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APRESENTAGAO

Este é um Trabalho de Curso (TC) de Graduacgao realizado pela estudante
Cristine Somavilla Fagundes, como parte dos requisitos para obter o titulo de
Bacharel em Medicina pela Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus
Passo Fundo-RS. A supervisdo académica foi conduzida pelo Prof. Dr. Ricieri Naue
Mocelin. O trabalho segue as diretrizes do Manual de Trabalhos Académicos da
UFFS e estd em conformidade com o Regulamento do TC do Curso. Ele abrange
um projeto de pesquisa, um relatério de atividades e um artigo cientifico, elaborados
ao longo de quatro semestres do programa de Medicina da UFFS. O primeiro
segmento abrange o projeto de pesquisa, realizado durante o componente curricular
(CCr) denominado Trabalho de Curso |, no segundo semestre de 2023. O segundo
segmento compreende o Relatério de Pesquisa, detalhando os eventos desde a
conclusao do projeto de pesquisa até a conclusdo dos experimentos e a coleta de
dados, ocorrido no primeiro e segundo semestres de 2024, sendo desenvolvido no
ambito do CCr de Trabalho de Curso Il. O terceiro segmento, produzido no ambito
do CCr de Trabalho de Curso lll, durante o primeiro semestre de 2025, é composto
pela conclusao do volume, apresentacao final e redagao de um artigo cientifico. Este
€ derivado da aplicacdo pratica do projeto, que envolve a execugao experimental do

plano desenvolvido, seguida de uma analise estatistica dos resultados obtidos.



RESUMO

A descoberta dos antibidticos revolucionou a medicina, melhorando o tratamento de
doencas infecciosas e aumentando a expectativa de vida. Entretanto, o uso
excessivo dessas substancias tém gerado preocupagbes, tendo em vista a
resisténcia bacteriana crescente e a falta de pesquisa de novos farmacos. Pesquisas
com modelos em neurociéncia sugerem que a exposicao a esses farmacos pode
alterar parametros comportamentais e o status oxidativo, afetando a o sistema
nervoso central. Nesse sentido, através de um estudo transversal, observacional,
analitico e descritivo, investigou-se o impacto dos antibiéticos Ciprofloxacino,
Claritromicina e Ceftriaxona sobre pardmetros comportamentais em peixes-zebra. O
estudo utilizou peixes-zebra (Danio rerio) adultos, distribuidos em 4 grupos, sendo 1
grupo controle e 3 grupos expostos a ciprofloxacina 6,25 mg/L, claritromicina 2 mg/L
ou ceftriaxona 1 mg/L por 96h. Apds exposicdo, avaliou-se parametros
comportamentais no teste do tanque novo (NTT), em que os animais foram filmados
por 6 minutos para analise comportamental (locomogao e exploragédo). As analises
estatisticas foram feitas através dos testes ANOVA one-way para comparagao entre
grupos, seguido de teste post hoc de Bonferroni's, para avaliar parametros
comportamentais e locomotores no NTT. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
Os efeitos do sexo e do tanque foram testados inicialmente, mas os dados foram
agrupados por auséncia de diferencas significativas. Quando comparada ao grupo
controle, a exposi¢cdo aguda aos antibiéticos ndo induziu mudancas sobre os
parametros de locomog¢ao. Ademais, ndo houve diferenga significativa no padrao
exploratorio dos peixes-zebra entre os grupos avaliados. Os antibidticos testados
nao provocaram mudangas comportamentais de peixes-zebra apds 96 horas de
exposicao, indicando perfil seguro em curto prazo. Contudo, sdo necessarios
estudos adicionais para avaliar possiveis impactos em exposi¢des crénicas ou sob
condigbes de estresse, combinando analises comportamentais com marcadores
bioquimicos e moleculares. Esses achados fornecem subsidios para o
desenvolvimento de melhores estratégias de avaliagao toxicolodgica, monitoramento

ambiental desses farmacos e sua influéncia na saude humana.

Palavras-chave: Antimicrobianos; Modelos Animais; Radicais Livres.



ABSTRACT

The advent of antibiotics has revolutionized modern medicine, significantly improving
treatment of infectious diseases and extending life expectancy. However, the overuse
of these compounds has raised substantial concerns, particularly regarding
increasing bacterial resistance and limited development of novel antimicrobial
agents. Studies employing neuroscience models suggest that antibiotic exposure
may modulate behavioral parameters and oxidative status, potentially affecting
central nervous system function. In this cross-sectional, observational, and analytical
study, we investigated the behavioral effects of three antibiotics on adult zebrafish
(Danio rerio). The experimental design included four groups: a control group and
three treatment groups exposed to ciprofloxacin (6.25 mg/L), clarithromycin (2 mg/L),
or ceftriaxone (1 mg/L) for 96 hours. Post-exposure, behavioral assessments were
conducted using the Novel Tank Test (NTT), with six-minute video recordings
analyzed for locomotion and exploratory activity. Statistical analysis was performed
using one-way ANOVA, followed by Bonferroni’s post hoc test, to compare behavioral
and locomotor parameters across groups. Significance threshold was set at 5%.
Initial testing for sex and tank effects revealed no significant differences, leading to
pooled data analysis. Results indicated that acute antibiotic exposure did not
significantly alter locomotion or exploratory behavior in zebrafish compared to
controls. These findings suggest a favorable short-term safety profile for the tested
antibiotics. However, further research is warranted to evaluate potential long-term or
stress-induced effects, integrating behavioral assessments with biochemical and
molecular biomarkers. This study contributes to the development of improved
toxicological evaluation strategies and underscores the need for environmental

monitoring of pharmaceutical compounds and their implications for human health.

Keywords: Antimicrobial agents; Animal models; Free radicals.
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1 INTRODUGAO

A medicina moderna sofreu uma mudancga radical em pouco mais de um
século, gracas a descoberta da penicilina em 1928, que garantiu o acréscimo de 23
anos ao tempo médio de vida dos seres humanos. Entretanto, a recente queda na
busca por novos antibidticos, bem como a evolugdo da resisténcia bacteriana
trouxeram interrogacdes e preocupacdes no atual cenario das discussdes sobre
saude (Hutchings; Truman; Wilkins, 2019).

A crescente persisténcia das infecgdbes que resultam em sintomas
clinicamente cronicos abre alerta ao uso prolongado ou repetido de antibiéticos para
total erradicagdo desse tipo de doenca (Grant; Hung, 2013). E comum que pacientes
com cancer, por exemplo, recebam tratamento com fluoroquinolonas como profilaxia
para a neutropenia febril, uma doenga que causa queda na imunidade e aumenta as
chances de infeccdo bacteriana. Os estudos sobre os efeitos desses farmacos no
organismo humano demonstraram analises que sugerem o papel dos
antimicrobianos na formacédo de radicais livres possivelmente nocivos e de

toxicidade mitocondrial (Kaur et al., 2013).

