h: H=0,22, p=0,8; 72h: H=4,14, p=0,1; 120h: H=1,17, p=0,5.
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Figura 10. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste de campo aberto durante 5 minutos na exposicdo
cronica nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54 pgL e Flu
5,4 pg/L, nos dias 0 (pré-tratamento), 1, 7, 14 e 21. (A) Tempo na periferia (em segundos). (B) Congelamento (em
segundos). (C) Frequéncia de congelamento. (D) Frequéncia de movimentos erraticos. Barras de erro representam
erro padrdo (n = 18). Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way (p6s-teste de LSD) e os dados
ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pds-teste Dunn), comparando 0s grupos em cada
periodo (*P<0,05), ao nivel de probabilidade de 5%. Sumario estatistico: (A) 0 Dia: F=0,27, p=0,7; Dia 1°: H=0,60,
p=0,7; 7° Dia: F=1,23, p=0,2; 14° Dia: F=0,41, p=0,61; 21° Dia: F=0,87, p=0,5. (B) 0 Dia: H=2,26, p=0,6; 1° Dia:
H=8,13, p=0,01; 7° Dia: H=1,33, p=0,5; 14° Dia: H=1,33; p=0,3; 21° Dia: H=3,17, p=0,1. (C) 0 Dia: H=2,26,
p=0,6; 1° Dia: H =8,13, p=0,01; 7° Dia: H=1,33, p=0,5; 14° Dia: H=1,33; p=0,3; 21° Dia: H=3,17, p=0,1. (D) 0
Dia: H=2,00, p=03; 1° Dia: H=7,62, p=0,02; 7° Dia: H=2,30, p=0,3, 14° Dia: H=1,80, p=0,3; 21° Dia: H=3,24,
p=0,1.

No teste de campo aberto, foi observado que a exposi¢do aguda a fluoxetina aumentou
0 tempo na periferia em 24 horas na concentracdo 0,54 ug/L (Figura 9A), mas nao apresentou
diferencas estatisticas no tempo em congelamento (Figura 9B), frequéncia de congelamento
(Figura 9C) e frequéncia de movimentos erraticos (Figura 9D). J& na exposicdo cronica a
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fluoxetina identificamos uma diminuigdo do tempo no comportamento de congelamento no 1°
dia de exposi¢do na concentracdo 5,4 ugL (Figura 10B), frequéncia de congelamento na
concentracdo 5,4 ugl de fluoxetina, conforme Figura 10C e frequéncia de movimentos
erraticos no 21° dia de exposi¢do em ambas concentracdes (Figura 10D). N&o houve diferenca
significativa no tempo na periferia do aparato (Figura 10A).

Os resultados do teste de campo aberto evidenciam alteracbes comportamentais
preditivas de ansiedade ao aumentar o tempo na periferia do aparato na exposi¢éo aguda e ao
reduzir o tempo de congelamento, a frequéncia de congelamento e movimentos erraticos. Essas
alteragdes comportamentais identificadas em nosso trabalho sdo preocupantes, pois em
ambientes naturais o zebrafish tende a permanecer na periferia do aparato para protecéo,
apresentando um comportamento de congelamento e movimentos erraticos em situagdes de
medo, para fugir de situacGes perigosas como por exemplo, a fuga de um predador. (Grossman
et al., 2010). Essas alteracbes comportamentais sdo ecologicamente importantes, pois a
tigmotaxia é caracterizada pela permanéncia nas periferias, proporcionando um comportamento
defensivo que pode ser evidenciado em ambientes novos, aversivos e perigosos, ambientes que

gere um desconforto ao peixe (Gerlai, 2010; Gebauer et al., 2011).

H& uma observacdo interessante dos resultados neste estudo em relagdo ao
comportamento de permanecer na periferia do aparato comparando os resultados do teste campo
aberto. Na exposi¢cdo aguda do teste campo aberto em baixa dosagem, temos um resultado
ansiogénico, entretanto, no mesmo teste na exposi¢do crénica, independente da concentracao
da fluoxetina, ndo ha diferenca estatistica no tempo de permanéncia na periferia. Esse resultado
corrobora com estudos anteriores utilizando o zebrafish em exposices agudas e crénicas com
dosagens mais elevadas e diferente via de administracdo, confirmando que os efeitos podem ser

divergentes, conforme o tempo de exposicao e dosagem (Maximino et al., 2013; 2014).

