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RESUMO

O transtorno depressivo maior (TDM) tem atingido de forma crescente a populacdo
mundial, sendo observado um aumento ainda mais expressivo nos ultimos anos
devido a pandemia de COVID-19. Esta condicdo clinica, que ¢é fortemente
incapacitante, também esta associada a alta mortalidade, em grande parte devido ao
suicidio. Devido a esse crescimento e aos danos causados por esta patologia, estudos
que identifiquem novas alternativas para prevenir TDM sdo necessérios. Neste
estudo, utilizamos o peixe-zebra (Danio rerio) no estagio adulto como modelo para
avaliar os efeitos da reserpina no comportamento, nos niveis de neurotransmissores
e no catabolismo de nucleotideos e nucleosideos. A fim de validar o modelo de
depressdo em peixe-zebra, utilizamos a fluoxetina para avaliar o seu possivel papel
na reversdo dos sintomas locomotores depressivos causados pela reserpina. Além
disso, avaliamos a influéncia do exercicio fisico e seu papel preventivo no
comportamento de animais expostos a reserpina. Primeiramente, os animais foram
expostos a reserpina na dose de 40 ug/mL durante 20 minutos e apés 7 dias foram
realizadas as analises neuroquimicas, comportamentais e de memoria. Observamos
aumento do tempo imével, maior permanéncia na zona inferior do aquario, além de
diminuicao da distancia percorrida e velocidade, ndo havendo alteracdo na memoaria
e interacdo social destes animais. Apoés, foi feita a analise dos niveis dos
neurotransmissores serotonina e dopamina, além de seu metabdlito DOPAC, onde
vimos uma reducéo significativa desses neurotransmissores e aumento do metabdlito.
Foi também avaliada as atividades das nucleosideo trifosfato difosfoidrolase, ecto-5’-
nucleotidase e adenosine desaminase (ADA), enzimas envolvidas no controle dos
niveis de nucleotideos e nucleosideos, em membranas encefélicas de peixe-zebra
expostos a reserpina. Os resultados demonstraram um aumento significativo na
hidrolise de ADP e uma diminuicédo na hidrélise de AMP e na atividade da ecto-ADA.
Para avaliar se as alteragcbes comportamentais promovidas pela reserpina poderiam
ser moduladas por farmacos antidepressivos e assim validar o modelo de depresséo
em peixe-zebra induzido por reserpina, os animais foram expostos de forma cronica a
fluoxetina (7 dias), um farmaco que possui sua acdo amplamente conhecida para o
tratamento de TDM, onde foi observada a reverséo das mudangas comportamentais
causadas pela reserpina, estabelecendo este modelo de depresséo. Para investigar o

efeito do exercicio fisico, os animais foram submetidos a exercicio fisico como forma



de prevencdo aos efeitos da reserpina durante 6 semanas. Os resultados
demonstraram a protecdo do exercicio fisico contra os efeitos comportamentais
ocasionados pela reserpina em peixes-zebra. Nossos resultados mostram que a
reserpina é eficaz para a inducao dos sintomas do TDM neste modelo animal, sendo
gue o exercicio fisico pode ser uma alternativa para a prevencao dos efeitos induzidos

pela reserpina.

Palavras-chave: exercicio fisico; peixe-zebra; reserpina; sistema purinérgico;

transtorno depressivo maior.



ABSTRACT

Major depressive disorder (MDD) has increasingly reached the world population, with
an even more expressive increase in recent years due to the COVID-19 pandemic.
This clinical condition, which is strongly disabling, is also associated with high mortality,
largely due to suicide. Due to this growth and the damage caused by this pathology,
studies are needed to identify new alternatives to prevent MDD. In this study, we used
adult zebrafish (Danio rerio) as a model to evaluate the effects of reserpine on
behavior, neurotransmitter levels, and nucleotide and nucleoside catabolism. To
validate the zebrafish model of depression, we used fluoxetine to evaluate its possible
reversal role in the locomotor depressive symptoms caused by reserpine. In addition,
we evaluated the influence of physical exercise and its preventive role on the behavior
of animals exposed to reserpine. Firstly, the animals were exposed to reserpine at a
dose of 40 yg/mL for 20 minutes and, after 7 days, neurochemical, behavioral, and
memory analyzes were performed. We observed an increase in immobile time and in
the time spent in the bottom zone of the tank. In addition, a decrease in the distance
traveled and velocity was observed. However, the data showed no changes in the
memory and social interaction of these animals. Afterward, serotonin, dopamine and
the metabolite DOPAC levels were analyzed. We observed a significant reduction of
these neurotransmitters and an increase in the metabolite levels. The activities of
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase, ecto-5'-nucleotidase and adenosine
deaminase (ADA), enzymes involved in the control of nucleotide and nucleoside levels,
were also evaluated in brain membranes of zebrafish exposed to reserpine. The results
demonstrated a significant increase in the ADP hydrolysis and a reduction in AMP
hydrolysis and ecto-ADA activity. To assess if the behavioral changes promoted by
reserpine could be modulated by antidepressant drugs and thus validate the zebrafish-
depression model induced by this drug, the animals were chronically exposed to
fluoxetine (7 days), a drug whose action is widely known for the treatment of MDD,
where the reversal of the behavioral changes caused by reserpine was observed,
establishing this model of depression. To investigate the effect of physical exercise,
the animals were submitted to physical exercise for 6 weeks as a way of preventing
the effects of reserpine. The results demonstrated the protection of physical exercise

against the behavioral effects caused by reserpine in zebrafish. Our results showed



that reserpine was effective for the induction of MDD symptoms in this animal model,

and physical exercise may be an alternative to prevent the effects induced by
reserpine.

Keywords: major depressive disorder; physical exercise; purinergic system; reserpine;
zebrafish.
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1. INTRODUCAO
1.1. TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

O transtorno depressivo maior (TDM) ou simplesmente depressdo é uma
condicao incapacitante que apresenta um conjunto de sintomas, sendo eles: perda ou
ganho de peso, desinteresse em atividades diarias, alteracdo do sono, reducédo da
concentracdo, dificuldade em pensar e tomar decisdes, alteracdo na atividade
psicomotora, pensamentos recorrentes de morte, entre outras. Estas manifestagoes
clinicas afetam a saude fisica, as rela¢cdes humanas e a fun¢éo cognitiva, podendo ter
como desfecho o suicidio (BRIGITTA et al., 2002; HASLER et al., 2004; DSM-5, 2013;
JESULOLA et al., 2018).

O TDM € uma patologia comum, que em 2018 atingia aproximadamente 264
milhdes de pessoas no mundo (Disease, Injury Incidence and Prevalence
Collaborators, 2018), havendo o risco de 15% a 18% de uma pessoa ser acometida
por esta condicao clinica ao longo da vida (BROMET et al., 2011). No entanto, este
namero atualmente é ainda mais expressivo. Segundo a meta-analise de BUENO-
NOTIVOL e colaboradores (2021), as taxas de depressao na populacdo em geral
podem ser até 7 vezes maiores durante o surto de COVID-19 e espera-se que esse
namero duplique até 2030 (BUENO-ANTEQUERA et al., 2020). Este disttrbio mental
estd presente na populacdo independentemente da idade, etnia ou sexo, sendo a
maior incidéncia no sexo feminino, aproximadamente atingindo 20-25% das mulheres
e aproximadamente 7-12% dos homens (BRIGITTA et al., 2002; WOHLEB et al.,
2016). Entretanto, ndo ha diferencas claras por género na fenomenologia, no curso
da doenca ou na resposta ao tratamento (WOHLEB et al., 2016).

Inimeros estudos vém trazendo hipoteses para a causa do surgimento do
TDM, sendo que a mais estudada tem sido a hip6tese monoaminérgica, em que a
depresséao é causada por uma alteracdo nos niveis de uma ou mais monoaminas, tais
como a serotonina (5-HT) e dopamina (DA) (DEAN et al., 2017). Dessa forma, 0 uso
de inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (ISRS) tem sido o tratamento de
primeira escolha (BROMET et al., 2011). Apesar da via farmacoldgica ser o tratamento
mais comumente adotado no TDM (BOMET et al., 2011), estudos demonstram que
abandono deste tratamento farmacologico é consideravelmente alto, dependendo do
farmaco de escolha (CIPRIANI et al., 2018) Os principais fatores para este abandono

no tratamento farmacoldgico estdo relacionados a ocorréncia de efeitos adversos,
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entre eles: ganho de peso, aumento do risco de diabetes, disfuncdo sexual, entre
outros (SCHUCH et al., 2019).

Estudos mostram que o exercicio fisico, por ter influéncia nos niveis de
monoaminas (BASSO & SUZUKI et al., 2017), também é uma alternativa viavel para
o tratamento da depressdo. No entanto, a revisdo sistematica de SCHUCH e
colaboradores (2016) conclui que devido ao pequeno numero de estudos e as
limitagbes metodoldgicas, ainda se faz necessario um maior nimero de estudos antes

de conclusdes definitivas sobre a acao do exercicio fisico sobre o TDM.

1.2. VIAS DE SINALIZACAO NEUROQUIMICAS

No TDM, diversas vias de sinalizacdo neuroquimica estdo envolvidas, tais
como os sistemas serotoninérgico, dopaminérgico (HASLER, 2010; DEAN et al., 2017;
SHEFFLER et al., 2020) e purinérgico (LUCAE et al., 2006; BOISON, 2008; KRUGEL,
2016; BARTOLI et al., 2020). Estes sistemas sdo responsaveis pela modulacdo do
comportamento, especialmente relacionado ao humor, vigilancia, motivagéo, fadiga,
agitacao e bem-estar (BRIGITTA et al., 2002; BURNSTOCK, 2008; HASLER, 2010).

As acdes dos neurotransmissores 5-HT e DA estao inter-relacionadas. A DA é
capaz de aumentar a liberacédo de 5-HT do nucleo dorsal da rafe através do receptor
D2 (DEAN et al., 2017). Além disso, a 5-HT pode afetar a sinalizacdo dopaminérgica
em varios outros niveis, inclusive influenciando as atividades dos neurdnios desse
sistema no mesencéfalo e no ndcleo accumbens (KAPUR & REMINGTON, 1996;
DAW et al., 2002).

Estudos realizados por BURNSTOCK (2004, 2008) demonstraram que o
sistema purinérgico também influencia a sinalizacdo dopaminérgica e serotoninérgica.
A adenosina 5’-trifosfato (ATP) e a adenosina (ADO) regulam a liberacdo de dopamina
(BURNSTOCK, 2008). Além disso, o nucleotideo ATP pode estar colocalizado ou ser
coliberado com os neurotransmissores 5-HT e DA (BURNSTOCK, 2004).

1.2.1. Sistema Purinérgico

Purinas, como o ATP e a ADO, atuam como substancias neurotransmissoras e
neuromoduladoras do sistema nervoso central (SNC) (LINDEN, 1999; BURNSTOCK,
2004; BURNSTOCK, 2008). O sistema purinérgico possui varios subtipos de
receptores amplamente distribuidos (BOISON, 2008), sendo seus principais ligantes,
a adenosina e o ATP (LINDEN, 1999).
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O ATP e outros nucleotideos sdo armazenados em vesiculas secretorias
sinapticas (ABBRACCHIO et al., 2009). A sinalizacdo purinérgica € iniciada pela
liberacdo de nucleotideos no espacgo extracelular por meio de canais idnicos e, apos
sua liberacdo no espaco extracelular, os nucleotideos e nucleosideos se ligam a
receptores especificos localizados na superficie da membrana celular (ANTONIOLI et
al., 2019). Estes sinais celulares desencadeados pelo ATP sdo mediados por subtipos
de receptores P2 que séo classificados em P2X (P2X 1-7), os quais sdo receptores
ionotrépicos, e P2Y (P2Y 1,2,4,6,11-14), os quais sdo receptores metabotrdpicos
(LINDEN, 1999; BURNSTOCK, 2008; ABBRACCHIO et al., 2009; ANTONIOLI et al.,
2019).

Os nucleosideos extracelulares mais importantes sdo a ADO e a inosina
(ABBRACCHIO et al., 2009). A ADO € um nucleosideo convertido a partir do ATP por
meio da acdo de ectoenzimas, denominadas ectonucleotidases (DUNWIDDIE e
MASINO, 2001; ZIMMERMANN, 2006), sendo que as E-NTPDases (ectonuclesideo
trifosfato difosfoidrolases) e a ecto-5-nucleotidase sdo as enzimas responséaveis pela
hidrélise de nucleotideos a nucleosideos no meio extracelular. A familia de enzimas
E-NTPDases esta localizada na superficie celular e € altamente relevante para a
modulacdo da sinalizacdo intercelular mediada por nucleotideos (ZIMMERMANN,
2006), uma vez que convertem o ATP em adenosina 5’-difosfato (ADP), que também
€ metabolizado em adenosina 5-monofosfato (AMP) pela mesma familia
(ZIMMERMANN, 2006; BARTOLI et al., 2020).

A ecto-5"-nucleotidase desempenha um papel importante na formacdo de
adenosina a partir do AMP extracelular e na subsequente ativacéo dos receptores P1
da adenosina (ZIMMERMANN, 2006; MINOR et al., 2019). Estudos em modelos
celulares e animais revelaram as principais funcdes da ecto-5-nuclecotidase na
homeostase e patologia em varios tecidos (MINOR et al., 2019).

A adenosina é desaminada em inosina pela adenosina desaminase (ADA)
(BAGHERI et al., 2019), é expressa em todos os tecidos humanos, mas em
concentragbes mais elevadas nas células linfoides, onde desempenha um papel
importante na maturacao e diferenciacdo celular (BAGHERI et al., 2019). A adenosina
exerce suas agdes pela ativacdo dos receptores P1 acoplados a proteina G, que sao
classificados em A1, A2a, A2s € As (ABBRACCHIO et al., 2009; ANTONIOLI et al.,
2019). Os receptores A1 pré-sinapticos inibem a liberagcdo de neurotransmissores,

incluindo dopamina e serotonina, enquanto 0s receptores poés-sinapticos reduzem a



18

sinalizacdo neuronal por hiperpolarizacédo e excitabilidade via regulacdo dos canais
de potassio (BARTOLI et al., 2020).