As mitocondrias sdo organelas presentes nas células eucarioticas de animais,
vegetais e fungos e sao responsaveis pelos processos de respiragdo celular e
produgcao de energia. Entretanto, sdo de origem bacteriana e, por isso, apresentam
ribossomos 55s e 60s que apresentam sensibilidade a antibiéticos (Chen; Chan,
2006). Paralelo a isso, estudos demonstraram que pacientes com doencgas
neurodegenerativas apresentaram queda no consumo de oxigénio no cérebro,
disfungao bioenergética e mitocondrial. Esta ultima apresenta-se nos transtornos de
ansiedade e de humor e nos estagios iniciais do desenvolvimento de deméncias.
Esses estudos corroboram a existéncia da relagdo entre o uso de antibidticos e a
ocorréncia de quadros neurodegenerativos (Suarez-Rivero et al., 2023). Apesar
disso, estudos demonstram a existéncia de efeito neuroprotetor em antibiéticos da
classe dos macrolideos, como a claritromicina, que atuam no bloqueio dos
receptores GABA,, responsaveis pelo efeito inibitério do sistema nervoso central
(SNC). Além disso, os macrolideos s&o reconhecidos por atuarem nos receptores
NMDA da neurotransmissao excitatéria glutamatérgica, com evidéncia de eficacia no

tratamento de ansiedade e depressao (Dinan; Dinan, 2022).
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Para o estudo de comportamento e danos oxidativos, um dos modelos mais
utilizados é o Peixe-zebra (Danio rerio). A relevancia dessa espécie, tanto em sua
fase adulta quanto larval, na area da neurociéncia tem aumentado significativamente
ao longo das ultimas décadas. O organismo modelo apresenta todos os principais
sistemas de neuromediadores, incluindo receptores de neurotransmissores,
transportadores e enzimas envolvidas na sintese e metabolismo. Isso se deve ao
fato de que esse vertebrado apresenta uma notavel semelhanga genética, chegando
a mais de 70% de homologia genética dos humanos (Kalueff; Stewart; Gerlai, 2014).
Ademais, o peixe-zebra oferece varias vantagens em relagdo a outros modelos
animais, como roedores - isso inclui facilidade de manutengdo devido ao seu
tamanho reduzido, maior taxa de reproducédo, embrides transparentes e, de maneira
geral, menor custo de experimentagdo, entre outras vantagens. Atualmente, é
considerado ideal para a pesquisa de aspectos comportamentais e toxicolégicos que

tém relevancia para a espécie humana. (Saluja et al., 2021).

A estrutura geral e a forma das células sdo muito semelhantes entre os
cérebros de ambos e sao mantidas quando comparadas aos seus equivalentes
humanos. Em termos de fungdo, érgdos como a amigdala e a habénula, por
exemplo, desempenham um papel semelhante na regulacdo do comportamento
emocional em ambas as espécies, com 0s principais neurotransmissores presentes
nos seres humanos também encontrados no peixe-zebra. Em resposta ao estresse,
eles também produzem cortisol, ativando um sistema semelhante ao eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) em humanos, conhecido como eixo
hipotalamo-hipdfise-interrenal  (HHI). Além disso, a existéncia de modelos
estabelecidos para estudar o comportamento e a ansiedade nessa espécie oferece
uma vantagem significativa em termos de validagao preditiva (Kalueff et al., 2014;
Kanungo et al., 2014; Mocelin et al., 2015). A extensa gama de comportamentos
bem documentados combinada com as semelhangas em varios sistemas, possibilita
a extrapolacdo dos resultados obtidos, estabelecendo um paralelo sélido com os
seres humanos (Kalueff et al., 2014; Macrae; Peterson, 2015). Nesse sentido, o
objetivo do estudo € investigar os efeitos dos antibidticos sob parametros
comportamentais e oxidativos em peixes-zebra em um modelo de transtorno mental

relacionado ao estresse.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 PROJETO DE PESQUISA

2.1.1 Tema

Efeitos dos antibiéticos sobre parametros comportamentais e de estresse oxidativo

em peixes-zebra.

2.1.2 Problemas

a) Quais os efeitos dos antibidticos Ciprofloxacino, Claritromicina e Ceftriaxona
sobre o comportamento de peixes-zebra em um protocolo de estresse agudo por
contencgéo (EAC)?
b) Quais os efeitos dos antibidticos Ciprofloxacino, Claritromicina e Ceftriaxona
sobre o status oxidativo de peixes-zebra em um protocolo de estresse agudo por
contengéo (EAC)?

2.1.3 Hipéteses

a) Ciprofloxacino atua como ansiogénico, enquanto a Claritromicina e Ceftriaxona
atuam como ansioliticos em peixes-zebra.

b) Ciprofloxacino promove o dano oxidativo, possuindo efeito neurotéxico, enquanto
Claritromicina e Ceftriaxona diminuem esse processo, atuando como

neuroprotetores em peixes-zebra.
2.1.4 Objetivos
2141 Objetivo geral

Descrever a influéncia dos antibidticos Ciprofloxacino, Claritromicina e Ceftriaxona

no comportamento e no status oxidativo em peixes-zebra.
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21.4.2 Objetivos especificos

a) Investigar o efeito da exposicdo aguda aos antibidticos Ciprofloxacino,
Claritromicina ou Ceftriaxona sobre o comportamento em peixes-zebra.

b) Analisar o efeito da exposicdo aguda aos antibidticos Ciprofloxacino,
Claritromicina ou Ceftriaxona em um modelo de estresse agudo sob parametros

comportamentais em peixes-zebra.

c) Avaliar o efeito da exposigado aguda aos antibiéticos Ciprofloxacino, Claritromicina
ou Ceftriaxona em um modelo de estresse agudo sob parametros oxidativos em

peixes-zebra.