Segundo Maximino et al., (2013; 2014a) que também encontrou esse resultado
ansiogénico em seus estudos com zebrafish em concentracdes mais elevadas do que as
utilizadas em nosso trabalho e via intraperitoneal, mesmo que os ISRS tenham um efeito
esperado de diminuicdo da ansiedade, em baixas dosagens ou em exposi¢des de curto periodo,
podem representar um efeito no aumento da ansiedade, contrariando o efeito farmacoldgico
provavelmente esperado. Como por exemplo, em camundongos, a fluoxetina € indicada para

reducdo da ansiedade, esse resultado ansiolitico geralmente é observado, mas em zebrafish, em
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baixa dosagens ou em exposicdo aguda pode apresentar um efeito ansiogénico (Maximino et
al., 2010a, 2014a; Stewart et al., 2014).

O teste de tanque novo, em que avalia 0 comportamento natural de permanecer na regiao
do fundo do aparato, mergulhando, congelando e com poucas entradas na metade superior do
aparato, como medida de protecdo (Gebauer et al. 2011; Cachat et al. 2010; Egan et al. 2009),
nossos resultados para exposicao aguda a fluoxetina identificou alteragdes comportamentais
ansioliticas ao diminuir o tempo de congelamento na concentracao 5,4 ugl em 72 horas (Figura
11D), na frequéncia de congelamento na concentracdo 0,54 pg/l em 72 horas (Figura 11E),
movimentos erraticos em 24 horas na concentracdo ambiental e em 72 horas em ambas
concentracOes (Figura 11F). Nao houve diferenca significativa na laténcia para o topo (Figura
11C) e no tempo no todo do aparato (Figura 11A). J& na exposi¢do cronica a fluoxetina, o teste
de tanque novo demostra 0 mesmo efeito ansiolitico ao aumentar o tempo no topo do aparato
no 1 ao 21° dia de exposi¢do na concentracdo de 5,4 uglL e no 21° dia na concentracdo 0,54
ug’L conforme ilustra a Figura 12A, aumento na frequéncia de transicdo na concentracdo 5,4
ugl no 1 e 14° (Figura 12B) e na laténcia para acessar o topo do aparato pela primeira vez na
concentracédo 5,4 ng/L no 1 °ao 14° dia de exposi¢éo conforme ilustra a Figura 12C. N&o houve
diferenca estatistica no congelamento, frequéncia de congelamento e movimento errético,