O desequilibro do sistema purinérgico, em nivel genético, bioquimico ou
funcional, pode estar envolvido em patologias que variam da epilepsia a distarbios
neurodegenerativos e condi¢des psiquiatricas, como o TDM (LUCAE et al., 2006;
BOISON, 2008). A sinalizacdo purinérgica pode desempenhar um papel na
fisiopatologia da depressédo, envolvendo os receptores A1 e o receptor Aza, além dos
receptores P2 (BARTOLI et al., 2020). Estudos mostram que antagonistas seletivos
do receptor A2a, como o SCH 58261, ZM241385, KW6002 e um derivado de imidazol
pirimidina[2,1-f]purinadiona, o KD66, podem ter efeitos antidepressivos (EL YACOUBI
et al., 2003, YAMADA et al., 2014, DZIUBINA et al., 2016). Além disso, o estudo de
POLESZAK e colaboradores (2019) demonstrou que este receptor pode potencializar
respostas ao tratamento antidepressivo, através do DMPX, um antagonista deste
receptor. O efeito antidepressivo observado pelo antagonista seletivo do receptor Aza
pode ser explicado pela modulagcéo de outros neurotransmissores, como a dopamina
(EL YACOURBI et al., 2003). Os antagonistas dos receptores de adenosina podem ser
capazes de reverter sintomas como anergia, fadiga e lentiddo psicomotora, induzida
pelo antagonismo ou deplecéo da dopamina (LOPEZ-CRUZ et al., 2018).

A combinacdo de antagonistas inespecificos do receptor P2 com
antidepressivos tem sido associada a efeitos significativos do tipo antidepressivo em
modelos animais (DINIZ et al., 2017). IWATA e colaboradores (2016) demonstraram
gue o estresse psicologico pode influenciar o sistema imunolégico no SNC, através
do receptor P2X7. A delecéo genética e modulacéo farmacoldgica de receptores P2X7
tém sido associada a efeitos antidepressivos, onde a estimulagdo dos nucleos
medianos da rafe diminuiu a liberacdo de 5-HT no hipocampo de camundongos
geneticamente deficientes em P2X7R e apés perfusdo com antagonistas seletivos
(JNJ-47965567 ou AZ-10606120) (RIBEIRO et al., 2019).

Sendo assim, este sistema se torna alvo importante para novos estudos sobre

suas ac¢des em transtornos psiquiatricos.

1.2.2 Sistema Dopaminérgico
O sistema dopaminérgico esta envolvido no circuito de recompensa do cérebro,
e motivagao por incentivo (FIBIGER e PHILLIPS, 1987; WISE, 1989; BLACKBURN et

al., 1992), sendo a anedonia uma caracteristica central do TDM (D’AQUILA et al.,
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2000; DSM-5, 2013). Os neurbnios dopaminérgicos envolvidos na recompensa e na
motivacdo estdo entre muitas populacdes neurais relevantes, e alguns tratamentos
antidepressivos, incluindo medicamentos e terapias de estimulag&o cerebral, podem
influenciar neste sistema (TYE et al., 2013).

A sintese de DA comeca com a conversdo do aminoacido tirosina pela tirosina
hidroxilase em L-diidroxifenilalanina (L-Dopa), que € subsequentemente modificada
pela dopacarboxilase em DA (LAMBERT e KINSLEY, 2006; FEHER, 2012). A DA
pode entédo ser metabolizada pela monoamina oxidase (MAO) em DOPAC (WINNER
et al.,, 2017). Ap6s a sua sintese, a DA é armazenada em vesiculas nos botdes
terminais e, apés o sinal despolarizante, ocorre a atracacéo e a liberacdo de moléculas
transmissoras na sinapse (LAMBERT e KINSLEY, 2006). A liberacdo desta
catecolamina também pode ser causada por uma reversdo do transportador de
monoamina vesicular (VMAT) (LAMBERT e KINSLEY, 2006). A DA controla varias
funcdes fisiolégicas no cérebro e na periferia, agindo sobre seus receptores do tipo
D1, D2, D3, D4 e D5 (BEAULIEU et al., 2015; MISHRA et al.,, 2018; BHATIA e
SAADABADI, 2020). Os receptores de dopamina sao receptores acoplados a proteina
G, que séo divididos em dois grupos de receptores: tipo D1 (D1 e D5), que resulta na
despolarizacdo do neurénio, e receptor tipo D2 (D2, D3 e D4), que inibe o disparo
neuronal (DAVID et al., 1993; SONNE et al., 2020).

1.2.3. Sistema Serotoninérgico

O sistema serotoninérgico possui uma variedade de ac6es que podem modular
diferentes funcbes essenciais do cérebro (ANDRADE et al., 2010; OLIVER et al.,
2015), tais como: regular o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo
circadiano, as funcbes neuroenddcrinas, temperatura corporal, sensibilidade a dor,
atividade motora e funcdes cognitivas (ANDRADE et al., 2010; OLIVER et al., 2015;
SVOB STRAC et al., 2016). Uma variedade de déficits funcionais da neurotransmissao
de 5-HT em circuitos cerebrais conhecidos por regular emocdes, primarias ou
secundarias, tem sido consistentemente associado a aspectos da fisiopatologia do
TDM, como observado em estudos genéticos, neuroquimicos e farmacolégicos
(ALBERT et al., 2012).

A 5-HT é uma indolamina neurotransmissora e neuromoduladora do sistema
nervoso central (SNC), produto de duas etapas a partir do aminoacido essencial L-

triptofano. Primeiramente, a triptofano-hidroxilase transforma o L-triptofano em 5-
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hidroxitriptofano (5-HTP) e, no segundo passo, a aminoacido aromatico
descarboxilase metaboliza o 5-HTP, transformando-o em serotonina (LAMBERT e
KINSLEY, 2006). Qualquer interrupcao nessas reacfes enzimaticas altera os niveis
de serotonina do cérebro (LAMBERT e KINSLEY, 2006; NICHOLS D.E. & NICHOLS
C. D et al., 2008). Depois de ser sintetizada, a 5-HT € armazenada em vesiculas, e
apos o sinal despolarizante, ocorre a atracacéo e exocitose da 5-HT armazenada. A
sua liberacdo também esta sob o controle de auto-receptores que, respondendo ao
feedback, modulam sua producéo e liberacdo (ANDRADE et al., 2010).

Foram identificados neste sistema ao menos 14 receptores de 5-HT (5-HTR)
divididos em 7 familias (5-HTR1 a 5-HTR7) e com subtipos A-F. O receptor 5-HT1A
atua como receptor pos-singptico e como auto-receptor pré-sinaptico, regulando a
liberacdo de serotonina (LAMBERT e KINSLEY, 2006). O 5-HTR3 € ionotropico, ja os
demais 5-HTR sédo metabotropicos e todos o0s receptores sdo acoplados a proteina G
que influenciam diferentes vias de transducdo (SVOB STRAC et al., 2016). Apds sua
descarga e sua ligagdo com o receptor, ocorrem dois mecanismos principais que
desativam qualquer excesso de 5-HT, sendo eles a recaptacdo e a degradacao
enzimatica (LAMBERT e KINSLEY, 2006). A 5-HT em excesso € removida da sinapse
por um transportador especifico chamado transportador de serotonina (SERT), o qual
carrega a 5-HT de volta para o neurdnio pré-sinaptico (LAMBERT e KINSLEY, 2006).
Ao chegar 14, a 5-HT passa por uma degradacdo enzimatica por intermédio da enzima
monoaminoxidase (MAO), e esta reacdo catabdlica produz o acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA), que costuma ser usado como um marcador para a
atividade da 5-HT (LAMBERT e KINSLEY, 2006).

Modelos animais mostram que a modificagcao de qualquer um dos componentes
do sistema serotoninérgico (ALBERT, 2012; GASPAR et al., 2012; LATAPY et al.,
2012; LESCH et al., 2012), incluindo a enzima triptofano hidroxilase, o VMAT, os
receptores especificos para serotonina (5-HT1A) ou sua regulacdo podem levar a
alteracdes que mimetizam o estado de depressdo. Em alguns casos, alteracdes no
inicio da vida dos niveis de 5-HT também podem levar a mudancas comportamentais
ao longo da vida relacionadas a depressao ou a ansiedade (ALBERT et al., 2012). Ha
uma ampla variedade de compostos com acg&o agonista e antagonista no sistema
serotoninérgico, sendo que um dos compostos mais comumente utilizados para o
tratamento do TDM é o antidepressivo cloridrato de fluoxetina (LAMBERT e KINSLEY,
2006).
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1.3. FLUOXETINA

A fluoxetina, 3- [p- (trifluorometil) -fenoxi] -N-metil-3-fenilpropilamina (7.3.6),
sintetizada por reacao de p-trifluorometilfenol com 3-(cloro)-N-metil-3-fenilpropilamina
na presenca de carbonato de potassio (VARDANYAN et al., 2006). Ela é um farmaco
que tem por finalidade aliviar os sintomas da depressdo através da via
serotoninérgica, inibindo de forma seletiva a recaptacédo de 5-HT, permitindo que ela
permaneca por mais tempo na sinapse (BETTINGER et al.,, 2004; LAMBERT e
KINSLEY, 2006). Seu metabdlito (norfluoxetina) possui ac¢do prolongada e é
farmacologicamente ativo (MORENO et al., 1999). A fluoxetina apresenta poucos
problemas de tolerabilidade e de seguranca (MORENO et al., 1999), pois nédo se liga
aos receptores colinérgicos, histaminérgicos ou a- adrenérgicos, que estédo envolvidos
nos efeitos colaterais dos antidepressivos triciclicos (VARDANYAN et al., 2006). Além
disso, é capaz de elevar o humor e minimizar sentimentos de medo e estresse e nao
tem efeito sedativo (VARDANYAN et al., 2006). A acao e eficacia deste farmaco, em
peixe-zebra, além de outros modelos experimentais, jA esta bem estabelecida,
modulando os sintomas compativeis com aqueles caracteristicos do TDM (EGAN et
al., 2009; WONG et al., 2013; SONG et al., 2017).

1.4. RESERPINA

A reserpina € um éster metilico do acido 2a,11-dimethoxy-3-(3,4,5-
trimetoxibenzoiloxi)-yohimban-1-carboxilico(12.3.1), derivado das raizes da planta
tropical Rauwolfia (VARDANYAN et al.,, 2006), sendo um bloqueador neuronal
adrenérgico e considerado um dos primeiros anti-hipertensivos potentes de primeira
linha do século XX (CHEUNG et al., 2021). Contudo, atualmente este farmaco é
considerado de segunda linha devido aos efeitos colaterais apresentados, como o
aumento no risco de induzir sintomas de humor deprimido (ROMEIRO et al., 2003;
VARDANYAN et al., 2006).

O mecanismo de acao deste farmaco se da através do bloqueio irreversivel do
VMAT (Figura 1) (CHEUNG et al., 2022). Além disso, ele se liga as vesiculas de
armazenamento, inibindo a captagcdo de noradrenalina (NE), DA e 5-HT pelas
vesiculas, enfraquecendo a captacdo intracelular das monoaminas e reduzindo a
capacidade de armazenamento em vesiculas (VARDANYAN et al.,, 2006). Dessa
forma, ocorre a degradacdo das monoaminas pela MAO mitocondrial, que leva ao
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acumulo dessas substancias no citoplasma, (CHEUNG et al., 2022), se tornando um
modelo neuroquimico para estudos da depressédo em roedores (PARK et al., 2018) e
peixe-zebra (ZHANG et al., 2018; TANG et al., 2019). No peixe-zebra, a exposi¢do a
reserpina induz efeitos depressivos a longo prazo, incluindo retardo motor comumente
associado a fenotipos semelhantes a depresséao (KYZAR et al., 2013; NGUYEN et al.,
2014). Segundo o estudo de revisdo de NGUYEN e colaboradores (2014), a reserpina
€ a Unica manipulacédo farmacoldgica relatada para induzir fenoétipos semelhantes a

depressao no peixe-zebra.

Figura 1: Imagem simplificada do mecanismo de acdo da reserpina, agindo no transportador de
monoaminas (VMAT). DA — Dopamina; 5-HT — Serotonina; NE — Noradrenalina; MAO — monoamina
oxidase; DOPAC - Acido 3,4-diidroxifenilacético.

Reserpina Reserpina

Fonte: A autora (2022), criado com Canva.

1.5. EXERCICIO FisICO

O exercicio fisico tem sido preconizado como um complemento ao tratamento
usual para TDM (MEAD et al., 2008). Esta associacdo ocorre porque o0 exercicio fisico
esta relacionado com a inflamacao, sistemas neuroenddcrinos e vias neuroquimicas
das monoaminas (LIN e KUO, 2013; PAOLUCCI et al., 2018), que estédo intimamente
relacionados ao TDM.

Os primeiros estudos que avaliaram a interacdo entre exercicio fisico e
monoaminas surgem da “hipétese da fadiga central” (ACWORTH et al., 1986;
NEWSHOLME et al., 1987; LIN e KUO, 2013), que mostra que a fadiga esta
diretamente relacionada com o aumento da liberacéo de 5-HT no encéfalo. Modelos
em roedores demonstraram que o exercicio fisico pode causar alteracdo no sistema
serotoninérgico (CHENNAOUI et al., 2000; RENOIR et al., 2011; MIZUTANI et al.,
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2013), podendo ocasionar um aumento significativo nos niveis de 5-HT no hipocampo,
ou aumento dos niveis estriatais de 5-HT e seu metabdlito 5-HIAA. Além disso,
MANIAM e colaboradores (2010) demonstraram que comportamentos parecidos com
a depressédo induzidos pela separacdo materna e a elevacao dos niveis do receptor
5HT1A do hipocampo podem ser recuperados através do exercicio fisico.