2.1.5 Justificativa

O estudo da influéncia dos antibiéticos na medicina e na psiquiatria é de
extrema importancia devido as implicagdes significativas que esses medicamentos
tém na saude humana. Esses farmacos tém sido uma ferramenta crucial na luta
contra infecgdes bacterianas, salvando inumeras vidas e melhorando a qualidade de
vida das pessoas. No entanto, seu uso inadequado e os efeitos colaterais
associados a esses medicamentos sado questdes que merecem investigacao
detalhada e continua. Isso inclui orientar médicos na escolha apropriada de
antibidticos, duragdo do tratamento e prevencao de resisténcia. Além disso, a
conscientizagao sobre os riscos associados ao seu uso indevido é fundamental para
educar profissionais de saude e o publico em geral. Antibidticos, apesar de seu valor
terapéutico, podem ter efeitos colaterais adversos, incluindo danos as mitocondrias e
ao sistema nervoso central (SNC). Compreender os mecanismos subjacentes a
esses desfechos é fundamental para minimizar riscos e desenvolver tratamentos
mais seguros. O bem-estar fisico e mental esta interligado. Investigar como os
antibidticos afetam a saude mental pode ajudar a desenvolver estratégias mais
precisas de tratamento e cuidados de saude, considerando o paciente como um
todo. Nesse sentido, o uso do peixe-zebra como modelo para estudos
comportamentais € moleculares auxilia significativamente. O peixe zebra (Danio
rerio), conhecido mundialmente como zebrafish, € um pequeno teledsteo tropical de

agua doce, proposto inicialmente por George Streisinger como animal modelo para
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estudos de desenvolvimento ha cerca de 30 anos. A facilidade de manutencéo e
manipulacdo em relagdo a outros animais modelo como roedores, combinadas a
uma complexidade tipica de vertebrados que facilita a extrapolagao de resultados
nele obtidos em relagdo a humanos de maneira mais direta do que aqueles obtidos
em invertebrados, tem feito do peixe zebra o animal de escolha para investimentos
significativos em diversas areas da pesquisa biomédica. O conhecimento
neuroanatdmico e histologico hoje disponivel corrobora as sugestdes de que o peixe
zebra representa um organismo potencial nos estudos translacionais de estresse
cronico, embora ainda exista a necessidade de se estabelecer paradigmas
comportamentais adequados para sua avaliagdo e comparacdao com aqueles
estabelecidos para outras espécies. Este projeto propde o desenvolvimento e
validacao de um paradigma comportamental de estresse cronico para peixes, bem
como a busca de uma assinatura comportamental, bioquimica e molecular.
Considerando que bem-estar fisico e mental estdo interligados, € fundamental
investigar como os antibidticos afetam a saude mental pode ajudar a desenvolver
estratégias mais precisas de tratamento e cuidados de saude, considerando o ser
humano como um todo. Em suma, os estudos sobre a influéncia dos antimicrobianos
na neurociéncia sdo fundamentais para abordar desafios complexos relacionados a
resisténcia bacteriana, a saude mental e ao uso responsavel desses medicamentos.
O desenvolvimento do estudo em questao torna-se fundamental por identificar novas
preocupacgdes de seguranga associadas ao uso de antibioticos. Ele ndo apenas
beneficia pacientes individuais, mas também contribui para melhorar a saude publica
e promover 0 bem-estar em escala global, considerando que mente e corpo andam
juntos em relagado ao prazer de viver. Portanto, investir em pesquisas nessa area €

uma prioridade para o avango da medicina moderna.

2.1.6 Referencial tedrico

A descoberta e produgdo em larga escala de antibidticos nas primeiras
décadas do século XX marcaram um dos avancos mais notaveis na historia da
medicina. Essa inovadora categoria de medicamentos, juntamente com um amplo
conhecimento sobre agentes infecciosos e melhores medidas de higiene,

desempenhou um papel crucial na significativa redugdo do medo associado a
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diversas doengas contagiosas, resultando em um notavel aumento na qualidade de
vida e na expectativa de vida (Mohr, 2016).

A introdugcdo dos antibiéticos na pratica médica foi, inquestionavelmente, o
avango meédico mais significativo do século XX. Além de tratar doencgas infecciosas,
essas substancias possibilitaram muitos procedimentos médicos modernos, como o
tratamento do cancer, transplantes de 6rgaos e cirurgias de coragao aberto. No
entanto, o uso abusivo e inadequado desses compostos valiosos resultou no rapido
aumento da resisténcia antimicrobiana (RAM), tornando algumas infecgdes
praticamente intrataveis (Hutchings; Truman; Wilkins, 2019).

Os resultados das infec¢des bacterianas persistentes podem levar ao agravo
da doencga e proporcionar uma maior probabilidade de morte decorrente da propria
condigao clinica, além de um aumento no risco de disseminagao entre individuos.
Erradicar esses patdogenos representa um desafio consideravel, muitas vezes
requerendo tratamentos prolongados ou cursos repetidos de antibioticos. Durante
essas infeccbes demoradas, existe uma populagdo ou subpopulagdo de bactérias
que demonstra resisténcia aos farmacos convencionais, possivelmente devido a sua
incapacidade de se reproduzir ou a uma alteragédo em seu estado metabdlico (Grant;
Hung, 2013).

O aumento do tempo de exposi¢cdao dos individuos aos antibidticos traz
preocupacao a saude publica. Alguns pacientes em quimioterapia frequentemente
fazem uso desses compostos para a profilaxia ou o tratamento de infecgdes
bacterianas adquiridas pela neutropenia que o tratamento para o cancer induz (Kaur
et al., 2016). Entretanto, muitos pacientes oncoldgicos sofrem com essa condigao
por meses e até anos, com risco de recidivas. Além disso, o uso destes farmacos na
industria alimenticia e de insumos traz preocupag¢des sobre o uso exagerado dessa
substancia. Em 2011, aproximadamente 3,3 milhées de quilogramas de antibidticos
foram comercializados para uso humano, enquanto cerca de 13,6 milhdes de
quilogramas foram vendidos para uso em animais nos Estados Unidos. Esses
numeros indicam que 80% desses produtos foram direcionados para aplicacdes na
agricultura (FDA, 2014). Para nagbes pertencentes ao grupo BRICS, como Brasil,
Russia, india, China e Africa do Sul, é previsto um aumento de 99%, sugerindo que
a quantidade de antibiéticos consumidos podera dobrar até 2030 (Van Boeckel et al.,
2015).
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Os antibidticos da classe dos macrolideos formam uma extensa categoria de
agentes inibidores da sintese de proteinas, que despertam consideravel interesse
clinico devido a sua aplicabilidade em tratamentos médicos para seres humanos.
Esses compostos consistem em uma estrutura ciclica de anel macigo variavel em
tamanho, a qual estdo anexados um ou mais agucares desoxi ou aminoacidos. A
acao dos macrolideos como antibidticos envolve sua ligacdo a subunidade
ribossémica 50S de bactérias, o que interfere diretamente no processo de sintese de
proteinas (Dinos, 2017).

Esses farmacos tém sido estudados por suas propriedades anti-inflamatérias
e imunomodulatdrias. Muitas células envolvidas na resposta imune séao influenciadas
de alguma forma pelos compostos dessa classe. A eritromicina, por exemplo,
impede a liberagdo de Interleucina 8 (IL-8), de proteina ativadora de neutrdfilos
epiteliais 78 (ENA-78) e de proteina inflamatéria de macrofagos (MIP-1) de
macrofagos e leucécitos. Ha evidéncias que sugerem que os antibidticos
macrolideos com lactonas macrociclicas de origem policetidica de 14 e 15 membros,
mas nao os de 16 membros, diminuem a hipersecrecéo de citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias em culturas celulares, modelos animais e pessoas com doenca
pulmonar inflamatéria crénica, que parecem ser mediadas pela inibicdo da quinase
regulada por sinal extracelular (ERK). Esses medicamentos também foram
relacionados a interacdo com a quimiotaxia de neutréfilos (Lenz et al., 2021). Essa
caracteristica é importante na regulacdo da producgéo de radicais livres no processo
inflamatdrio bacteriano, responsavel por causar lesdes teciduais.