conforme Figuras 12D, E e F, respectivamente.
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Figura 11. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste de tanque novo avaliado pela preferéncia pelo
topo/fundo durante seis minutos na exposicdo aguda nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos
expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54 pg/L e Flu 5,4 pgl, a Oh (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h. (A) Tempo no
topo do aparato (em segundos). (B) Frequéncia de transicdo para o topo. (C) Laténcia para o topo (em segundos).
(D) Congelamento (em segundos). (E) Frequéncia de congelamento. (F) Frequéncia de movimentos erraticos.
Barras de erro representam erro padrdo (n = 18). Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way
(pbs-teste de LSD) e os dados nao paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pos-teste Dunn),
comparando os grupos em cada periodo (*P<0,05), ao nivel de probabilidade de 5%. Sumério estatistico: (A) Oh:
Oh: F=3,29, p=0,1; 24h: F=0,71, p=0,6; 72h: H=6,07, p=0,04; 120h: H=4,40, p=0,1. (B) Oh: H=2,03, p=0,1; 24h:
H=0,58, p=05; 72h: H=3,89, p=0,1; 120h: F=3,58, p=0,03. (C) Oh: F=1,27,p=0,2; 24h: F=0,70, p=0,5, 72h: F=3,08,
p=0,05; 120h: F=1,28, p=0,2. (D) Oh: H=0,95, p=0,6; 24h: H=3,18, p=0,05; 72h: H=4,76, p=0,01; 120h: H=3,78,
p=0,03. (E) Oh: H=2,82, p=0,2; 24h: H=1,40, p=0,4; 72h: H=8,53, p=0,01; 120h: H=2,07, p=0,03. (F) Oh: F=0,13,
p=0,8; 24h: H=9,87, p=0,007; 72h: H=15,28, p=0,0005; 120h: H=5,22, p=0,07.
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Figura 12. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste de tanque novo avaliado pela preferéncia pelo
topo/fundo durante seis minutos na exposicao crénica nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos
expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54 ugL ¢ Flu 5,4 uglL, nos dias 0 (pré-tratamento), 1, 7, 14 e 21. (A) Tempo no
topo do aparato (em segundos). (B) Frequéncia de transi¢do para o topo. (C) Laténcia para o topo (em segundos).
(D) Congelamento (em segundos). (E) Frequéncia de congelamento. (F) Frequéncia de movimentos erraticos.
Barras de erro representam erro padrdo (n = 18). Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way
(pbs-teste de LSD) e os dados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pés-teste Dunn),
comparando os grupos em cada periodo (*P<0,05), ao nivel de probabilidade de 5%. Sumario estatistico: (A) 0
Dia: F=0,52, p=0,60; 1° Dia: F=5,96, p=0,005; 7° Dia: F=3,32, p=0,04; 14° Dia: H=12,66, p=0,001; 21° Dia:
F=13,25, p=0,001. (B) 0 Dia: F=0,97, p=0,61; 1° Dia: F=5,39, p=0,06; 7° Dia: F=1,49, p=0,23; 14° Dia: F=3,95,
p=0,02; 21° Dia: F=2,79, p=0,06. (C) 0 Dia: F=0,23, p=0,79; 1° Dia: H=10,72 p=0,004; 7° Dia: H=9,28, p=0,009;
14° Dia: H=14,39, p=0,0007; 21° Dia: H=08,01, p=0,01. (D) 0 Dia: H=0,86, p=0,64; 1° Dia: H=2,26 p=0,32; 7°
Dia: H=0,10, p=0,94; 14° Dia: H=0,80, p=0,67; 21° Dia: H=0,10, p=0,94. (E) 0 Dia: H=1,39, p=0,50, 1° Dia:
H=0,0004, p: 0,99; 7° Dia: H=0,78, p=0,67; 14° Dia: H=1,74, p=0,41; 21° Dia: H=0,10, p=0,94. (F) 0 Dia: H=0,47,
p=0,78; 1° Dia: H=1,68, p=0,43; 7° Dia: H=2,29, p=0,31; 14° Dia;: H=1,4, p=0,41; 21° Dia: H=5,14, p=0,07.
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A fluoxetina em exposicdo aguda e cronica neste teste de tanque novo alteraram
comportamentos preditivos de ansiedade, causando uma diminuicdo da ansiedade, que podem
gerar preocupacdes ecoldgicas relevantes, tendo em vista que, em ambiente natural, o zebrafish
tende a permanecer mais tempo no fundo, comportamento chamado de geotaxia, apresentando
congelamento e movimentos erraticos, como medidas de medidas de protecdo em situacdo de
perigo (Tran & Gerlai, 2016; Kysil et al., 2017; Egan et al., 2009; Wong et al., 2010). Alguns
autores também observaram esse efeito ansiolitico em seus resultados no teste de tanque novo
utilizando doses altas de fluoxetina em zebrafish, corroborando com os resultados obtidos em
nosso estudo (Maximino et al. 2013; Cachat et al., 2010).

Nossos resultados dos testes de claro/escuro, campo aberto e tanque novo evidenciam
que a fluoxetina mesmo em dosagens ambientalmente relevante altera alguns parametros de
comportamentos preditivos de ansiedade. Neste sentido, segundo Margiotta-Casaluci et al.,
(2014), em seu trabalho com Pimephales promelas, peixe de agua doce, identificou que com
38 pg/L de fluoxetina ja induzia significativamente a resposta ansiolitica, demonstrando que a
resposta comportamental é dependente da dose administrada. Ainda segundo a autora, as
respostas ansioliticas produzidas pela fluoxetina em peixes foram consideras semelhantes aos
efeitos terapéuticos em humanos, pois causaram diminuicdo da ansiedade, conforme testado no
exposto a 72 pg/L de fluoxetina no teste de tanque novo, causando o comportamento de passar

mais tempo na parte superior do tanque bem como maior frequéncia de transicao.