Estudos com roedores demonstraram que o0 sistema dopaminérgico é
modulado pelo exercicio fisico (LIN e KUO, 2013), através da elevacdo nos niveis de
calcio sérico, que séo induzidos pelo exercicio, sendo transportados para o cérebro,
afetando positivamente a sintese de DA dependente de célcio, ativando a enzima
tirosina hidroxilase (LIN e KUO, 2013). Estudos também demonstraram que o
exercicio fisico pode proteger os neurbnios dopaminérgicos contra a perda de
neurdnios induzida farmacologicamente em camundongos (LIN e KUO, 2013; WU et
al., 2011). Para obter resultados significativos na modulacdo das monoaminas e no
comportamento através do exercicio fisico, € necessario que parametros como
intensidade, duracdo e o tipo de exercicio fisico (aerébico ou anaerébico) sejam
controlados (WU et al., 2011; DEPASQUALE e LERI, 2018; PAOLUCCI et al., 2018).
Estudo com roedores em termos de corrida voluntaria, frequéncia, duracdo e
intensidade das sessdes de exercicio podem variar entre os individuos e gera
dificuldades na interpretacéo dos resultados (OTSUKA et al., 2016). Em peixes-zebra,
€ possivel minimizar os riscos de resultados conflitantes através de maior controle
sobre a intensidade e a frequéncia do exercicio (DEPASQUALE e LERI, 2018). Isto
ocorre porgue o exercicio é realizado através de um fluxo intenso de agua, e 0s peixes
mantém a posicao constante contra este fluxo (KIEFFER, 2010), onde as variaveis
(velocidade e tempo) sao controladas pelo pesquisador, néo alterando o

comportamento de forma negativa, visto que o nado é inerente ao peixe.

1.6. PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)

O Danio rerio, mais conhecido como peixe-zebra é um teledsteo de agua doce
pertencente a familia Cyprinidae e amplamente utilizado como modelo experimental.
Sua utilizacéo se d& devido as diversas caracteristicas favoraveis que possui: baixo
custo, pouco espaco para manutencao, facil manipulacéo, rdpido desenvolvimento e
ciclo biolégico, grande sensibilidade a farmacos e um rapido metabolismo (GERLAI et
al., 2000; LIESCHKE e CURRIE, 2000; GUO, 2004). Areas como bioquimica,

neurociéncias, toxicologia e neurobiologia do comportamento (GERLAI, 2003) utilizam
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0 peixe-zebra como animal modelo e suas caracteristicas também permitem sua
utilizacdo para estudos de doencas humanas (BEST e ALDERTON, 2008).

Muitos sistemas de neurotransmissdo ja foram identificados no peixe-zebra,
tais como: dopaminérgico, serotoninérgico e purinérgico (RICO et al., 2003;
BOEHMLER et al., 2004; RINK e GUO, 2004; HORZMANN e FREEMAN, 2016).

O sistema dopaminérgico no peixe-zebra € bem caracterizado e esta
completamente desenvolvido 96 h apos a fertilizacdo (RINK e WULLIMANN, 2002;
WASEL e FREEMAN, 2020). No peixe-zebra, os neurdnios dopaminérgicos se
localizam no bulbo olfatério, subpalio, tubérculo posterior, hipotalamo e area pré-
tectal, sendo que o peixe-zebra ndo possui substancia negra e area tegmental ventral.
No entanto, o tubérculo posterior possui populacfes de células dopaminérgicas com
projecdes que se estendem até o subpalio e medula espinhal (HORZMANN e
FREEMAN, 2016).

As células 5-HT em peixe-zebra adulto estdo localizadas no complexo preé-
tectal, nos nucleos dos 6rgéos paraventriculares anterior, intermediario e posterior, na
rafe dorsal, mediana e ventrolateral, na rafe inferior e na rafe caudal (HORZMANN e
FREEMAN, 2016). Em peixe-zebra, varios dos genes que codificam proteinas
relacionadas a 5-HT existem como paralogos, por exemplo, existem trés genes da
triptofano hidroxilase (tph), sendo eles tphla, tphlb e tph2 e dois genes do SERT,
SERTa e SERTDb (LILLESAAR, 2011).

A sinalizacgao purinérgica foi identificada em peixe-zebra (NORTON et al., 2000;
KUCENAS et al., 2003 , KUCENAS et al., 2009; RICO et al., 2003; APPELBAUM et
al., 2007, NABINGER et al., 2020) e as atividades enziméaticas de NTPDases, ecto-5'-
nucleotidase e ADA foram demonstradas em membranas cerebrais de peixe-zebra,
juntamente com os padrdes de expressao génica dessas enzimas (RICO et al., 2003;
SENGER et al.,, 2004; ROSEMBERG et al.,, 2007, ROSEMBERG et al., 2008,
ROSEMBERG et al., 2010). Com relagéo aos receptores de adenosina do tipo P1, os
receptores A1, A2a e Azs ja foram caracterizados, sendo que apenas o receptor A3 nao
foi identificado neste organismo modelo (NABINGER et al., 2020).

O peixe-zebra € considerado um animal modelo para realizacdo de estudos
relacionados a doencas psiquiatricas, como ansiedade e depressdo (NGUYEN et al.,
2014; DEPASQUALE e LERI, 2018; SILVEIRA et al., 2018), pois nele podem ser
observados sintomas comportamentais dos estados semelhantes ao depressivo, tais

como: anedonia (comportamento de recompensa reduzido como a preferéncia de
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local condicionado, hipofagia), perda ou excesso de apetite, retardo motor (atividade
basal reduzida, cauda caida por hipolocomocao), fadiga/perda de energia
(hipolocomocgéo), irritabilidade/raiva/inquietacéo (hiperatividade e agressividade),
letargia (sinais de comportamento letargico), retraimento social (déficits sociais,
reducdo de cardumes), e déficits cognitivos (NGUYEN et al., 2014). Para mimetizar
sintomas do TDM em peixe-zebra, podem-se utilizar métodos como o do estresse
crénico imprevisivel, isolamento social, modelos genéticos ou farmacologicos, como
a inducédo por meio da exposicao a reserpina (NGUYEN et al., 2014).

O peixe-zebra também se tornou um modelo estabelecido para analisar 0s
efeitos do exercicio no cérebro e no comportamento (LUCHIARI e CHACON, 2013;
GILBERT et al., 2014; DEPASQUALE e LERI, 2018; SILVEIRA et al., 2018). Entre
alguns dos efeitos benéficos do exercicio fisico, a reducédo da ansiedade e a melhora
do aprendizado ja foram descritos na literatura em peixe-zebra (LUCHIARI e
CHACON, 2013; GILBERT et al., 2014; DEPASQUALE e LERI, 2018; SILVEIRA et
al., 2018). Estudos que avaliam caracteristicas comportamentais servem de base
para essas descobertas, envolvendo a andlise da atividade locomotora,
agressividade, interacao social, memoria e aprendizado (GUO, 2004; BLANK et al.,
2009).
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2. HIPOTESE
2.1. HIPOTESE PRIMARIA

O exercicio fisico previne e a exposi¢do crénica a fluoxetina revertem sintomas
compativeis com depressdo em um modelo de deplecdo de monoaminas causado

pela reserpina, sendo demonstrado pela analise do desempenho comportamental.

2.2. HIPOTESES SECUNDARIAS

e Alteracdo nalocomocao, interacéo social e memoaria de peixes tratados com
reserpina,;

e Alteracdo dos niveis de neurotransmissores de animais expostos a
reserpina,;

e Alteracdo das enzimas responsaveis pelo controle dos niveis de
nucleotideos e nucleosideos em animais expostos a reserpina;

e Melhora da locomocdao, interacédo social e memdéria de animais expostos a

reserpina que foram submetidos ao exercicio fisico ou a fluoxetina.
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3. JUSTIFICATIVA

O TDM é um transtorno psiquiatrico que acomete de forma crescente a populacao
mundial, com sintomas que variam desde a apatia até a ideacdo de morte, podendo
ter como resultado o suicidio (BRIGITTA et al., 2002; HASLER et al., 2004; DSM-5,
2013; JESULOLA et al., 2018). Nos ultimos anos, foi relatado um aumento ainda mais
expressivo no numero de casos de TDM devido a pandemia da COVID-19 (BUENO-
NOTIVOL et al., 2021). Portanto, torna-se cada vez maior a necessidade de explorar
novas vias de tratamento e prevengéo para o TDM.

Estudos demonstraram que o exercicio fisico tem efeito significativo na reducao
de sintomas de doencas psiquiatricas como ansiedade e depressédo (MEAD et al.,
2008; LIN e KUO, 2013; DEPASQUALE e LERI, 2018). No entanto, outros estudos
demonstraram aumentar os niveis de ansiedade em roedores submetidos ao exercicio
(FUSS et al., 2010; LALANZA et al., 2015), havendo necessidade de um estudo que
tenha maior controle sobre a intensidade, duracéo e o tipo de exercicio fisico utilizado.
Devido a isso, 0 peixe-zebra torna-se um modelo apropriado para avaliar os efeitos
do exercicio fisico em doencas psiquiatricas, visto que € um modelo animal que
facilmente se controla estas variaveis (DEPASQUALE e LERI, 2018), uma vez que é
inerente ao peixe-zebra o nado contra um fluxo de agua, que pode ser ajustado e
controlado pelo pesquisador. Além disso, esta pesquisa pretende corroborar com
demais estudos que demonstram que o peixe-zebra é um modelo animal apropriado
para o tratamento de patologias através do uso de exercicio fisico (LUCHIARI e
CHACON, 2013; GILBERT et al., 2014; DEPASQUALE e LERI, 2018).
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4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL
Este estudo visa avaliar parametros comportamentais e neuroquimicos e

influéncia do exercicio fisico em animais expostos a reserpina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a locomocdo, memoria, interacdo social em animais expostos a
reserpina,;

e Avaliar os niveis de 5-HT, DA e DOPAC em animais expostos a reserpina;

e Avaliar as atividades das NTPDases, ecto-5'-nucleotidase e ADA em animais
expostos a reserpina;

e Validar o modelo de TDM avaliando o efeito da fluoxetina sobre parametros
locomotores de animais expostos a reserpina;

e Avaliar o efeito do exercicio fisico sobre parametros locomotores de animais

expostos a reserpina;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. LOCAL DE EXECUCAO

O estudo foi realizado na Escola de Ciéncias da Saude e da Vida da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Neuroquimica e Psicofarmacologia (sala 301, prédio
12D), no Centro de Modelos Biologicos Experimentais (CeMBE, prédio 14), e no
Centro de Pesquisa em Toxicologia e Farmacologia (INTOX, sala 101, prédio 12D).

5.2. ANIMAIS

Neste estudo, foram utilizados animais machos adultos (6-8 meses) da
variedade AB da espécie Danio rerio. Os animais séo produzidos em biotério local a
partir de cruzamentos de peixes adultos com mais de sete meses de vida e mantidos
em nosso laboratério em sistema de aquarios em série (Zebtec, Tecniplast, Italia).

Os aquarios foram preenchidos com agua filtrada por osmose reversa
(enriguecida com sal — Instant Ocean), prevenindo o aparecimento de bactérias e
fungos. Os animais foram mantidos em condi¢des ideais de temperatura (27 = 2°C),
pH (7,0-7,5), condutividade (300-700 uS), dureza da agua (80-300 mg/L), e niveis de
amonia (< 0.02 mg/L), nitritos (< 1 mg/L), nitratos (< 50 mg/L) e cloro (0 mg/L). Os
animais foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 14/10 horas, respectivamente,
e receberam uma dieta balanceada com racéo flocada comercial trés vezes ao dia e
suplementacdo com artémia salina uma vez ao dia (WESTERFIELD, 2000).

Nenhum procedimento experimental foi realizado no espaco destinado a
manutencdo dos peixes, a fim de evitar a producdo de qualquer tipo de estresse
comportamental. Devido ao fato deste projeto envolver a avaliagdo de mecanismos
de sinalizagdo neuroquimica, a eutanasia dos animais ndo pode ser realizada por
overdose de anestésicos, uma vez que estes poderiam comprometer os parametros
avaliados. Assim os animais foram crioeutanasiados, utilizando imersdo em gelo
flocado com agua com parametros fisico-quimicos controlados e temperatura < 4°C.
Esta forma de eutanasia ja foi demonstrada como sendo efetiva, além de produzir
menos estresse em peixe-zebra, e é aceita como método para eutanasia para esta
espécie (WILSON et al., 2009).

Os animais foram manipulados de acordo com procedimentos indicados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA) e a legislagao

brasileira (11.794/08) em relac&o ao uso de peixes em pesquisa, testes toxicoldgicos
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e ensino e pelas diretrizes do Conselho Nacional de Controle da Experimentacao
Animal (2013). Todos os protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (9922 -CEUA-
PUCRS). Este estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN (Protocolo n°® A3B073D).

5.3. EXPOSICAO A RESERPINA

Os animais foram expostos a reserpina na dose de 40 ug/mL por 20 minutos
(KYZAR et al., 2013, ZHANG et al., 2018) dissolvida na agua dos aquarios. O grupo
controle (CTRL) foi mantido sob as mesmas condicfes na auséncia de reserpina.
Apos este periodo, foram realizadas andlises neuroquimicas e comportamentais,
conforme consta na Figura 2. Nas fases seguintes do estudo, grupos tratados com
reserpina (RES) e controle foram expostos a duas diferentes condi¢es: 1) tratados
com fluoxetina (FLU); ou 2) submetidos preventivamente ao exercicio fisico (EXER),

conforme detalhado abaixo e demonstrado na Figura 3 e Figura 4, respectivamente.

Figura 2: Linha do tempo da realizacdo dos procedimentos experimentais do tratamento com reserpina.

¢ Analise niveis de
neurotransmissores;

¢ Analise das atividades das
Ectonucleotidases;

¢ Analise da atividade da
adenosina desaminase

* Analise comportamental

—

Exposi¢céo a Reserpina
40pg/mL

Fonte: A autora (2022).