Apesar de demonstrarem uma notavel eficacia antibacteriana, os macrolideos
frequentemente sofrem de baixa biodisponibilidade, farmacocinética imprevisivel e
instabilidade em ambientes acidos, como o estdémago. Devido a essas limitagdes,
pesquisas iniciais buscaram desenvolver novos derivados com propriedades
aprimoradas. Isso resultou na segunda geragao dessa classe, que foram criados a
partir de modificagdes semissintéticas dos produtos naturais da primeira geracao,
com destaque para a claritromicina (Dinos, 2017; apud Omura et al., 1992). Um dos
principais modos de agcdo desses agentes antibacterianos é a sua capacidade de
interferir no processo de sintese de proteinas dentro das células bacterianas. Todos
os antibiéticos macrolideos compartiiham uma caracteristica comum, que € a sua
afinidade pela subunidade ribossémica maior (50S) nas bactérias (Vazquez-Laslop;
Mankin, 2018).
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De outro modo, as cefalosporinas sdao um grupo de antibidticos
beta-lactdmicos que sao amplamente utilizados no tratamento de infecgdes
bacterianas. Seu mecanismo de acao € a inibicdo da sintese da parede celular do
patdbgeno, o que leva a lise celular e morte do mesmo. A estrutura das
cefalosporinas inclui um anel B-lactdmico, que é responsavel por sua atividade, e
uma cadeia lateral variavel que determina sua atividade contra diferentes tipos de
bactérias. Os medicamentos desse grupo sao classificados em geracdes com base
em sua estrutura quimica e espectro de atividade, sendo que os de primeira geragao
tém um espectro mais estreito, enquanto os de quarta geragédo tém uma atividade
mais ampla (Olarte-Luis; Caceres-Galindez; Cortés, 2018).

A ceftriaxona, pertencente a terceira geracao desta classe, o mecanismo de
acao consiste em inibir a sintese da parede celular bacteriana, impedindo a
formagao de ligagbes cruzadas entre os peptideoglicanos. O farmaco se liga a uma
proteina ligadora de penicilina nas bactérias, inibindo a transpeptidagdo que é
necessaria para a formagao da parede celular. Isso leva a lise celular e morte do
patégeno (Tomberg et al., 2010). Essa substancia tem sido pesquisada por sua
capacidade de proteger o SNC em doengas neuropsiquiatricas. Estudos recentes
mostraram que a ceftriaxona pode aumentar a expressao de transportadores de
glutamato, que s&o responsaveis por remover o excesso dessa molécula da sinapse,
prevenindo a excitotoxicidade neuronal. Ademais, pode aumentar a degradacao de
proteinas mal dobradas, como a a-sinucleina, que se acumulam em doencas como
Parkinson e Alzheimer. Ela também pode proteger as células nervosas contra o
estresse oxidativo e a inflamacgao, reduzindo a morte celular e melhorando a funcao
cognitiva. Embora ainda haja muito a ser estudado sobre 0 mecanismo de agao da
ceftriaxona, esses resultados sugerem que ela pode ser uma opg¢ao promissora para
o tratamento de doencas neurodegenerativas (Smaga et al., 2020).

As fluoroquinolonas sao drogas antimicrobianas com atividade de amplo
espectro. Sdo agentes bactericidas que inibem a sintese de DNA nas bactérias. As
primeiras exemplares, como a ciprofloxacina, tinham como alvo principalmente
bactérias gram-negativas, incluindo espécies de Pseudomonas. As mais recentes,
como a levofloxacina e a moxifloxacina, tém cobertura expandida contra bactérias
gram-positivas, como Staphylococcus e Streptococcus, espécies de Mycobacterium
e alguns anaerobios (Chan; Bunce, 2017). O ciprofloxacino pertence a segunda

geracao desse grupo, e tem sido utilizada na pratica clinica ha cerca de trés
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décadas para o tratamento de varias infecgbes bacterianas (Zhang et al., 2018). Em
um estudo conduzido em ratos, esse medicamento administrado em baixas doses
induziu neurotoxicidade através da deplecao significativa dos neurotransmissores
acetilcolina e dopamina no cérebro dos ratos. Além disso, a administragdo de
ciprofloxacino aumentou significativamente as atividades das enzimas AChE,
MAO-A e MAO-B no cérebro dos ratos. Essas mudancas bioquimicas podem levar a
disturbios motores e outros sintomas neuroldgicos (Ibitoye; Ajiboye; Aliyu, 2019).

N&o se pode negar que os antibidticos sdo uma ferramenta preciosa na luta
contra as infecgdes causadas por micro-organismos. Eles desempenharam um
papel significativo na redugdo das taxas de mortalidade relacionadas as infecgoes
bacterianas e no aumento da esperanga de vida da populagao global. No entanto, &
importante notar que o uso desses farmacos esta associado a diversos efeitos
colaterais prejudiciais, sendo um dos mais comuns a disfungdo das mitocondrias.
Em esséncia, a maioria dos antibiéticos que matam bactérias, independentemente
de seu alvo molecular especifico, pode desencadear a morte celular atuando como
fatores de estresse que levam a producao excessiva de substancias reativas de
oxigénio (ROS). Isso ocorre devido a interrupgéo do ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) e da cadeia de transporte de elétrons nas mitocéndrias (Suarez-Rivero et al.,
2021). Status oxidativo refere-se ao equilibrio dinamico entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante celular. Quando
esse equilibrio é perturbado (a favor das ROS), ocorre o estresse oxidativo, levando
a danos em biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA.

A quantificacdo da peroxidacao lipidica pode ser realizada através do ensaio
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Esse ensaio é baseado na
reagcdo do acido tiobarbiturico com produtos de degradacéo de lipidios oxidados,
como o malondialdeido (MDA), formando um complexo corado que pode ser
quantificado por espectrofotometria. A quantidade de TBARS formados é
proporcional a quantidade de lipidios oxidados presentes na amostra. O TBARS é
um método amplamente utilizado para avaliar a peroxidacéo lipidica em amostras
bioldégicas, como soro, plasma, tecidos e células, e pode ser realizado de forma
simples, reprodutivel e econémica (De Leon; Borges, 2020).