3.2. Agressividade

O teste de espelho, em que avalia 0 comportamento predito de agressividade, no qual a
imagem espelhada representa para este animal como outro individuo, estabelecendo um conflito
com o espelho (Mustafa et al., 2019; Zabegalov et al., 2019; Norton et al., 2011), nossos
resultados nédo tiveram diferencas significativas na exposi¢do aguda a fluoxetina no tempo na
zona 1 (zona de aversdo, 17,5 cm do espelho) conforme Figura 13B, tempo na zona 2 (zona de
aproximacéo, 2,5 cm do espelho) (Figura 13A), tempo em ataques ao espelho e frequéncia de
ataque conforme ilustra na Figura 13C e D, respectivamente. Entretanto, na exposigéo cronica
houve aumento no tempo em ataque no espelho no 7° dia de exposicdo a fluoxetina na
concentracdo 5,4 ug/L (Figura 14, C) e no tempo na zona 2 (zona de aproximacgao, 2,5 cm do
espelho) (Figura 14A). N&o houve diferenca estatistica no tempo na zona 1 (zona de averséo,
17,5 cm do espelho) e frequéncia de ataque conforme Figura 14B e D, respectivamente.
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Figura 12. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste do espelho durante cinco minutos na exposicéo aguda
nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54 ugl e Flu 5,4 ug/l,
a Oh (pré-tratamento), 24h, 72h e 120h. (A) Tempo na zona 2 (Zona de aproximacdo; 2,5 cm do espelho) (em
segundos). (B) Tempo na zona 1 (zona de aversdo, 17,5 cm do espelho) (em segundos). (C) Ataques ao espelho
(em segundos). (D) Frequéncia de ataques ao espelho. Barras de erro representam erro padrdo (n = 18). Os dados
paramétricos foram submetidos a ANOVA one-way (pds-teste de LSD) e os dados ndo paramétricos foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pds-teste Dunn), comparando 0s grupos em cada periodo (*P<0,05), ao
nivel de probabilidade de 5%. Sumério estatistico: (A) Oh: F=0,47, p=0,5; 24h: F=0,06, p=0,9, 72h: H=1,25, p=0,5;
120h: H=0,84, p=0.6. (B) Oh: F=0,84, p=0.5; 24h: F=3,08, p=0,05; 72h: F=2,85, p=0,06; 120h: F=2,55, p=0,08.
(C) Oh: F=0,65, p=0,5; 24h: F=1,87, p=0,3; 72h: F=1,94, p=0,1; 120h: F=0,13, p=0,8. (D) Oh: F=0,84, p=0,5; 24h:
F=3,08, p=0,05; 72h: F=2,85, p=0,06; 120h: F=2,55, p=0,08.
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Figura 14. Comportamentos preditivos de ansiedade no teste do espelho durante cinco minutos na exposicdo
cronica nos grupos Controle (ndo exposto a fluoxetina) e grupos expostos a fluoxetina (Flu), Flu 0,54 ugl e Flu
5,4 ugl, nos dias 0 (pré-tratamento), 1, 7, 14 e 21. (A) Tempo na zona 2 (Zona de aproximacado; 2,5 cm do
espelho) (em segundos). (B) Tempo na zona 1 (zona de aversao, 17,5 cm do espelho) (em segundos). (C) Ataques
ao espelho (em segundos). (D) Frequéncia de ataques ao espelho. Barras de erro representam erro padrao (n = 18).
Os dados paramétricos foram submetidos a8 ANOVA one-way (pds-teste de LSD) e os dados ndo paramétricos
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (pés-teste Dunn), comparando os grupos em cada periodo (*P<0,05),
ao nivel de probabilidade de 5%. Sumaério estatistico: (A) Dia: F=0,87, p=0,57; 1° Dia: H=6,54, p=0,38; 7° Dia:
H=1,31, p=0,27, 14° Dia: H=8,58, p=0,01, 21° Dia: H=5,65, p=0,05. (B) Dia 0: F=0,005, p=0,99; 1° Dia: F=1,72,
p=0,18; 7° Dia: F=2,72, p=0,07; 14° Dia: F=0,59, p=0,56; 21° Dia: F=0,033, p=0,96. (C) Dia 0: F=0,01, p=0,98; 1°
Dia: F=1,04, p=0,95, 7° Dia: F=3,85, p=0,02; 14° Dia: F=1,51, p=0,22; 21° Dia: F=0,18, p=0,83. (D) Dia 0: H=0,1,
p=0,94; 1° Dia: F=0,57, p=0,57; 7° Dia: F=0,92, p=0.59; 14° Dia: F=1,84, p=0,16; 21° Dia: F=1,85, p=0,39.