5.4. TRATAMENTO COM FLUOXETINA

Para validacdo do modelo de depressao induzida por reserpina, quatro grupos
de animais foram testados, sendo eles: 1) grupo controle (CTRL), animais expostos
apenas a agua do sistema; 2) grupo RES, animais expostos a reserpina; 3) grupo FLU,

animais expostos cronicamente a fluoxetina; e 4) grupo FLU/RES, animais expostos
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a fluoxetina apos exposicao a reserpina. A concentracdo de fluoxetina utilizada foi de
0,1 ug/mL, conforme ja descrito na literatura (EGAN et al., 2009; WONG et al., 2013;
MARCON et al., 2016; SONG et al., 2017). Os grupos FLU e FLU/RES foram expostos
cronicamente, ao longo de 7 dias, a fluoxetina dissolvida no aquario moradia, sendo
esta solucdo trocada diariamente. O grupo FLU/RES foi exposto a fluoxetina
imediatamente apds o tratamento com reserpina, conforme Figura 3. J& o grupo RES
foi exposto a reserpina e mantido na 4gua do sistema pelos 7 dias subsequentes para
posterior andlise. O grupo controle permaneceu apenas em agua do sistema. Uma
vez que a solucao contendo fluoxetina foi trocada diariamente, os animais dos grupos
RES e CTRL também tiveram suas aguas de sistema trocadas, a fim de mimetizar as
mesmas manipulacdes em todos os grupos analisados. Apos os 7 dias de exposicao,

os animais foram submetidos as analises comportamentais.

Figura 3: Linha do tempo da realizacdo dos procedimentos experimentais do tratamento com fluoxetina

em animais expostos a reserpina.

Tratamento Tratamento Tratamento
com Fluoxetina com Fluoxetina com Fluoxetina Analise

0,1pg/mL 0,1 pg/mL 0,1 pg/mL comportamental
Exposicéo a Reserpina Tratamento Tratamento Tratamento
40pg/mL; com Fluoxetina com Fluoxetina com Fluoxetina

0,Tpg/mL 0,1 pg/mL 0,1 pg/mL

Tratamento com
Fluoxetina 0, 1pg/mL

Fonte: A autora (2022).

5.5. PROTOCOLO DE EXERCICIO FisSICO

Os peixes foram submetidos ao treinamento aerdbico, com velocidade da agua
minima de 0,2 m/s ndo ultrapassando 0,5 m/s, realizado com filtro d'agua (Ocean tech,
12000 L/h, com controlador de fluxo). O parametro de velocidade foi medido todos os
dias antes de cada experimento em trés partes da vazao (proximal, medial e distal),
através de um medidor de vazédo construido pelo Laborat6rio de Mecéanica (LabMec)
e pelo Laboratério de Computacdo (LabCOM) do Centro de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da PUCRS (IDEIA).
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Para a realizacdo do exercicio fisico, usamos um aparato especifico, como
pode ser visto na Figura 5 deste estudo. O aparelho € constituido por uma estrutura
composta por dois tanques. O primeiro € um reservatério contendo um aquecedor e
um filtro de vaz&o que controla e regula a velocidade da dgua. O segundo é o tanque
de exercicio, no qual os animais foram colocados para realizar a tarefa; este tanque
possui uma barreira de padronizacdo de fluxo, com a funcdo de garantir que a
velocidade do fluxo de &gua seja distribuida uniformemente. Além disso, o tanque
possui uma barreira de protecdo para evitar que 0s animais sejam movidos para
dentro do tanque reservatorio. Essa estrutura foi fixada em suporte de aluminio.

Assim como o aparato, o protocolo de exercicio foi baseado no estudo de
DEPASQUALE e LERI (2018), com modifica¢gOes, sendo realizado da seguinte forma:
duragao total de 30 minutos por dia, 3 vezes na semana, durante 6 semanas,
totalizando 18 dias de exercicio.

Para a analise do efeito do exercicio fisico em modelo de depresséo induzida
por reserpina, quatro grupos de animais foram testados, sendo eles: 1) grupo controle
(CTRL), animais expostos apenas a agua do sistema; 2) grupo RES, animais expostos
a reserpina; 3) grupo EXER, animais submetidos ao exercicio fisico; e 4) grupo
EXER/RES, animais expostos ao exercicio fisico e a reserpina. No grupo EXER, o0s
animais foram alocados em grupos de 5 animais no aparato de exercicio e foram
submetidos ao protocolo de exercicio fisico ja descrito, por 6 semanas; 0 grupo
EXER/RES foi submetido a exercicio fisico sob as mesmas condi¢des do grupo EXER,
no entanto foi exposto agudamente a reserpina 7 dias antes dos testes
comportamentais, na concentragao de 40 ug/mL por 20 minutos (Figura 4). Apés este

periodo de 6 semanas, foram realizados os testes comportamentais.

Figura 4: Linha do tempo da realiza¢do dos procedimentos experimentais dos animais submetidos ao

exercicio fisico e expostos ao tratamento com reserpina.
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Exercicio realizado 3

Exercicio Exercicio vezes na semana;
realizado 3 vezes realizado 3 vezes Andlise
na semana na semana comportamental
Inicio do protocolo de Exercicio Exercicio realizado 3
exercicio fisico, realizado 3 vezes vezes na semana;
sendo realizado 3 na semana Grupos especificos
vezes na semana. expostos a reserpina
(40pg/mL)

Fonte: A autora (2022).

Figura 5: Fotografia do aparato de exercicio fisico confeccionado pelo IDEIA da PUCRS, utilizado no

presente estudo.

—/—v Aquério de exercicio

Barreira de —-l—» Barreira de protegéo

Uniformizagéo
de fluxo de agua

Aquaério reservatorio

Filtro de agua

Suporte para aquario <

Fonte: A autora (2022).

5.6. ANALISES COMPORTAMENTAIS
5.6.1. Locomocao

Neste teste, 0 comportamento locomotor de cada animal foi mensurado (n =
20). Os animais foram colocados individualmente em tanques experimentais (30 cm
de comprimento x 15 cm de altura x 10 cm de largura) e apés 60 segundos de
habituacdo, a locomocao e padrGes exploratorios foram registrados em video por 5
minutos para posterior analise. Os parametros comportamentais analisados foram:
distancia percorrida (cm), velocidade média (cm/s, calculada pela razdo entre a

distancia percorrida e o tempo em movimento), tempo imovel (s) e tempo gasto na
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zona inferior do aquério (s). Os videos foram analisados com o software EthoVision
XT (versdo 11.5, Noldus), como descrito na literatura (ZANANDREA et al., 2018). O
experimento foi conduzido em uma sala com temperatura controlada (27 ° C £ 2 ° C)
entre 9h30 e 12h. Este estudo teve por objetivo analisar manifestacbes
comportamentais de depressdo, ansiedade e estresse. Atividade exploratoria
diminuida, aumento da permanéncia no fundo do aquério e ocorréncia de movimentos
erraticos com maior frequéncia séo indicadores de ansiedade ou estresse, induzidos
por diferentes fatores (LEVIN et al., 2007; SAVERINO e GERLAI, 2008; CACHAT et
al., 2011; SIEBEL e BONAN, 2015).

5.6.2. Interacéo social

Na natureza, os peixes-zebra se agregam e formam grupos sociais, chamados
de cardumes que € uma caracteristica fenotipica robusta do peixe-zebra (FACCIOL e
GERLAI, 2020). Um método eficaz para avaliar se esse comportamento esta alterado
€ através da interacao social onde um unico individuo (o animal a ser analisado) &
alocado em um tanque e em um aquario ao lado apresentar coespecificos ou
estimulos semelhantes aos coespecificos desse sujeito (SAVERINO E GERLAI, 2008;
QIN et al., 2014). A interacdo social foi avaliada entre 9h30 e 12h (n = 20). Para
analisar este parametro, foi utilizado o protocolo descrito na literatura (ZANANDREA
et al., 2018)(Figura 6). O aparato consiste em trés aquarios (30 cm comprimento x 15
cm altura x 10 cm largura) dispostos lado a lado. O aquario central € considerado o
aguario experimental, onde o peixe foi colocado sozinho para analise. Em uma das
extremidades temos o aquario estimulo, que contou com 15 peixes de tamanho
semelhante ao peixe teste. Na outra extremidade, temos um aquario vazio,
considerado como n&o-estimulo. Ap6s o periodo de habituacdo (1 minuto), as
barreiras visuais entre os aquarios sao retiradas e é realizado registro em video
durante 5 minutos, para posterior analise com o software EthoVision XT (versao 11.5,
Noldus), conforme descrito por NABINGER e colaboradores (2018). O tempo que 0
peixe experimental permanece proximo ao aquario estimulo durante o periodo de

teste foi quantificado.
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Figura 6: Protocolo de interacdo social
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Aquario estimulo Aquario teste Aquario sem estimulo

Fonte: A autora (2022), criado com BioRender.

5.6.3. Esquiva inibitéria

Para avaliar se a reserpina poderia prejudicar a memaoria em animais adultos,
realizamos um teste de esquiva inibitéria (n = 12) (BLANK et al., 2009). O aparato de
esquiva inibitéria para peixe-zebra, conforme demonstrado na Figura 7, consiste em
um pequeno tanque dividido ao meio em dois compartimentos, claro (revestimento por
adesivos da cor branca) e escuro (revestimento com adesivos da cor preta), por meio
de uma barreira fisica e visual do tipo guilhotina. O nivel da agua no aparato € mantido
em 3 cm para permitir que os peixes explorem o ambiente. O compartimento escuro
contém dois eletrodos ligados a uma fonte de 8 V, que geram um choque de corrente
alternada de 3 + 0,2 V (BLANK et al., 2009; SIEBEL e BONAN, 2015).

Este protocolo consiste em sessdes de treino e teste, onde 0s animais sao
submetidos individualmente. Nas duas sessfes, o animal é colocado no
compartimento claro enquanto a barreira diviséria esta fechada. Ap6s 1 minuto de
familiarizacdo ao ambiente, a diviséria é elevada em 1 centimetro, permitindo que o
animal nade até o compartimento escuro (pelo qual tem preferéncia). Na sessao de
treino, assim que o animal passa completamente para o lado escuro do aparato, ele
recebe um choque durante 5 segundos. ApGs este treino, o animal € removido do
aparato e colocado em seu aquario de moradia. A sesséo de teste ocorre 24 horas
apos o treino, quando sao realizados os mesmos procedimentos, porém sem a
inducéo de choque. O animal & novamente colocado no compartimento claro onde
permanece em um periodo de familiarizacédo de 1 minuto. Entdo, a barreira divisoria €
aberta e o tempo em que o animal demora a passar para o lado escuro é contabilizado.

O tempo que o animal demora a passar do lado claro, onde foi colocado, para
o lado escuro, ap6s a abertura da barreira, € cronometrado nas sessdes de treino e

teste. A laténcia para passagem do animal para o lado escuro na sesséo de teste &
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utilizada como indice de retencdo de memoéria (BLANK et al., 2009; SIEBEL e BONAN,
2015).

Figura 7: Aparato de esquiva inibitoria.

Fonte: A autora (2022), criado com BioRender.

5.6.4. Analise dos niveis de neurotransmissores serotonina e dopamina e do
metabodlito DOPAC

Para a analise dos niveis de neurotransmissores (n = 6, pool 6 encéfalos), foi
utilizada a cromatografia liquida com espectrometro de massa (LC-MS). A amostra foi
preparada conforme descrito na literatura (ALTENHOFEN et al., 2017; ZANANDREA
et al., 2018. Os encéfalos foram separados e homogeneizados em 300 uL de acido
férmico 0,1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e centrifugados a 20.000 x g por 20 min
a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um frasco de vidro de 250 pL e injetado no
UHPLC modelo 1290 Infinity, acoplado a um espectrometro de massa Agilent, modelo
6460 TQQQ (todos os componentes do HPLC e o software MassHunter s&o
provenientes da Agilent Technologies ®, Santa Clara, CA, EUA). As separacbes
cromatograficas foram realizadas em uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD, 5
x 2,1 mm, 1,8 micra (Agilent, Paolo Alto, EUA), utilizando uma fase mével composta
por (A) acido férmico a 0,1% e (B) acetonitrila com 0,1% &acido férmico, no modo
gradiente. O espectrobmetro foi operado no modo MRM e os analitos foram
quantificados com as seguintes transi¢des (m/ z): 5-HT (177> 160), DA (154> 119.1)
e DOPAC (169 > 123 e 169 > 77). As quantificacbes foram realizadas por
padronizacdo externa e as curvas de calibracdo foram obtidas com as seguintes
concentragbes: DA: 1,0, 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0 ng /mL; 5-HT: 1,0, 5,0, 10,0, 15,0 e 20,0
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ng /mL. Os padrdes foram preparados individualmente na concentracao de 0,5 mg/mL.
Antes das analises, eles foram misturados e diluidos com a fase movel A e
adicionados por B-mercaptoetanol em uma concentracao equivalente das amostras.

Os resultados foram corrigidos pela concentracédo de proteinas das amostras.

5.7. ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA
5.7.1 Preparagcdo das Membranas Encefalicas de Peixe-zebra

Uma amostra contendo seis encéfalos de peixe-zebra foi homogeneizada de
acordo com o protocolo de cada ensaio enzimatico (n = 6, pool 6 encéfalos). Para o
ensaio das ectonucleotidases, o pool de encéfalos de peixe-zebra sera
homogeneizado em 60 volumes (v/w) de um tampé&o Tris-Citrato (Tris 50 mM, EDTA
2 mM e EGTA 2 mM, pH: 7,4), ja para 0 ensaio da adenosina desaminase serao
utilizados 20 volumes (v/w) de um tampédo PBS (EDTA 2 mM e EGTA 2 mM, pH: 7,4)
(BARNES et al, 1993). O homogeneizado foi centrifugado a 1000 x g por minuto a 4°
C. Apo6s descarte do pellet, o sobrenadante foi centrifugado a 40.000 x g por 25
minutos a 4 °C, resultando no sobrenadante e pellet, correspondentes as fracfes
soliveis e de membrana, respectivamente. Para os experimentos da atividade
enzimatica da fracéo soluvel da ADA, o sobrenadante foi coletado nesta fase. O pellet
sera utilizado para os ensaios das ectonucleotidases e fracdo de membrana da ADA
e sera ressuspenso em tampdao Tris-citrato e PBS, respectivamente. ApoOs este
procedimento, ele foi exposto ao nitrogénio liquido por 10 segundos para lisar as
membranas. O material foi centrifugado a 40.000 x g por 20 minutos a 4°C. O
precipitado final foi resuspenso em tampao Tris-citrato para ectonucleotidases e PBS
para ADA de membrana, e entéo utilizado nos ensaios enzimaticos. Todos os testes
enzimaticos foram realizados em triplicata. A proteina foi medida pelo método do

Comassie blue (BRADFORD, 1976), usando albumina bovina sérica como padrao.