A geracdo de ROS é um processo continuo e natural que desempenha
funcdes bioldgicas importantes. Essa produgao € regulada por diversos mecanismos

e vias metabdlicas e tem um papel crucial na sinalizagao tanto dentro como fora das
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células (Soares et al., 2015 apud Cunningham et al., 2012). A principal fonte é a
cadeia respiratoria mitocondrial. Isso se deve ao fato de a mitocédndria possuir
multiplos centros redox, que tém a capacidade de transferir elétrons da molécula de
oxigénio, resultando na formagédo de anions superoxido (Soares et al., 2015 apud
Casey et al., 2007).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo de compostos reativos ao
oxigénio e ao nitrogénio dentro das células, conhecidos como espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs). Normalmente, esse fenbmeno ocorre como
resultado de um desequilibrio no sistema redox, causado pelo acumulo excessivo
dessas espécies, e pela redugado dos niveis de antioxidantes, ou de ambos (Soares
et al., 2015 apud Cunningham et al., 2012).

Nesse contexto, esse disturbio ativa o fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-kB), promovendo a transcricdo de um amplo conjunto de genes que contém
informagdes para a produgdo de citocinas inflamatdrias e moléculas de adeséao
(Soares et al., apud Negro et al., 2010). Com o NF-kB ativado, ocorre uma produgao
excessiva de varias citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 12. Além disso, esses fatores podem induzir a
formagdo de EROs, criando um ciclo prejudicial entre o estresse oxidativo e a
geragcao desses componentes imunoldgicos (Soares et al., 2015 apud Hirsch et al.,
2013).

Dentro das mitocbndrias, € possivel encontrar inumeras proteinas com
funcdes antioxidantes, acompanhadas de desacopladoras (UCPs) e canais ibnicos
que tém a capacidade de ajustar o gradiente de prétons. Esses elementos se
conjugam para manter um controle preciso sobre o estado redox nas células. Além
disso, as oxidases de membrana desempenham um papel significativo na geragao
de EROs e ERNSs, que, por sua vez, podem interagir com outras moléculas e
influenciar a fungdo mitocondrial (SOARES et al., 2015 apud DE GROOT et al.,
2012).

No corpo humano, o sistema de protecdo antioxidante é composto por uma
série de enzimas, bem como por diversos compostos que sao produzidos
internamente ou obtidos através da dieta. Esses componentes reagem com as
EROs, neutralizando seus efeitos prejudiciais. O sistema de defesa antioxidante
enzimatico engloba a superéxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e

a catalase (CAT). A SOD representa a primeira linha de defesa antioxidante e
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constituem o principal sistema de protecdo do organismo contra o anion superoxido,
pois catalisam a transformagdo do anion superéxido (‘O,) em oxigénio (O,) e
peréxido de hidrogénio (H,O,) (Soares et al., 2015 apud Stagnaro-Green et al., 2011)

Existem trés variagbes de SOD, um presente nas mitocondrias, outro no
citoplasma e um extracelular. A CAT, uma enzima antioxidante que se encontra nos
peroxissomos celulares, desempenha um papel fundamental na conversao do H,0,,
formado a partir da dismutagao do "O, pela SOD, em agua (H,0) e O,. Além da CAT,
a GPx também atua na eliminagdo do H,0O,, ao acoplar sua redugdo com a oxidacao
da glutationa reduzida (GSH). A GPx € uma enzima antioxidante que contém selénio
e, além de reduzir efetivamente o H,0,, também converte peroxidos lipidicos em
lipidios alcodlicos. Essas enzimas estao presentes no citoplasma em concentrages
elevadas e também sdo encontradas na matriz mitocondrial. O desequilibrio no
estado redox desempenha um papel fundamental na origem e progressao de
diversas doengas, incluindo doengas neurodegenerativas, cancer, doencgas
cardiovasculares, diabetes mellitus e hipercolesterolemia (Soares et al., 2015 apud
De Groot et al., 2012).

Isso é especialmente preocupante em pacientes com sistemas de defesa
antioxidante enfraquecidos ou com um risco genético conhecido de desenvolver
disturbios mitocondriais. Além disso, varios desses farmacos podem agravar as
condi¢coes de pessoas que tém mutagdes no DNA mitocondrial (Gao; Chen; Guan,
2017). E bem conhecido que os neurénios tém uma alta demanda por energia e
dependem dessa organela para manter a transmissao de sinais e a estrutura celular,
regulando os niveis de ATP e calcio (Chen; Chan, 2006). As doengas mitocondriais
sdao um conjunto de disturbios altamente variados causados por mutagdes em genes
localizados no nucleo celular ou na propria organela, que afetam principalmente a
producdo de energia e sintese de ATP. Essas condigbes estdo entre os tipos mais
frequentes de problemas neurolégicos (Gorman et al., 2016). Na verdade, a maioria
dos pacientes com doengas mitocondriais sofre de sérios problemas neurolégicos e
musculares (Nelson et al., 1995).

Essas descobertas reforcam a ideia de que pacientes submetidos a
tratamentos prolongados com antibiéticos podem desenvolver problemas
neurologicos e transtornos de comportamento (Mujampalli; Davis, 2016). Estudos
em populagdes inteiras revelaram um aumento significativo no risco de diversos

disturbios psicolégicos apds infecgbes e exposicado a esses medicamentos durante a
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fase de crescimento, abrangendo a infancia e a adolescéncia. De fato, ha um
crescente interesse na comunidade cientifica em relagdo as mitocéndrias quando se
trata de transtornos neuropsiquiatricos, uma vez que um numero cada vez maior de
disturbios mentais estda sendo relacionado a problemas nessa organela
(Suarez-Riviero et al., 2021).

A partir disso, & importante ressaltar que as ROS envolvidas na agao dos
antibiéticos incluem o ‘O,, o H,O, e o radical hidroxila (OH) (Van Acker; Coenye,
2017). O estresse oxidativo € um fator importante em doengas neurodegenerativas.
O aumento da geragédo de radicais livres e a diminuicdo da atividade antioxidante
podem levar a danos no DNA mitocondrial e nuclear, causando mutacbes e
disfungdes nesses componentes celulares (Lin; Beal, 2006). Entretanto, a relagao
entre 0 uso de antibidticos e transtornos psiquiatricos ndo se limita apenas aos
danos mitocondriais. O intestino é um dos grandes responsaveis pela producéo e
regulagdo de neurotransmissores, como a serotonina (5-HT). Os tratamentos com
antibidticos geralmente afetam a microbiota bacteriana desse 6rgao e em outras
barreiras do corpo, o que, nas fases iniciais do desenvolvimento, pode levar a
alteragdes cognitivas e comportamentais semelhantes a depressdo ou ansiedade
em animais de laboratério (Desbonnet et al., 2015).