Segundo Cachat et al., (2013) e Theodoridi et al., (2017), esses parametros
comportamentais que observamos em nosso estudo, como tempo em ataques ao espelho,
frequéncia de ataques, tempo nas zonas de aproximacgdo e aversdo sdo comportamentos
preditivos de agressividade e sdo sensiveis aos inibidores de recaptacdo de serotonina. Qualquer
alteracdo na agressividade podem gerar consequéncias ecologicas pois a agressividade é um
comportamento de suma importancia ecoldgica para as espécies, influenciando diretamente na
sobrevivéncia, defesa, sucesso evolutivo e na organizacao social, pois auxiliam na formacéo de
hierarquia, em que 0s animais mais agressivos tendem a ser mais ousados e exploradores
(Norton et al., 2011; Theodoridi et al., 2017; Zabegalov et al., 2019).
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Apesar do apesar do zebrafish ser considerado uma espécie socidvel, possui
comportamento agressivo expresso no estabelecimento e manutencéo hierarquica (Mustafa et
al., 2019; Zabegalov et al., 2019; Norton et al., 2011),. Porém, ndo esta claro qual o motivo da
manifestacdo dessa agressividade, se deve a hierarquia social ou a fatores genéticos,
neurofisiol6gicos ou hormonais (Way et al., 2015). Esse aumento da agressividade, atacando a
imagem espelhada, também foi identificado no trabalho de Norton et al., (2011) com zebrafish
expostos a 3 pg/ml de fluoxetina em exposicédo aguda.

Portanto, em nossos resultados, identificamos aumento da agressividade na exposi¢do
cronica, no entanto, existe muita contradi¢do nos resultados de aumento (Norton et al., 2011,
Wolkers et al., 2016; McDonald etal., 2011) ou diminuicdo (Clotfelter et al., 2007) da
agressividade quando se expde organismos a fluoxetina e avalia parametros comportamentais
preditivos de agressividade, pois espera-se que haja resposta farmacoldgica de reducdo de
ansiedade (Clotfelter et al., 2007).

Essas divergéncias no comportamento preditivo de ansiedade podem ser explicadas por
alguns autores pela metodologia, administracdo, dosagem e tempo de exposicdo a fluoxetina.
Deve-se ressaltar que utilizamos a mesma proporc¢édo para machos e fémeas em tamanho e idade
uniforme, mas na literatura, a idade, o0 sexo e o status social podem afetar essa resposta. Apesar
de se esperar que 0s ISRSs promovam diminuicao da agressao, o estresse durante e apds a perda
de uma luta, também pode modular esse comportamento, ocasionando aumento da
agressividade, para diminuir a submissdo apos a derrota social, de modo a diminuir a serotonina
nos dominantes e aumentar nos subordinados (Rillich & Stevenson, 2018; Clotfelter et al.,
2007). Outra explicagédo para 0 aumento da agressividade pode estar relacionada ao aumento da
ousadia, uma vez que peixes mais ousados podem apresentar maior agressividade (Wolkers et
al., 2017).

A ansiedade e 0 medo sdo emoc¢Oes importantes para garantir a sobrevivéncia em
situacBes de perigo ou vigilancia. Os resultados obtidos apds a exposi¢do do zebrafish a
fluoxetina causaram alteragcbes comportamentais ao reduzir os comportamentos preditivos de
ansiedade e agressividade, de forma que ficaram mais expostos a predacdo ao gastar mais tempo
no topo e ao passar mais tempo no compartimento claro. Algumas estratégias sdo importantes
no comportamento do zebrafish como o ato de congelar para que o animal fique em seguranca
e 0 movimento erratico pode garantir uma fuga diante uma situacao de perigo (Kysil et al. 2017;
Meshalkina et al. 2017).

23



Os efeitos comportamentais aqui encontrados se referem ao tempo de exposic¢do aguda
e crbnica, durante cinco dias e vinte e um dias, respectivamente. No entanto, farmacos dispostos
nos ambientes aquaticos expdem os organismos durante toda a sua vida, com possibilidade de
bioacumulacdo (Margiotta-Casaluci et al., 2014; Panlilio et al., 2016; Sumpter et al., 2014),
podendo causar danos mais severos em funcdo da exposi¢do prolongada. Neste sentido,
pequenas alteracbes provenientes de poluicdo farmacologica podem trazer problemas
ecoldgicos negativos para o organismo, necessitando de estudos cada vez mais completos para

avaliar a ecotoxicidade em ambientes aquaticos (Fent, et al., 2006; Brodin et al., 2013).

4. CONCLUSAO

Nosso estudo obteve resultados consistentes de que a fluoxetina em concentracéo
ambiental e dez vezes superior, em exposicdo aguda e cronica, causa alteracdes
comportamentais preditivas de ansiedade e agressividade em Danio rerio. Portanto, as
alteracGes comportamentais aqui avaliadas sdo preocupantes ecologicamente, pois € possivel
que os efeitos encontrados em zebrafish possam ocorrer em outras espécies e grupos de
vertebrados que vivem no ambiente aquatico ou consomem agua contaminada com o farmaco,
podendo contaminar a comunidade aquatica e impactar parametros que interferem na na

sobrevivéncia e reproducéo dos organismos.
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