5.7.2. Atividades da Ectonucleotidases

Apbs a preparacdo da membrana, é realizado o ensaio enzimético. A atividade
das NTPDases e ecto-5-nucleotidase foi determinada de acordo com RICO e
colaboradores (2003) e SENGER e colaboradores (2004). Membranas enceféalicas de
peixes-zebra (3-5 ug de proteina) foram adicionadas a reacao que contém 50 mM Tris-
HCI (pH 8) e 5 mM CaCl: (para a atividade da NTPDase) ou 50 mM Tris-HCI (pH 7,2)

e 5 mM MgClz (para a atividade da ecto-5-nucleotidase) em um volume final de 200
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ML. As amostras foram pré-incubadas por 10 minutos em 37°C. A reacao € iniciada
com a adicdo do substrato (ATP, ADP ou AMP) durante 30 minutos. A reacao é
interrompida pela adicdo de 200 pyL de acido tricloroacético (TCA) 10%. Apds o
término da reacdo, uma amostra de enzima é adicionada nos controles para corrigir a
hidrolise ndo enzimatica do substrato. As amostras sdo mantidas no gelo por 10
minutos e apods € adicionado 1 mL de um reagente usado para a determinacéo do
fosfato inorganico (Pi), composto de molibdato de amonio, alcool polivinilico, verde de
Malaquita e &gua (1:1:2:2), como descrito por CHAN et al. (1986). As amostras foram
incubadas em temperatura ambiente durante 20 minutos e a leitura do ensaio
colorimétrico foi realizada a 630 nm. O tempo da incubacéo e as concentracdes das
proteinas foram escolhidos a fim de assegurar a linearidade da reacdo. A atividade
especifica € expressa por nmol de Pi liberado por minuto por miligrama de proteina.

5.7.3. Adenosina Desaminase

A atividade da adenosina desaminase (ADA) em peixe-zebra é determinada
pela quantificacdo de NHs liberada a partir da reacdo de Berthelot como previamente
relatado (WEISMAN et al, 1988). As fracdes encefalicas (5-10 ug de proteina) foram
adicionadas ao meio de reacdo, contendo tampao acetato (pH 5,0) em um volume
final de 200 pL. As amostras foram pré-incubadas por 10 minutos a 37°C e a reacéo
€ iniciada pela adicdo de substrato (adenosina) a uma concentracéo final de 1,5 mM.
Apés a incubacéo por 120 minutos, a reacao é interrompida pela adigao de 500 uL do
reagente fenol-nitroprussiato (50,4 g de fenol e 0,4 mg de nitroprussiato de sédio/mL).
Controles com a adicao da preparacdo enzimatica ap0s mistura com o reagente fenol-
nitroprussiato foram utilizadas para corrigir a hidrélise ndo-enzimatica dos substratos.
As amostras foram misturadas com 500 pL de reagente hipoclorito alcalino (hipoclorito
de sédio 0,125% em NaOH 0,6 M) e em seguida incubadas a 37°C por 15 minutos. A
leitura do ensaio colorimétrico foi realizada utilizando o comprimento de onda de 635
nm. Tempos de incubagcdo e concentracbes de proteina foram escolhidos com o
objetivo de assegurar a linearidade das reacdes. A atividade da ADA foi expressa
como nmol NHz.min"t.mg* de proteina (ROSEMBERG et al., 2008).

5.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais foram expressos em meédia * erro padrao da média
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(E.P.M), média + desvio padrdo (D.P.) ou mediana % intervalo interquartil. Outliers
foram removidos usando a funcao “ldentificar outliers” do software Graphpad Prism
8.4.2, utilizando o método ROUT com Q = 1%. A distribuicdo dos dados foi avaliada
para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. A depender da
distribuicdo e niumero de grupos, foi utilizado um dos seguintes testes estatisticos:
Mann Whitney, teste t de Student, ANOVA de uma via ou o teste de Kruskal-Wallis.
As andlises post-hoc foram feitas pelos testes Tukey ou Dunn, dependendo da

necessidade de comparar 0s grupos de tratamento com o controle ou entre zonas.
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6. RESULTADOS
6.1. ESTABELECIMENTO DO MODELO DE TDM
6.1.1. Analise comportamental e de memoéria de animais expostos a reserpina
O padrao comportamental dos animais foi analisado 7 dias apdés uma Unica
exposicao a reserpina (40 pg/mL) por 20 minutos. Observamos alteragbes
locomotoras apds a exposicdo a reserpina (Figura 8) em todos os parametros
analisados. Em comparacdo ao grupo controle, os animais expostos a reserpina
apresentaram aumento no parametro de tempo imovel (p < 0,0001, Figura 8A) e tempo
gasto na zona inferior do aquario (p < 0,0001, Figura 8D). Além disso, esses animais
apresentam reducgao nos parametros de velocidade (p < 0,0001, Figura 8B) e distancia
percorrida (p < 0,0001, Figura 8C). N&o houve diferenca no comportamento de
interacdo social, uma vez que nao houve mudanca significativa no tempo de
permanéncia na zona de estimulo (p = 0,6830, Figura 9) quando os animais
expostos a reserpina foram comparados ao grupo controle. Em relacdo a memoaria
analisada através da esquiva inibitoria, houve diferenca na laténcia dos dias de treino
entre 0s animais expostos a reserpina em comparagdo com o grupo controle (p =
0,0257). Entretanto, os dados demonstram que ndo ha prejuizo da memaria no grupo

tratado com reserpina (Figura 10).

Figura 8: Parametros exploratérios e locomotores de peixes-zebra dos grupos controle e expostos a
reserpina apoés 7 dias da exposicdo. A — Tempo imovel (s); B — Velocidade média (cm/s); C — Distancia

percorrida (cm); D — Tempo na zona inferior (s); n = 18 - 20. Os dados estao expressos em média +
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E.P.M. Os dados do tempo imével e disténcia foram analisados pelo Teste t de Student e os dados da
velocidade média e tempo na zona inferior foram analisados pelo teste Mann Whitney. p < 0.0001 (****)
guando comparado com 0 grupo controle.

Fonte: A autora (2022).

Figura 9: Parametros de interacdo social de peixes-zebra dos grupos controle e expostos a reserpina
apo6s 7 dias da exposigdo. O tempo total na zona estimulo (s) foi quantificado; n = 18 — 20. Os dados
estdo expressos em média + E.P.M. Foram avaliados pelo teste Mann Whitney, sendo considerada
diferenca estatistica quando p < 0.05.
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Fonte: A autora (2022).

Figura 10: Parametros de memdria de peixes-zebra avaliados através da esquiva inibitéria nos grupos
controle e expostos a reserpina ap6s 7 dias da exposi¢cédo; n = 12 — 13. Os dados estdo expressos em
mediana + intervalo interquartil e foram analisados individualmente para cada grupo; p < 0.0001 (****)
indicam as diferencas entre as sessfes de treino e teste para cada grupo usando pares combinados U
de Mann-Whitney; p < 0,05 (*) indica diferenca na sesséo de treino entre os grupos, avaliados pelo
teste t de Student.
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6.1.2 Analise neuroquimica de animais expostos a reserpina
6.1.2.1. A reserpina altera os niveis de serotonina, dopamina e DOPAC

As analises neuroquimicas dos animais expostos a reserpina (40 ug/mL) foram
realizadas 7 dias ap0s Unica exposicdo com duracdo de 20 minutos. Os niveis de
monoaminas foram quantificados (Figura 11), observando uma diminuicao
significativa nos niveis de 5-TH (p < 0.0001, Figura 11A) e DA (p < 0.0001, Figura
11B), nos encéfalos de animais expostos a reserpina quando comparado com o grupo
CTRL. Os resultados também demonstraram um aumento nos niveis do metabdlito
DOPAC (p = 0.0285), conforme observado na Figura 11C.

Figura 11: Analise dos niveis de serotonina, dopamina e DOPAC em encéfalos de peixes-zebra
expostos a reserpina, comparados com o grupo controle; n = 4 — 6. Os dados foram expressos em
média £ D.P. Os dados foram analisados pelo teste t de Student. p < 0.05 (*) e p £0.0001 (****).
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Fonte: A autora (2022)

6.1.2.2. Reserpina altera a hidrélise de ADP e AMP, sem alterar a hidrélise de ATP

As atividades enzimaticas das ectonucleotidases foram analisadas 7 dias ap0s
exposicao aguda a reserpina (40 pg/mL). Os resultados encontram-se na Figura 12,
onde observamos que os animais tratados com reserpina quando comparados ao
grupo controle tiveram alteracdo significativa na atividade das NTPDases com o
substrato ADP, aumentando a hidrélise deste nucleotideo em aproximadamente 84%
(p =0.0012, Figura 12B). Os resultados também demonstraram uma diminui¢cao sobre
a atividade da ecto-5-nucleotidase, reduzindo a hidrélise do AMP em
aproximadamente 34% (p = 0.0226, Figura 12C). No entanto, ndo houve mudancas
na hidrélise de ATP (p = 0.1282, Figura 12A).

Figura 12: Andlise da atividade enzimética das ectonucleotidases de encéfalos de peixes-zebra
expostos a reserpina comparados com o grupo controle; n =4 — 6. Os dados foram expressos em média

+ D.P. Os dados foram analisados pelo teste t de Student. p < 0.01 (**).
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Fonte: A autora, (2022).

6.1.2.3. Reserpina altera a atividade da ADA em membranas cerebrais

Além da analise da atividade enzimética das ectonucleotidases, realizamos a
andlise da ADA (Figura 13) que é responsavel pela desaminacédo da ADO em inosina,
7 dias apos a exposicao a reserpina. Comparado com o grupo controle, observamos
gue houve diminuicdo de aproximadamente 38% na atividade da ADA nas membranas
cerebrais (p = 0.0146, Figura 13A), ndo alterando a atividade da ADA soluvel (p =
0.8135, Figura 13B).

Figura 13: Analise da atividade enzimatica da ADA em fracdo de membrana e fracédo sollvel de
enceéfalos de peixes-zebra expostos a reserpina comparado com o grupo controle; n = 4 — 6. Os dados

foram expressos em média + D.P. e analisados pelo teste t de Student. p < 0.05 (*).
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Fonte: A autora (2022).

6.2. VALIDACAO DO MODELO TDM - ANALISE COMPORTAMENTAL DE ANIMAIS
EXPOSTOS A RESERPINA E TRATADOS COM FLUOXETINA

Foram observados os efeitos da fluoxetina, farmaco amplamente utilizada no
tratamento de doencas psiquiatricas, como o TDM, em animais expostos a reserpina
(40 pg/mL). Os animais foram tratados com fluoxetina (0,1 ug/mL) cronicamente por
7 dias. Como os achados mostraram alteracfes apenas nos parametros locomotores,

realizamos apenas essa tarefa apos a exposicdo a fluoxetina (n = 18 — 20). Os
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resultados demonstram uma reversdo dos efeitos comportamentais causados pela
reserpina, conforme mostrado na Figura 14. Em relacdo ao tempo imovel, nossos
resultados demonstram que a fluoxetina reverte a alteragdo comportamental causada
pela reserpina (p < 0,0001, Figura 14A). Os efeitos na velocidade média também
foram revertidos no grupo FLU/RES (p < 0,0001, Figura 14B), mostrando uma
velocidade média menor no grupo RES quando comparado aos demais grupos (p <
0,0001). Na distancia percorrida, também observamos diferenca entre 0s grupos
CTRL e FLU/RES (p = 0,0222, Figura 14C) e a reducao causada pela reserpina foi
revertida, como observado no grupo FLU/RES (p = 0,0094). Além disso, quando
comparado ao grupo RES, vimos que houve diferenca estatistica entre os grupos FLU
(p = 0,0253) e CTRL (p < 0,0001). Em relacdo a permanéncia no fundo do tanque
(Figura 14 D), nossos resultados mostram maior permanéncia do grupo RES nesta
zona quando comparado ao grupo CTRL (p < 0,001), grupo FLU (p = 0,0011) e grupo
FLU/RES (p <0,0001). Além disso, também observamos maior permanéncia do grupo

FLU em relacdo ao grupo CTRL nessa zona (p = 0,0477).

Figura 14: Parametros exploratdrios e locomotores de peixes-zebra dos grupos controle, tratados com
fluoxetina e/ou expostos a reserpina, apos 7 dias da exposi¢do. A — Tempo imdvel (s); B — Velocidade
média (cm/s); C — Distancia percorrida (cm); D — Tempo na zona inferior (s). Os dados estdo expressos
em média = E.P.M. Os dados foram analisados Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc Dunn. p <
0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p < 0.0001 (****),
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Fonte: A autora (2022).