A necessidade de encontrar a precisdo dessas hipoteses € necessaria para
contribuir com os estudos. As pesquisas realizadas in vivo s&o um estagio
fundamental para avaliar os efeitos de testes de substancias medicamentosas.
Devido as restricbes e limitacbes dos modelos tradicionais de mamiferos, os
cientistas tém buscado sistemas modelo de vertebrados alternativos (Jijie et al.,
2021). Para isso, a nivel molecular, é possivel testar em modelos animais, como
ratos ou peixes-zebra. Esse ultimo é importante para estudar problemas cerebrais
porque € um modelo animal emergente na farmacogenética e neurofarmacologia
(Steenbergen; Richardson; Champagne, 2011).

O peixe-zebra, popularmente conhecido como paulistinha, vem sendo
amplamente utilizado como modelo animal em pesquisas sobre o estresse. Varios
trabalhos recentes tém atestado a sua utilidade ndo apenas nesse tipo de estudo,
mas também em achados psiquiatricos e toxicoldgicos. Isso se deve principalmente
a forte semelhancga entre os sistemas reguladores do peixe-zebra com humanos.
Além disso, € um organismo modelo relativamente barato e facil de manter em

laboratério, o que o torna uma opgao atraente para estudos de alto rendimento.
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Portanto, essa espécie € uma ferramenta valiosa para pesquisas sobre diversas
condigdes neuroldgicas e pode ajudar a avangar o conhecimento dos mecanismos
subjacentes a esses quadros e suas consequéncias para a saude (Steenbergen;
Richardson; Champagne, 2011; Mocelin et al., 2015; 2017).

Os circuitos neurais encontrados em vertebrados foram mantidos de forma
substancial ao longo do processo evolutivo, 0 que permite a investigagao do medo e
da ansiedade humanos por meio do estudo de animais. O peixe-zebra € um tipo de
vertebrado que apresenta semelhangas fisiologicas com o0s seres humanos,
incluindo neurotransmissores, hormdnios e receptores cruciais. Diferentemente de
nematoides e da Drosophila, a similaridade genética entre o peixe-zebra e os
humanos é de, no minimo, 87% (Chaharderi et al., 2023 apud Cachat et al., 2011).

Os modelos de disturbios cerebrais subjacentes a déficits cognitivos podem
ser Uteis para rastrear compostos neuroprotetores ou nootropicos potenciais para o
desenvolvimento de medicamentos, revelando os mecanismos cruciais para novos
tratamentos terapéuticos. Ainda, a utilidade dos modelos dessa espécie na
optogenética esta permitindo cada vez mais que os pesquisadores vinculem a
atividade neural ao comportamento e detectem eventos bioldgicos a nivel celular.
Essas abordagens inovadoras promovem a capacidade de prever como as
mudancas na fungdo do circuito podem levar a alteragbes na cognigcdo € no
comportamento relevantes para alteragbes neurocomportamentais (Stewart; Kalueff,
2012).

Os peixes-zebra adultos sdo usados para aumentar a compreensao da funcao
e disfungcao cerebral, bem como sua modulacdo genética e farmacoldgica. Sao
altamente sensiveis as principais classes de drogas neurotropicas ativas
clinicamente e emergiram como uma ferramenta util para triagem genética e
descoberta de substancias. Além disso, o uso desse modelo animal pode ajudar a
modelar importantes sindromes neuropsiquiatricas e induzidas por drogas em
humanos (Kalueff; Stewart; Gerlai, 2013).

Um importante indicador molecular nesse modelo é a resposta de cortisol ao
estresse, que é facilmente quantificavel. No peixe-zebra, o cortisol influencia o eixo
HHI (Hipotalamo-hipéfise-interrenal), enquanto nos humanos, afeta o eixo HHA
(Hipotalamo-hipofise-adrenal). Devido a essa diferenca, as caracteristicas
fisiologicas desempenham um papel importante na utilizacdo desses modelos em

estudos relacionados a ansiedade (Chaharderi et al., 2023 apud Cachat et al., 2011).
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Além do mais, a redugdo no comportamento de shoaling (tendéncia do peixe-zebra
de ficar em grupos) € um dos principais parametros observados durante esse
estado. Ha varios modelos de testes para induzir ansiedade, incluindo o modelo de
estresse agudo de contengdo, o estresse cronico imprevisivel, a exposi¢ao a alcool
ou substancias de alarme, o modelo knockout de NPY (neuropeptideo Y), entre
outros (Saluja et al., 2021). No modelo de contencéo, presente nesse estudo, os
peixes-zebra sao colocados em um recipiente contendo agua e mantidos imédveis
por um periodo de tempo determinado (Dal Santo et al., 2014; Bertelli et al., 2021).

Quando expostos a estimulos que provocam medo ou ansiedade, o
peixe-zebra demonstra uma variedade de comportamentos claramente mensuraveis,
como uma redugao significativa na exploragdo, maior preferéncia por ambientes
escuros (escototaxia), tendéncia a se deslocar para o fundo da agua (geotaxia),
preferéncia por areas periféricas (tigmotaxia), imobilidade (congelamento) e
movimentos erraticos (rapidas voltas repetitivas). Esses comportamentos
fundamentais podem ser avaliados em testes de observagcédo. Dois exemplos
notaveis de modelos empiricos usados para estudar comportamentos associados a
ansiedade nesses animais sédo o "teste do tanque novo" (novel tank test — NTT) e o
"teste claro-escuro". O primeiro é projetado para avaliar a tigmotaxia, enquanto o
segundo se concentra na escototaxia. A tigmotaxia refere-se a tendéncia do animal
a se movimentar proximo a superficies verticais. O NTT é uma ferramenta
abrangente amplamente empregada, que permite a identificagdo de fendtipos
relacionados a ansiedade em peixes-zebra adultos. Esse teste baseia-se na
resposta natural dos peixes de se movimentarem para areas mais profundas quando
sao colocados em um novo ambiente (Chaharderi et al., 2023).

Ademais, foi constatado que os antibidticos tém um impacto significativo nas
comunidades bacterianas presentes no intestino do peixe-zebra, afetando o
desenvolvimento desses individuos. Isso resulta em malformacgdes, alteracdes
comportamentais (afetando a locomogao, aprendizado, memoria, exploragdo e
agressividade), bem como efeitos adversos na capacidade de natagdo e na
interagdo social. Devido as respostas comportamentais que estdo ligadas a
indicadores internos, como aspectos fisioldgicos e bioquimicos, assim como fatores
externos, como as condi¢gdes ambientais e sociais, os efeitos adversos decorrentes
da exposicao a antibiéticos podem ser identificados em estagios iniciais. Além disso,

foi observado que essas substancias podem causar danos ao coragao, danos
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genéticos, afetar os rins, a audigao, o figado, a reprodugéo, o sistema imunolégico e
causar estresse oxidativo no peixe-zebra, sem, no entanto, comprometer a
sobrevivéncia deste. Recentemente, também foi constatado que peixe-zebra possui
a capacidade de uma recuperagao parcial apds a exposigao aos antibiéticos (Jijie et
al., 2021).

Em um estudo semelhante, a eritromicina, (um macrolideo) apresentou
capacidade de influenciar o desempenho de natagao dos peixes-zebra, sendo que
em concentragdes elevadas dessa substéncia (2 mg/L), podem diminuir a expressao
génica associada ao metabolismo energético muscular. Por outro lado, quando
utilizada em concentragdes mais baixas (1-10 pg/L), a eritromicina pode melhorar o
desempenho de natagao e também tem um efeito positivo na regulagcado dos genes
relacionados as atividades da CAT e da SOD (Jijie et al., 2021 apud Aderemi, 2020;
Minski et al., 2021; Li; Zhang, 2020).

Em outra ocasido, a exposicdo de embrides dessa espécie a norfloxacina
(uma quinolona) resultou em neurotoxicidade, que se manifestou pela inibicdo da
expressao de marcadores de células gliais e pelo aumento na expressdo de
marcadores de células-tronco e neurdnios maduros. Outrossim, os efeitos das
fluoroquinolonas nas larvas do peixe-zebra incluiram o aumento na expressao de
genes cruciais relacionados ao sistema imunoldgico em resposta a exposi¢cdo a uma
concentragdo de 5 ug/L de ciprofloxacino (Jijie et al., 2021 apud Qiu et al., 2020;
Nadal et al., 2018).

Portanto, a avaliacdo da toxicidade de substancias por meio da inducéo
quimica em um modelo de peixe-zebra pode servir como uma ferramenta preditiva
da possivel toxicidade em seres humanos, dada a semelhanga notavel entre os
sistemas digestivo, nervoso e cardiovascular entre as duas espécies (Chaharderi Et
Al, 2023). Nesse sentido, pesquisas utilizando o peixe-zebra tém oferecido um
modelo biologico valioso para a investigagao das caracteristicas de diversos agentes
relacionados a disturbios cerebrais humanos, em particular os neuropsiquiatricos,
como a doenga de Alzheimer, por exemplo, proporcionando uma abordagem atrativa
para esses estudos (Chaharderi et al., 2023 apud Kalueff, Echevarria; Stewart,
2014).
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2.1.7 Metodologia

2.1.7.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo quantitativo, observacional, transversal, descritivo e

analitico a partir de analise comportamental e de status oxidativo em modelo animal.

2.1.7.2 Local e periodo de realizag&o

Estudo a ser realizado durante o periodo de janeiro de 2024 a dezembro de
2024, no Laboratério de Neuropsicobiologia Translacional (LaNT) da Universidade
Federal da Fronteira Sul, campus Passo Fundo, localizados no municipio de Passo

Fundo, no estado do Rio Grande do Sul.

2.1.7.3 Populacédo e amostragem

Com o intuito de representar de forma mais eficaz a diversidade genética da
populacéo, optou-se por utilizar peixes-zebra adultos com cerca de quatro meses de
idade, pertencentes a linhagem wild-type (caracterizada pelo fenotipo short-fin).
Esse modelo sera adquirido de fornecedores especializados. Antes de iniciar os
experimentos, 0s animais passarao por um periodo de quarentena com duracéo de
30 dias. Durante esse periodo, serdo mantidos em um sistema de circulagdo de
agua. As condigdes de quarentena serado rigorosamente monitoradas, garantindo
parametros fisico-quimicos ideais, de acordo com padrdoes estabelecidos para
aclimatacédo e alimentagdo, conforme previamente descrito na literatura cientifica
(Mocelin et al., 2018, 2019).

A determinacédo do tamanho do grupo experimental foi realizada mediante um
calculo amostral planejado, levando em consideracéo o desfecho primario de cada
modelo e as informacgdes disponiveis na literatura. Para a realizagado desse calculo,
foi utilizado o software MiniTab®, tomando como base o numero de grupos
experimentais, um valor de significancia a de 5%, poder do teste estatistico de 80%,
uma diferenga esperada entre as médias de 50% e uma estimativa do desvio padréo
de 40%, resultando em um tamanho amostral de 300 animais. Os resultados

também indicaram que um tamanho amostral de 24 animais (n=24) € adequado para
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as analises comportamentais, enquanto um tamanho amostral de 4 (n=4) é
suficiente para as analises relacionadas ao estresse oxidativo, considerando que
sera realizado um pool de encéfalos (6 encéfalos para cada n).

ApOs a fase experimental, as carcagas dos animais serdao descartadas em lixo
contaminado e recolhido por empresa terceirizada da Universidade Federal da

Fronteira Sul, Campus Passo Fundo, o qual fara a destinagao final.

2.1.7.4 Variaveis e instrumentos de analise

Em todos os experimentos, serdo avaliados o impacto do sexo (machos e
fémeas) e também o efeito do tanque, garantindo que haja pelo menos dois tanques
por grupo experimental. Isso é feito para evitar qualquer interferéncia visual ou
contaminacdo. A atribuicdo dos tratamentos para os tanques de aclimatacao sera
realizada de maneira aleatéria e com randomizagdo. Para a analise de
comportamento e estresse oxidativo, os pesquisadores envolvidos estardo cegos
quanto aos grupos experimentais, e cada aquario sera identificado por um cdédigo
gerado por um pesquisador que nao participara dos experimentos. Esses cddigos
serdo revelados apenas durante a analise estatistica.

Ap0Os o periodo de quarentena, os animais serao introduzidos nos tanques de
16 litros de forma aleatdria, utilizando numeros gerados aleatoriamente por
computador. Cada tanque contera 12 animais, sendo seis machos e seis fémeas. A
alocagdo dos animais em grupos experimentais sera realizada de maneira aleatéria
em cada etapa do processo, usando a ferramenta disponivel em www.random.oryg.
Os pesquisadores encarregados da manipulacdo dos animais e das analises
comportamentais e bioquimicas permanecerdao sem conhecimento dos grupos
experimentais durante todo o processo. A revelagcdo da codificagdo ocorrera
somente apods a conclusao das analises (Bertelli et al., 2021).