6.3. EFEITO COMPORTAMENTAL DO EXERCICIO FiSICO EM MODELO DE TDM
UTILIZANDO RESERPINA

Os animais foram submetidos ao exercicio fisico por 18 dias ao longo de 06
semanas. Na ultima semana, os animais foram expostos agudamente a reserpina (40
Mg/mL) e, 7 dias apOs a exposicdo, foi realizada a andlise comportamental da
locomocéao (n = 18 — 22), uma vez que apenas esta tarefa se mostrou alterada apés a
exposicao a reserpina. Observamos que o exercicio fisico previne o aparecimento de
sintomas compativeis com estresse, ansiedade e depressdo em peixes-zebra que
foram expostos a reserpina quando comparados ao grupo que foi tratado apenas com
reserpina (Figura 15). Mais uma vez, observamos diferenca significativa entre os
grupos RES e CTRL em todos os parametros analisados. Em rela¢do ao tempo imovel
(Figura 15A), observamos que o exercicio fisico previne esse efeito causado pela
reserpina (p < 0,0001), além de demonstrar uma diferenga significativa entre os grupos
RES - EXER e CTRL - EXER/RES (respectivamente: p = 0,0025, p = 0,0113). Em
relacdo aos parametros velocidade média e distancia percorrida (Figura 15B e Figura

15C), vimos que o exercicio fisico previne a reducdo de ambos os parametros,
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causada pela reserpina (p = 0,0002, p = 0,0081, respectivamente),além de demonstrar
diferenca entre o grupo RES quando comparado com o grupo EXER (p < 0,0001, em
ambos os parametros analisados). No ultimo parametro analisado no teste de
locomogé&o, no tempo na zona inferior (Figura 15D), nossos resultados mostram que
0S animais tratados com reserpina permanecem mais tempo nesta zona quando
comparados aos grupos CTRL (p < 0,0001), grupo EXER (p = 0, 0049) e do grupo
EXER/RES (p = 0,0238), demonstrando que o exercicio fisico previne os efeitos

comportamentais causados pela reserpina.

Figura 15: Parametros exploratdrios e locomotores de peixes-zebra dos grupos controle, submetidos
ao exercicio fisico e/ou expostos a reserpina. A — Tempo imovel (s); B — Velocidade média (cm/s); C —
Distancia percorrida (cm); D Tempo na zona inferior (s); n = 18 — 22. Os dados estdo expressos em
média = E.P.M. Os dados foram analisados Kruskal-Wallis, seguido de teste post hoc Dunn. p < 0.05
(*), p=0.01 (**), p = 0.001 (***) e p < 0.0001 (****), quando comparado com o0 grupo controle.
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7. DISCUSSAO

O TDM é uma doenca psiquiatrica que possui uma série de sintomas
especificos debilitantes. Em comparacdo com a populacdo geral, pessoas com
depressdo tém uma expectativa de vida reduzida, pior qualidade de vida e aptidao
cardiorrespiratoria, e risco aumentado de diabetes tipo 2 (BUENO-ANTEQUERA et
al., 2020). Além disso, essa patologia teve um crescimento expressivo na ultima
década, sendo este crescimento ainda mais acentuado nos ultimos dois anos,
podendo estar relacionado com a pandemia da COVID-19 (ETTMAN et al., 2020;
VARMA et al., 2020; DALY et al., 2022). Assim, trata-se de uma condicao clinica que
necessita cada vez mais de estudos que visem ndo s6 o tratamento, mas também a
prevencgao.

Uma forma segura e confiavel para explorar e/ou consolidar métodos de
prevencdo e tratamento do TDM é através da experimentacédo animal. Neste estudo,
utilizamos o peixe-zebra como organismo modelo. Para isso, um dos principais focos
deste estudo foi estabelecer o modelo de depressédo através da administracdo do
farmaco reserpina em animais adultos, visto que possui rapida resposta quando
comparado a outras metodologias para inducdo de sintomas compativeis com
depressdo em peixe-zebra, seguindo protocolo ja estabelecido (KYZAR et al., 2013).
Na sequéncia, usamos fluoxetina, um antidepressivo, para validar o modelo de
depressao induzido pela reserpina. Além disso, exploramos também o envolvimento
da reserpina na atividade enzimatica das ectonucleotidases e da adenosina
desaminase, uma vez que o sistema purinérgico pode ser uma via farmacolégica em
potencial no tratamento do TDM (DINIZ et al., 2017; BARTOLI et al., 2020). Os efeitos
do exercicio fisico como um potencial mecanismo preventivo contra 0s sintomas
caracteristicos de depressdo foram avaliados em peixe-zebra, uma vez que o
exercicio fisico pode causar alteracdes positivas nos niveis de neurotransmissores
envolvidos no TDM (BASSO & SUZUKI et al., 2017).

Inicialmente, utilizamos o protocolo de KYZAR e colaboradores (2013), para a
induc&o de um modelo de depressdo em peixes-zebra, onde 7 dias ap0s a exposi¢ao
a reserpina, avaliamos o comportamento e memoaria destes animais. Como resultado,
vimos que nao houve alteracdo na interacao social. Em relacdo a memoria aversiva,
observamos diferenca na laténcia da passagem do compartimento claro para o escuro

no dia de treino entre os grupos CTRL e EXER, o que pode ser relacionado com os
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resultados observados acerca da atividade locomotora e do comportamento
exploratorio no teste de locomocgédo, apesar desta diferenca, ndo foi demonstrada
alteracdo na memoéria dos animais expostos a reserpina. SAMAD e colaboradores
(2021) obtiveram resultado divergente ao nosso em relagdo a memoria, pois relataram
em seu estudo que a reserpina em roedores provoca déficit de memoria. Este
resultado pode ser devido a diferenca na metodologia utilizada, visto que neste estudo
0s animais foram expostos de forma cronica a reserpina durante 28 dias, e ndo com
apenas uma exposicdo, como realizamos no nosso estudo. Nossos resultados
mostraram que houve alteracdo na locomocéo destes animais quando comparados
com o grupo controle, reduzindo a velocidade média, distancia percorrida, além de um
aumento do tempo imoével e no tempo gasto na zona inferior. Esta atividade
locomotora significativamente diminuida, juntamente com comportamento exploratorio
hipoativo, provou que este farmaco € capaz de mimetizar sintomas do tipo depressivo
em peixes-zebra. Nossos resultados na andlise comportamental vao ao encontro de
outros estudos que também observaram alterac6es na locomocdo dos animais que
foram expostos a reserpina, em relacdo ao maior tempo imével destes animais
(KYZAR et al., 2013; ZHANG et al., 2018; TANG et al., 2019), alteracdo na distancia
total percorrida e tempo na zona superior (TANG et al., 2019), e alteracdo na
velocidade destes animais (ZHANG et al., 2018).

Além da analise comportamental, realizamos analises neuroquimicas para
avaliar os niveis de 5-HT, DA e seu metabdlito DOPAC em cérebros de peixe-zebra
expostos a reserpina, para verificar se a reserpina afeta os neurotransmissores
envolvidos no TDM. Os resultados mostraram uma diminui¢éo significativa nos niveis
de 5-HT e DA, e um aumento no DOPAC. Esses resultados eram esperados uma vez
que a reserpina atua no VMAT de forma irreversivel, impedindo o armazenamento
desses neurotransmissores nas vesiculas causando a deplecédo de 5HT, NE e DA nos
neurbnios pré-sinapticos. Desta forma, as monoaminas sdo acumuladas no
citoplasma, ha um aumento da disponibilidade de DA extravesicular no citoplasma,
sendo este o substrato metabolizado pela MAO em DOPAC, consequentemente
aumentando os niveis de DOPAC (TREJO et al., 2001). Por outro lado, TANG et al.
(2019), utilizando o peixe-zebra, mostraram uma diminuicdo nos niveis de 5-HT, sem
alterar os niveis de DA quando comparados ao controle. No entanto, outros estudos

publicados anteriormente, com roedores, mostraram resultados semelhantes aos
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nossos achados, com reducdo nos niveis de 5-HT e DA e aumento nos niveis de
DOPAC (ROFFLER-TARLOV et al., 1971; BUNNEY et al., 1973; OE et al., 2010).

Apbs estas confirmacdes dos efeitos da reserpina no comportamento e nas
monoaminas, investigamos os efeitos deste farmaco na atividade enzimatica das
ectonucleotidases, que sao responsaveis pela hidrolise de ATP até ADO, e a atividade
enzimatica da ADA que é responsavel pela desaminacdo da ADO em inosina. NOossos
resultados mostraram que houve alteragdo na atividade das NTPDases com o
substrato ADP, aumentando a hidrolise deste nucleotideo. Além disso, houve
alteracdo também na atividade da ecto-5’-nucleotidase, reduzindo a hidrolise do AMP,
e uma reducdo na atividade da ADA em membranas cerebrais, demonstrando um
provavel mecanismo compensatério e o envolvimento deste sistema no TDM. Estudos
prévios demonstraram o envolvimento do sistema purinérgico na depresséao, onde foi
observada uma reversdo das alteracdes neurocomportamentais causadas por
estresse agudo de contencdo em roedores, utilizando um inibidor especifico da ecto-
5’-nucleotidase, a adenosina5'-(a,3-metileno)difosfato (AMPCP) (LIU et al., 2020).
MINOR e colaboradores (2015) utilizaram o mesmo modelo farmacolégico que nosso
estudo para inducdo da depressdo, no entanto em roedores, e apresentou como
resultado a reversao dos sintomas comportamentais causados pela reserpina através
da cafeina, um inibidor ndo seletivo dos receptores de adenosina. SILVA et al. (2015),
em seu estudo com peixes-zebra, mostraram que a cafeina e o DPCPX (antagonista
seletivo do receptor Al) foram capazes de prevenir as alteracdes comportamentais
induzidas pelo tratamento com MK-801, mostrando a pertinéncia de explorar ainda
mais a sinalizacdo adenosinérgica.

Devido aos resultados encontrados, para validar o modelo de depresséo em
peixe-zebra, utilizamos a fluoxetina, um ISRS, uma vez que este farmaco tem sua
acao ja bem caracterizada na literatura, sendo amplamente utilizado como tratamento
para depressao. Nossos resultados mostraram que a fluoxetina (0,1 ug/mL) reverteu
os efeitos locomotores e exploratorios causados pela reserpina, confirmando que os
sintomas comportamentais encontrados sugerem um modelo de depressao. Esse
resultado pode ser correlacionado com o encontrado no estudo de ZHANG et al.
(2018) que demonstraram que a sertralina, um antidepressivo da classe dos ISRS,
reverte o0s efeitos comportamentais gerados pela reserpina em peixe-zebra,

analisados no teste de locomocéao, apés 7 dias de tratamento com sertralina. Devido
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aos resultados encontrados, podemos dizer que o modelo de depressao utilizando
este farmaco foi estabelecido.

Além disso, a ultima fase do presente estudo avaliou o exercicio fisico como
forma de prevencgéo aos sintomas depressivos através da andlise do comportamento
locomotor dos animais expostos a reserpina. Ja se sabe que o exercicio fisico tem
efeitos neuroquimicos, aumentando os niveis periféricos de DA e 5-HT em humanos
(BASSO e SUZUKY, 2017) e no encéfalo de roedores (CHENNAOUI et al., 2000;
RENOIR et al., 2011; MIZUTANI et al., 2013). Nossos resultados demonstraram que
houve uma diferenga expressiva no tempo imoével (p < 0.0001), bem como em todos
0s outros parametros analisados da locomocdo. Da mesma forma, AGUIAR e
colaboradores (2009) demonstraram que alteragcbes comportamentais causadas pela
reserpina em roedores séo prevenidas atravées do exercicio fisico, corroborando com
nossos achados.

O peixe-zebra € um modelo animal que vem ganhando cada vez mais espaco
para estudos de fisiologia do exercicio e pesquisa comportamental, pois oferece
muitas vantagens em relacdo a outros modelos animais, uma vez que os tuneis de
natacdo sao utilizados para garantir a intensidade do exercicio, através do controle
rigido da vazao d’agua, o que permite que os protocolos sejam padronizados entre 0s
estudos (DEPASQUALE e LERI, 2018). Além disso, os peixes-zebra tém uma
tendéncia natural ao cardume, facilitando assim a utilizacdo de protocolos de
exercicios em grupo e simulando uma condi¢do natural da espécie. Outro fator
importante a ser levado em consideracdo esta relacionado ao fato de que “nadar
contra a correnteza” é um fator intrinseco ao peixe-zebra, tornando o exercicio fisico
uma atividade ndo estressora. Até o presente momento, ndo foram publicadas
evidéncias consistentes do potencial do exercicio para prevenir 0s sintomas
depressivos no peixe-zebra, o que mostra a relevancia deste estudo para a pesquisa

cientifica, auxiliando na construcédo de novos estudos acerca do tema.

8. CONCLUSAO

O modelo de depressao causado pela reserpina em peixe-zebra é de fato
viavel, sendo que nosso estudo demonstra resultados consistentes, tanto
comportamentais quanto neuroquimicos. Além disso, validamos este modelo de
depressao, através de um farmaco comprovadamente eficaz no tratamento da

depressdo, e demonstramos que o exercicio fisico previne os sintomas de
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comportamento do tipo deprimido induzidos pela reserpina. Com estes resultados,
abrem-se novas possibilidades para estudos de outras vias farmacoldgicas ou
fisiol6gicas para reverter ou prevenir o TDM, bem como incentivar outros estudos com

a finalidade de explorar os efeitos do exercicio fisico no peixe-zebra.

9. PERSPECTIVAS

Devido a algumas limitagbes na conducao deste estudo, especialmente devido
a pandemia da COVID-19, temos as seguintes analises como perspectivas deste
estudo:
- Analise do metabolismo do ATP, ectonucleotidases e adenosina desaminase em
animais expostos a reserpina e exercicio fisico;
- Andlise dos niveis de neurotransmissores DA e 5-HT, e do metabdlito DOPAC em

animais expostos a reserpina e exercicio fisico.
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Abstract

Major depressive disorder (MDD) has increasingly reached the world population, with an even
more expressive increase in recent years due to the COVID-19 pandemic. In this study, we used
adult zebrafish (Danio rerio) as a model to verify the effects of reserpine on behavior and
neurotransmitter levels. We observed an increase in the parameters of immobile time and time
spent in the bottom zone of the tank in reserpine-exposed animals. On the other hand, the results
demonstrated a decrease in distance traveled and velocity. Reserpine exposure did not induce
changes in memory and social interaction when compared to the control group. However, we
observed a significant reduction of dopamine and serotonin levels and an increase in the 3,4-
Dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) levels. In addition, we also evaluated the influence of
chronic exposure to fluoxetine, a well-known antidepressant, on the behavior of reserpine-
exposed animals. The results showed a reversal of behavioral alterations caused by reserpine.
To verify possible preventive effects of physical exercise on reserpine-induced depression, the
animals were subjected to physical exercise for 6 weeks. Results demonstrated the protection
of physical exercise against the behavioral effects caused by reserpine in zebrafish. Our results
showed that reserpine was effective in the induction of MDD symptoms in this animal model,
and physical exercise may be an alternative to prevent the effects induced by reserpine.
Keywords: major depressive disorder; physical exercise; reserpine; zebrafish.
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1. Introduction

Major depressive disorder (MDD) or simply depression is a disabling condition that
presents a set of symptoms, such as changes in body weight, lack of interest in daily activities,
sleep disturbance, reduced concentration, difficulty thinking and making decisions, alteration
in psychomotor activity, recurrent thoughts of death, among other clinical manifestations.
These symptoms affect physical health, human relationships, and cognitive function and may
lead to suicide (Brigitta et al., 2002; Hasler et al., 2004; DSM-5, 2013; Jesulola et al., 2018).
According to Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators (2018), MDD affects
approximately 264 million people worldwide and may present an individual risk of 15% to 18%
in the occurrence of this clinical condition throughout life (Bromet et al., 2011). However, this
number is currently more expressive, according to the meta-analysis by Bueno-Notivol et al
(2021), which demonstrates that depression rates in the general population could be seven times
higher during the COVID-19 pandemic and should be more than double by 2030 (Bueno-
Antequera et al., 2020).

For decades, many studies have hypothesized the causes of MDD. The most studied is
the monoaminergic hypothesis, in which depression is caused by an alteration in the levels of
one or more monoamines, such as serotonin (5-HT) and dopamine (DA) (Dean et al., 2017).
The pharmacological route most adopted for MDD treatment is the use of 5-HT reuptake
inhibitors (Bromet et al., 2011). However, studies show that treatment interruption ranges from
15% to 132% depending on the drug used (Cipriani et al., 2018), which is mainly related to the
occurrence of side effects, like weight gain, increased diabetes risk, sexual dysfunction, among
others (Schuch et al., 2019). Studies have reported that beyond pharmacological modulation,
physical exercise could also influence monoamine levels (Basso & Suzuki et al., 2017),
becoming an alternative for depression treatment. However, the systematic review developed
by Schuch et al. (2016) demonstrated there were few studies and some methodological
limitations, concluding that further studies are needed to better understand the effects of
physical exercise on MDD.

The zebrafish is an animal model used in studies related to psychiatric diseases, such as
anxiety and depression (Nguyen et al., 2014; DePasquale and Leri, 2018; Silveira et al., 2018).
This species has already identified several neurotransmitter systems related to MDD, such as
dopaminergic and serotonergic systems (Horzmann and Freeman, 2016). Moreover, behavioral
symptoms of depressive-like states can also be observed, such as anhedonia (reduced reward
behavior), loss or excess appetite, motor delay (hypolocomotion), fatigue, irritability,

restlessness (hyperactivity), lethargy, and social, and cognitive deficits (Nguyen et al., 2014).
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To mimic symptoms of MDD in zebrafish, some methods can be used, such as unpredictable
chronic stress, social isolation, genetic or pharmacological models, as reserpine exposure-
induction (Nguyen et al., 2014). Zebrafish have also been used as a model for analyzing the
effects of exercise on behavior and neurotransmission (Luchiari and Chacon, 2013; Gilbert et
al., 2014; DePasquale and Leri, 2018; Silveira et al., 2018). Among some of the beneficial
effects of physical exercise, the reduction of anxiety and improvement in the learning process
have already been described in the literature in zebrafish (Luchiari and Chacon, 2013; Gilbert
et al., 2014; DePasquale and Leri, 2018; Silveira et al., 2018).

Therefore, the present study aimed to establish a reserpine-depression model in adult
zebrafish, through neurochemical and behavioral analysis. Moreover, we tested fluoxetine for
validation of the reserpine-depression model since this drug is used in MDD treatment.
Afterward, the present study evaluated the preventive effects of physical exercise in a reserpine-

depression model in zebrafish.

2. Materials and Methods
2.1. Animals

In this study, a total of 336 adult male zebrafish (Danio rerio, strain AB, 6-8 months)
from our breeding colony were used. The animals were maintained in recirculating systems
(Zebtec, Tecniplast, Italy) with reverse osmosis filtered water equilibrated to reach the species
standard temperature (28 °C + 2 °C), pH (7.0 to 7.5), conductivity (300-700 uS), hardness (80-
300 mg/L), ammonia (< 0.02 mg/L), nitrite (< 1 mg/L), nitrate (< 50 mg/L), and chloride levels
(0 mg/L) (Zebtec, Tecniplast, Italy). The animals were submitted to a light/dark cycle of 14/10
hours respectively and received a balanced diet with commercial flakes (TetraMin Tropical
Flake Fish®) three times a day that was supplemented with brine shrimp (Westerfield, 2000).

The animals were manipulated according to procedures indicated by the Brazilian
Council of Animals Experimentation guidelines for Use of Fish in Research (CONCEA) and
the Brazilian legislation (11.794/08). All protocols were approved by the Animal Care
Committee of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul (  CEUA-PUCRS,
protocol number 9922). This study was registered in the Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN (Protocol No.
A3B073D).

2.2. Treatments

2.2.1. Exposure to reserpine
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Animals were exposed to 40 ug/mL reserpine (RES group) diluted in the water for 20
minutes (Kyzar et al., 2013, Zhang et al., 2018) The control (CTRL) group was maintained
under the same conditions and exposed only to the water. After 7 days, neurochemical and
behavioral analyzes were performed, as shown in Figure 1. In the following phases of the study,
RES-treated and CTRL groups were exposed to two different conditions: 1) fluoxetine
treatment (FLU); or 2) physical exercise (EXER), as detailed below and shown in Figure 2 and

Figure 3, respectively.

Analysis of
neurotransmitter levels;

Behavior analysis.

INSTANT O DAY 1 DAY 2 DAY 3 DAY 4 DAY 5 DAY 6 &

Reserpine exposure
40pg/mL

Figure 1: Timeline of performing experimental procedures for treatment with reserpine.

2.2.2. Fluoxetine Treatment

For validation of the reserpine-depression model, the animals were exposed to
fluoxetine at a concentration of 0.1 pg/mL for 7 days (Egan et al., 2009; Wong et al., 2013;
Marcon et al., 2016; Song et al., 2017). Four groups of animals were tested: 1) control group
(CTRL), animals exposed only to water; 2) RES group, animals exposed to reserpine; 3) FLU
group, animals chronically exposed to fluoxetine; and 4) FLU/RES group, animals exposed
chronically to fluoxetine after reserpine treatment. FLU and FLU/RES groups were exposed for
7 days to fluoxetine dissolved in the home tank, and this solution was changed daily. The
FLU/RES group was exposed to fluoxetine immediately after treatment with reserpine, as
shown in Figure 2. The RES group was exposed to reserpine and kept in the water for the
subsequent 7 days for further analysis. CTRL group remained only in water. Once the solution
containing fluoxetine was changed daily, the animals of the RES and CTRL groups also had
the water changed to mimic the same manipulations in all analyzed groups. After 7 days of

exposure, the animals were submitted to behavioral analyses.
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Treatment with Treatment with Treatment with
Fluoxetine Fluoxetine Fluoxetine Behavioral
0.1mg/L 0.1mg/L 0.1mg/L analysis
INSTANT O DAY 1 DAY 2 DAY 3 DAY 4 DAY 5 DAY & &
Exposure to Reserpine Treatment with Treatment with Treatment with
40pg/mL; Fluoxetine Fluoxetine Fluoxetine
0.1mg/L 0.1mg/L 0.1mg/L

Treatment with
Fluoxetine 0.1mg/L

Figure 2:
Timeline of performing experimental procedures for treatment with fluoxetine in animals

exposed to reserpine.

Exercise performed
Exercise Exercise 3 times a week;
performed 3 times performed 3 times
a week a week Bavioral analysis

WEEK 1 WEEK 2 WEEK 3 WEEK 4 WEEK 5 ﬁ

Start of the physical Exercise Exercise performed 3
exercise protocol, performed 3 times times a week;
being performed 3 a week

times a week. Specific groups exposed
to reserpine (40pg/mL).

Figure 3: Timeline of experimental procedures performed in animals submitted to physical

exercise and exposed to treatment with reserpine.

2.2.3. Physical Exercise Protocol

The adult zebrafish were submitted to aerobic training by increasing the swimming
speed (0.2-0.5 m/s) performed using a water pump (Ocean tech, 12000 L/h, with flow
controller). The velocity parameter was measured every day before each experiment in three
parts of the flow rate (proximal, medial, and distal), using a flowmeter built by the Laboratorio
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de Mecénica (LabMec) and Laboratdrio de Computacéo (LabCOM) of the Centro de Apoio ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da PUCRS (IDEIA). To carry out the physical
exercise, a specific apparatus was used (Figure 4). The apparatus consists of a structure
composed of two tanks. The first is a reservoir containing a heater and a flow filter that controls
and regulates the speed of the water. The second is the exercise tank, in which the animals were
placed to perform the task. This tank has a flow standardization barrier, responsible for ensuring
that the water flow speed is evenly distributed. In addition, the tank has a protective barrier to
prevent animals from being moved into the reservoir tank. This entire structure was fixed on
aluminum support. This apparatus was based on the study by DePasquele and Leri (2018) and
was made and tested by the Laboratério de Mecanica (LabMec) and Laboratorio de
Computacéo (LabCOM) of the Centro de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
da PUCRS (IDEIA).

The exercise protocol was based on the study performed by DePasquale and Leri (2018)
with modifications. The protocol consisted of 30 minutes of exercise a day, 3 times a week, for
6 weeks, totaling 18 days of exercise. To analyze the effect of physical exercise in a reserpine-
depression model, four groups of animals were tested, namely: 1) control group (CTRL),
animals exposed only to water; 2) RES group, animals exposed to reserpine; 3) EXER group,
animals submitted to physical exercise; and 4) EXER/RES group, animals exposed to physical
exercise and reserpine treatment. In the EXER group, the animals were allocated in groups of
5 animals in the exercise apparatus and were submitted to the physical exercise protocol for 6
weeks; the EXER/RES group was submitted to physical exercise under the same conditions as
the EXER group and it was acutely exposed to reserpine 7 days before the behavioral tests, at
a concentration of 40 pg/mL for 20 minutes (Figure 3). After these 6 weeks, behavioral tests

were performed.
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|

—/—) Exercise tank

Water Flow Uniform Barrier

Reservoir tank
Water filter

Tank support

Figure 4: Photograph of the physical exercise apparatus used in the present study (Made by
IDEIA-PUCRS).

2.3. Behavioral Analyzes
2.3.1. Novel Tank Test

The locomotor behavior of each animal was measured (n = 20). The experiments were
performed in a temperature-controlled room (28 + 2°C) between 8:30 am and 12:00 pm. The
animals were placed individually in experimental tanks (30 cm long x 15 cm high x 10 cm
wide). After 60 s habituation, their locomotor behavior was recorded for 5 min (Altenhofen et
al., 2017; Nabinger et al., 2018) for subsequent analysis with EthoVision XT software. The
analyzed behavioral parameters were immobile time (s), distance traveled (cm), velocity (cm/s,
the ratio between distance traveled and movement), time spent in the bottom zone (s). The
parameter movement was defined as the period during which the zebrafish exceeded the start
velocity (0.6 cm/s) and remained moving until reaching the stop velocity (0.59 cm/s; Tran et
al., 2016). The time spent in the upper zone is indicative of anxiolytic-like behavior, since
zebrafish tend to spend more time at the bottom zone of the tank when introduced to a new

environment and then move to the upper zone after a few minutes (Levin et al., 2007).

2.3.2. Social interaction
Zebrafish are schooling fish that may exhibit a preference for their conspecifics. Social
interaction was evaluated (n = 20) between 8:30 am and 12:00 pm. Each fish was individually

placed in an experimental tank (30 cm long x 15 cm high x 10 cm wide). An empty fish tank
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was placed on one side of the experimental tank. The other side contained an identically sized
tank that held 15 zebrafish, which were designated the “stimulus fish”. The fish undergoing
evaluation was allowed to acclimatize to the experimental tank for 60 s, after which its behavior
was video recorded over 5 min for subsequent analysis with EthoVision XT, according to
Nabinger et al. (2018). To quantify fish preference between the “stimulus fish” side of their
tank at the expense of the empty tank, the experimental tank was virtually divided into two
equal sections. "Social Zone" corresponded to the segments closer to the conspecific school
and "Non-social Zone" was considered as the segment closer to the empty tank. The amount of

time the experimental fish spent in each zone was measured during the 5 min experiment.

2.3.3. Inhibitory avoidance task

To assess if reserpine could impair memory in adult animals, we performed an inhibitory
avoidance test (n = 12) between 9:00 am and 12:00 pm (Blank et al., 2009; Nabinger et al.,
2018). There were two sessions, training and test, with a 24-h interval between them. In each
session, animals were placed individually in an experimental tank (18 cm long x 9 cm wide x 7
cm high) with water, divided by a guillotine door into two compartments of equal size: one
black and one white. During the training session, the animal was placed in the white
compartment (with the door closed) for 1-min habituation and environmental recognition. After
this period, the divider was lifted. Once the animal crossed into the black side of the tank, the
guillotine door was closed, and two electrodes attached to an 8.8 V stimulator delivered a 3 +
0.2 V AC shock pulse (intensity measured between electrodes and the center of the dark
compartment) for 5 s. The animal was gently removed from the apparatus and returned to its
housing tank with only water for 24 h until the test session, which consisted of the same protocol
as the training session, but without the electric shock. The latency to enter the black
compartment during each session was measured, and the expected increase in the test session
was used as an index of memory retention. A 180-s ceiling was imposed on test session latency

measurements.

2.4. Analysis of serotonin and dopamine neurotransmitter and DOPAC levels

For analysis of neurotransmitter levels, liquid chromatography with a mass spectrometer
(LC-MS) was used. The sample was prepared as described in other studies (Altenhofen et
al.,2017; Zanandrea et al., 2020). The experiments were conducted using six samples containing
a pool of six brains. Samples were separated and homogenized in 300 pL of 0.1 M formic acid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and centrifuged at 20,000 x g for 20 min at 4°C. The
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supernatant was transferred to a glass vial and injected into a Model 1290 Infinity UHPLC, an
Agilent Model 6460 TQQQ Mass Spectrometer (all HPLC components and MassHunter
software are from Agilent Technologies ®, Santa Clara, CA, USA). Chromatographic
separations were performed on a Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD, 5 x 2.1 mm, 1.8-micron
column (Agilent, Paolo Alto, USA), using a mobile phase composed of (A) 0.1% formic acid
and (B) acetonitrile with 0.1% formic acid, in gradient mode. The spectrometer was operated
in MRM mode and the analytes were quantified with the following transitions, 5-HT (177 >
160), DA (154 > 119.1), and DOPAC (169 > 123 and 169 > 77). Quantifications were
performed by external standardization and calibration curves were obtained with the following
concentrations: DA 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, and 20.0 ng/mL; SER 1.0, 5.0, 10.0, 15.0, and 20.0
ng/mL. Standards were prepared individually, at a concentration of 0,5 mg/mL. Before the
deferred phases, they were mixed and proposed with mobile A and added by
—mercaptoethanol in an equivalent concentration of the samples. The results were corrected
for the protein concentration of the samples.

2.5. Statistical Analysis

Data were expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M), mean + standard
deviation of the mean (S.D.M), or median with the interquartile range depending on the
analysis. Outliers were removed using the “Identify outliers” function of the Graphpad Prism
8.4.2 software, using the ROUT method with Q = 1%. Data distribution was assessed for
normality using the Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov tests. Depending on the
distribution and number of groups, one of the following statistical tests was used: Mann-
Whitney, Student's t-test, one-way ANOVA, or the Kruskal-Wallis test. Post-hoc analyzes were
performed by Tukey or Dunn tests, according to the need to compare treated and control groups

or between zones.

3. Results
3.1. Establishment of the MDD model
3.1.1. Behavioral and memory analysis of animals exposed to reserpine

The behavioral pattern of the animals was analyzed 7 days after a single exposure to
reserpine (40 pg/mL) for 20 minutes. We observed locomotor alterations after exposure to
reserpine (Figure 5) in all parameters analyzed. Compared to the control group, animals
exposed to reserpine showed an increase in the immobile time parameter (Fa717) = 3.632, p
<0.0001, Figure 5A) and time spent in the bottom zone (p < 0.0001, Figure 5E). On the other
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hand, these animals show a reduction in the parameters of velocity (p < 0.0001, Figure 5B) and
distance traveled (Fao,17) = 3,500, p < 0.0001, Figure 5C).
There was no significant difference in social interaction (Figure 6), analyzed by the time

spent in the stimulus zone (p = 0.6830) and memory (Figure 7), when compared RES and CTRL
groups.
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Figure 5: Locomotor parameters of zebrafish from control and reserpine groups, after 7 days
of exposure. A — Immobile time (s); B — Time spent in the bottom zone (s); C - Distance traveled
(cm); D — Velocity (cm/s) (n = 18-20). Data are expressed as mean + S.E.M. Immobile time
and distance traveled were analyzed using Student's t-test and velocity, time in the upper and

bottom zones was analyzed using the Mann-Whitney test. p < 0.0001 (****), when compared
with the control group.
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Figure 6: Social interaction parameters of zebrafish in the control and reserpine-exposed
groups, after 7 days of exposure. Total time in the stimulus zone (n = 18-20). Data are expressed
as mean + S.E.M. They were evaluated by the Mann-Whitney test. A statistical difference is
considered when p < 0.05 (*).

3.1.2. Neurochemical analysis of animals exposed to reserpine

Monoamine levels were quantified 7 days after a single exposure (40 pg/mL) to
reserpine for 20 minutes (Figure 8). The results shown a significant decrease in 5-TH (F;5) =
60.25, p < 0.0001, Figure 8A) and DA levels (F,.4= 7.051, p < 0.0001, Figure 8B) in the brains
of RES group when compared to the CTRL group. On the other hand, an increase in the DOPAC
levels was seen (F@,4) = 1781, p = 0.0285 ), as shown in Figure 8C.
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Figure 7: Aversive memory parameters of zebrafish, through inhibitory avoidance task, of the
control and reserpine-exposed groups, after 7 days of exposure (n = 12). Data are expressed as
the median * interquartile range and were analyzed individually for each group. **** p <
0.0001 indicate the differences between training and test sessions for each group compared by
Mann-Whitney U matched pair test. There were no differences between training performances

among all groups, as evaluated by the Kruskal-Wallis test.
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Figure 8: Analysis of serotonin, dopamine and DOPAC levels in zebrafish brains exposed to
reserpine, compared with the control group (n = 4-6). Data were expressed as mean = S.D. Data

were analyzed by Student's t-test. Considered statistical difference when p <0.05 (*),p <0.0001

(****) .

3.1.3. Validation of the MDD model - Behavioral analysis of animals exposed to reserpine and

treated with fluoxetine
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Since the findings showed alterations only in locomotor parameters, we performed this
task after fluoxetine treatment (n = 18 — 20). The results demonstrated a reversal of the
behavioral effects caused by reserpine, as shown in Figure 9. Regarding immobile time and
time spent in the bottom zone, the findings showed that FLU reversed the increase in these
parameters caused by RES (p < 0.0001, Figure 9A and 9B). As a result, a reduction in the
immobile time and time spent in the bottom zone of FLU (p < 0.0001 Figure 9A, p = 0.0011
Figure 9B) and FLU/RES (p < 0.0001 Figures 9A and 9B) can be seen, showing similar results
to the CTRL group (p < 0.0001 Figures 9A and 9B). Likewise, fluoxetine treatment also altered
the distance and velocity after reserpine exposure, since an increase was seen in FLU (p =

0.0253, Figure 9C; p = 0.0222, Figure 9D) and FLU/RES (p = 0.0094, Figure 9C; p < 0.0001
Figure 9D) groups.
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Figure 9: Exploratory and locomotor parameters of zebrafish from the control groups, treated
with fluoxetine and/or exposed to reserpine, after 7 days of exposure. A — Immobile time (s); B
— Time spent in the bottom zone (s); C - Distance traveled (cm); D — Velocity (cm/s) (n = 18-
20). Data are expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed by Kruskal-Wallis test, followed
by post hoc Dunn test. Considered statistical difference when p <0.05 (*), p <0.01 (**), and p
<0.0001 (***%*),
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3.2 Behavioral effect of physical exercise in reserpine-MDD model

The animals were subjected to physical exercise for 18 days over 06 weeks. In the last
week, the animals were acutely exposed to reserpine (40 ug/mL), and 7 days after exposure, the
behavioral analysis of locomotion was performed (n = 18 — 22), since only this task was shown
to be altered after reserpine exposure. The results show that physical exercise prevents the
alterations caused by reserpine exposure, reducing symptoms compatible with stress, anxiety,
and depression in zebrafish (Figure 10). It was seen that physical exercise prevented the
increase in immobile time and time spent in the bottom zone showed in RES group. The
findings demonstrated a decrease in these parameters in EXER (p = 0.0025, Figure 10A; p =
0.0049, Figure 10B) and EXER/RES (p < 0.0001, Figure 10 A; p =0.0238, Figure 10B) groups,
showing similar results to the CTRL group (p = 0.0272, Figure 10A; p <0.0001, Figure 10B).
Likewise, when analyzing the parameters of velocity and distance, we observed that physical
activity was also able to prevent the negative effects caused by reserpine. An increase in
distance and velocity was observed in EXER (p < 0.0001, Figures 10C and 10D) and
EXER/RES groups (p =0.0081, Figure 10C; p = 0.0002, Figure 9D), showing similar values to
the CTRL group (p = 0.0087, Figure 10C; p = 0.0005, Figure 10D), while a decrease in these
parameters was observed in the RES group.
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Figure 10: Exploratory and locomotor parameters of zebrafish from the control groups,
submitted to physical exercise and/or exposed to reserpine, after 7 days of exposure. A —
Immobile time (s); B — Time in the bottom zone (s); C - Distance traveled (cm); D — Velocity
(cm/s) (n =18-22). Data are expressed as mean + S.E.M. Data were analyzed by Kruskal-Wallis
test, followed by post hoc Dunn test. Statistical difference when p < 0.05 (*), p <0.01 (¥*),p <
0.001 (***) and p < 0.0001 (*¥***).

4. Discussion

MDD is a psychiatric illness that exhibits specific debilitating symptoms. Depressive
patients present a reduced life expectancy, worse life quality and cardiorespiratory capability,
and an increased risk of developing Type 2 Diabetes compared to the general population
(Bueno-Antequera et al., 2020). In addition, this pathology shows an increased incidence in the
last decade, especially in the last two years, which may be related to the COVID-19 pandemic
(Ettman et al., 2020; Varma et al., 2020; Daly et al., 2022). MDD is a clinical condition that
requires studies aimed not only at treatment but also at prevention.

A safe and reliable way to explore and/or consolidate methods of preventing and treating
MDD is animal experimentation. In this study, we used zebrafish as an organism model. For
this, one of the aims of this study was to establish a depression model through reserpine
administration in adult zebrafish. We choose this approach since it has a rapid response when
compared to other methodologies for inducing depression symptoms in this species (Kyzar et
al., 2013). Furthermore, we used the antidepressant fluoxetine to validate the reserpine-
depression model. Afterward, we evaluated physical exercise as a potential preventive
mechanism against the characteristic symptoms of depression in zebrafish, since physical
exercise can cause positive alterations in the neurotransmitter levels involved in MDD (Basso
and Suzuki et al., 2017).

Initially, we used the protocol establish by Kyzar et al. (2013) for the induction of a
depression model in zebrafish. In this protocol, after 7 days of reserpine exposure, we evaluated
the behavior and memory of the animals. As a result, we observed no changes in social
interaction and aversive memory. However, a study conducted by Samad et al. (2021) showed
that reserpine was able to cause memory deficit in rodents. This divergent result may be due to
the difference in the methodology used since in this study the animals were chronically exposed
to reserpine for 28 days, while our study was an acute exposure. Moreover, our results showed
alterations in locomotor activity of these animals when compared to the control group. The

results showed a reduction in velocity and distance traveled as well as an increase in immobile
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time and time spent in the bottom zone. This diminished locomotor activity, together with
hypoactive exploratory behavior, indicates that reserpine mimics symptoms of depression in
zebrafish. Furthermore, our results in the behavioral analysis are in line with other studies that
also observed alterations in the locomotion for animals that were exposed to reserpine, such as
the increase in immobile time (Kyzar et al., 2013; Zhang et al., 2018; Tang et al., 2019),
variations in the distance traveled and velocity (Tang et al., 2019; Zhang et al., 2018).

We also performed neurochemical analysis to assess the levels of 5-HT, DA, and its
metabolite DOPAC in reserpine-exposed zebrafish brains to check if that reserpine affects the
neurotransmitters that are involved in MDD. The results showed a significant decrease in 5-HT
and DA levels and an increase in DOPAC levels. These results were expected since reserpine
acts on the vesicular monoamine transporter (VMAT) irreversibly, preventing the storage of
these neurotransmitters in vesicles causing the depletion of 5HT, noradrenaline (NE), and DA
in presynaptic neurons. Monoamines are accumulated in the cytoplasm, thus there is an increase
in the availability of extravesicular DA, being metabolized by mitochondrial monoamine
oxidase (MAO) to DOPAC, consequently increasing the levels of this metabolite (Trejo et al.,
2001). On the other hand, Tang et al. (2019) showed a decrease in 5-HT levels in zebrafish and
the same DA levels when compared to control. However, other studies in rodents showed results
similar to those observed in our study with a reduction in both 5-HT and DA levels and an
increase in DOPAC levels (Roffler-Tarlov et al., 1971; Bunney et al., 1973; Oe et al., 2010).

The findings showed in this study mimic the characteristics and symptoms presented in
a depressive condition. For this reason, to validate the model in zebrafish, we used fluoxetine,
a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), which has its action already well characterized
and is used as a treatment for depression. Our results showed that fluoxetine (0.1 pg/mL)
reversed locomotor and exploratory effects caused by reserpine, confirming that behavioral
symptoms found are related to a depression model. This result can be correlated with those
found by Zhang et al. (2018), which demonstrated that sertraline, a SSRI antidepressant,
reversed the behavioral effects promoted by reserpine in zebrafish, which were analyzed after
7 days of treatment with sertraline in the novel tank test. These findings confirm the
establishment of a depression model in zebrafish using reserpine as an inducer.

In addition, the last phase of the present study evaluated how physical exercise, in a
preventive way, influences the behavior of zebrafish exposed to reserpine. It is known that
physical exercise has neurochemical effects, increasing peripheral levels of DA and 5-TH in
humans (Basso and Suzuky, 2017) and the brain of rodents (Chennaoui et al., 2000; Renoir et

al., 2011; Mizutani et al., 2013). Our results showed that physical exercise prevented the
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behavioral changes induced by reserpine. These findings agree with previous studies showing
that the behavioral change caused by reserpine in rodents is reversed by physical exercise
(Aguiar et al., 2009).

The zebrafish is an animal model that has gained more space for studies on exercise
physiology and behavioral neurobiology because it offers many advantages over other animal
models since swimming tunnels are used to rigidly control the flow speeds, which allows
protocols to be standardized across studies (DePasquale and Leri, 2018). In addition, zebrafish
have a natural tendency to shoal, thus facilitating the use of group exercise protocols. Another
factor to be considered is that “swimming against the current” is an intrinsic factor in zebrafish,
making physical exercise a non-stressful activity.

In summary, our study demonstrated that the reserpine-depression model in zebrafish
showed consistent results, with neurochemical and behavioral changes related to depression. In
addition, fluoxetine and physical exercise prevented the behavioral changes induced by
reserpine. Therefore, these findings can open possibilities for studies of new pharmacological
or physiological pathways to revert MDD using the reserpine as a model, and to explore more
effects of the physical exercise in the zebrafish.
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