Os farmacos Ceftriaxona, Claritromicina e Ciprofloxacino serdo adquiridos de
fornecedores especializados. As concentragdes utilizadas serdo baseadas em
estudos anteriores (Jijie et al., 2021 apud Aderemi, 2020; Minski et al., 2021; Li;
Zhang, 2020; Jijie et al., 2021 apud Qiu et al., 2020; Nadal et al., 2018). As solu¢des
de Ceftriaxona, Claritromicina e Ciprofloxacino serdo preparadas no dia da
exposi¢ao ao tratamento. Os animais serdo expostos ao inicialmente ao tratamento

com antibiotico por 96 horas (OECD, 2018), de acordo com o tanque em que estardo
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confinados. Os farmacos serdo administrados nas seguintes concentragdes:
Ceftriaxona 1mg/L, Ciprofloxacino 6,25mg/L e Claritromicina 2 mg/L (Jijie et al., 2021
apud Aderemi, 2020; Minski et al., 2021; Li; Zhang, 2020; JIJIE et al., 2021 apud Qiu
et al., 2020; Nadal et al., 2018; Petersen et al., 2021). Posteriormente a exposigao,
0s peixes serdo submetidos ao Estresse Agudo por Contencdo (EAC) por 90
minutos e ao Teste de Tanque Novo. O protocolo foi detalhado em estudos
anteriores e demonstra que o EAC induz comportamento tipo-ansiogénico e dano
oxidativo nos animais (Dal Santo et al., 2014; Ghisleni et al., 2012; Piato et al.,
2011b; Reis et al., 2019; Bertelli et al., 2021). Apos a exposigdo aos farmacos, os
peixes serdo transferidos individualmente para o aparato comportamental de teste
NTT de acordo com o delineamento experimental especifico. Todos os protocolos
comportamentais serdo registrados em video e posteriormente analisados utilizando
o software ToxTrac®.

|. Teste de tanque novo: os peixes serdo transferidos individualmente ao

aquario teste (24 x 8 x 20 cm) e filmados por 6 minutos. Os seguintes

parametros comportamentais serdao avaliados: distancia percorrida (m),

numero de cruzamentos, numero de entradas e tempo de permanéncia (s) na

area superior e inferior do aquario (Mocelin et al., 2015, 2018, 2019).

Para a execugao do EAC, apds 96 h de exposi¢cao aos antibidticos, os peixes
serdo alocados cuidadosamente e individualmente em tubos criogénicos de 1,8 mL
(Corning®) com aberturas em ambas as extremidades (para permitir a circulagao
adequada da agua) em um tanque de 16 L por 90 min. Os grupos nao estressados
serao transferidos para um tanque de 16 L pelo mesmo periodo de tempo,
entretanto, sem contencao. Os parametros comportamentais indicativos de estresse
e comportamento ansioso s&o: Redugdo da exploragdo (especialmente na parte
superior dos tanques novos), evitagdo de ambientes novos, comportamento erratico
(shoaling) e congelamento (Kalueff; Stewart; Gerlai, 2013).

Para avaliar o estresse oxidativo, logo apds a conclusdo de cada protocolo
comportamental, os animais serdo eutanasiados e o encéfalo coletado. Os tecidos
cerebrais serdo posteriormente homogeneizados, centrifugados, e o liquido
resultante sera armazenado a -80 °C para analise posterior. Sera feito um
agrupamento (pool) de 6 encéfalos de peixes-zebra para cada "n," onde "n"
representa o numero de sujeitos em cada grupo experimental, sendo igual a 4. Os

parametros que serdo examinados incluem a atividade das enzimas superdxido
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dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), glutationa
reduzida (GSH), a atividade da enzima glutationa redutase (GR) e a atividade da
glutationa peroxidase (GPx). Além disso, sera avaliado o dano oxidativo aos lipidios
por meio da medigdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e o
dano oxidativo as proteinas pelos niveis de grupos tidis proteicos (SH) e nao
proteicos (NPSH). Todas as técnicas de analise de estresse oxidativo seguirdo

protocolos utilizados em estudos anteriores (Mocelin et al., 2019, Muller et al., 2017).

2.1.7.5 Processamento, controle de qualidade e analise estatistica dos dados

Para iniciar a avaliagcdo dos dados, sera realizada uma analise estatistica
descritiva e criados graficos de frequéncia. Além disso, verificar-se-a a normalidade
dos dados utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Ao analisar o impacto das diferentes
intervengdes ou tratamentos farmacolégicos aplicados nos modelos descritos neste
projeto, a analise estatistica apropriada ocorrera levando em consideragao a
distribuicdo dos dados, utilizando como método estatistico o teste de ANOVA de um
ou duas-vias, seguido do teste de post hoc de Tukey, utilizando o software
GraphPad Prism (versdo 9.2.0). O sexo dos animais sera considerado como um
possivel fator, no entanto, se essa variavel ndao demonstrar significancia estatistica,
os dados serdo combinados (machos e fémeas). Os resultados serdo apresentados
na forma da média £ erro padrao da média. Em todas as comparacgoes, o nivel de

significancia adotado sera p<0,05.

2.1.7.6 Aspectos éticos

Este projeto sera iniciado apds obter a aprovacdo da Comissdo de Etica em
Uso de Animais (CEUA-UFFS) e envolvera uma equipe de profissionais
devidamente qualificados. Para garantir o bem-estar dos animais, eles serdo
mantidos em condigbes apropriadas. O desenho experimental seguira os principios
dos 3 Rs (replace, refine e reduce), com o objetivo de otimizar a utilizagdo de um
menor numero de animais, minimizando o estresse e o sofrimento durante todas as
fases experimentais e na manuten¢do dos animais no laboratério. A eutanasia dos

peixes sera realizada por meio de um processo de resfriamento rapido (2-4 °C),
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conforme as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA (2018). O descarte do
material biolégico (incluindo carcagas de animais) sera acondicionado em sacos
plasticos brancos e colocados sob refrigeragao, utilizando-se freezer destinado
exclusivamente para este fim até encaminhamento para descarte final com posterior
recolnimento pela empresa responsavel. Materiais perfuro-cortantes serao
colocados em caixas para descarte especial.

Todos os procedimentos deste projeto serdo conduzidos de acordo com as
orientagdes do guia ARRIVE GUIDELINES (Percie Du Sert et al., 2020), visando
melhorar o desenho experimental, a andlise dos dados e a preparagao dos artigos

cientificos que serao elaborados com base nos resultados obtidos.

2.1.8 Recursos

RECURSO VALOR TIPO DE DESPESA

Farmacos, reagentes e | R$ 10.000,00 Material de Consumo
materiais de laboratorio

Computador R$ 5.000,00 Equipamentos

TOTAL R$ 15.000,00

2.1.9 Cronograma

Periodo Jan | Fev | Mar [Abr | Mai |Jun | Jul Ago | Set | Out | Nov | Dez
atividades 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024 | 2024
Revisdo  de| y | x | x [ x | x| x| x| x| x| x| x| x
Literatura

Aquisigao X X

equipamentos

Aquisigao X X

material de

consumo
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Apreciagao ética

Experimentos

comportamentais

Experimentos de
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oxidativo

Analise dos
resultados
Redacao e
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resultados

Envio de

relatorios
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3 RELATORIO DE PESQUISA

O presente estudo trata-se de um Trabalho de Curso (TC), intitulado
‘investigacdo dos efeitos de antibioticos sobre parametros comportamentais e de
estresse oxidativo em peixes-zebra”, e € pré-requisito para obtengdo do grau de
bacharel em Medicina na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS). Foi
desenvolvido pela académica Cristine Somavilla Fagundes e tem como principal
objetivo descrever a influéncia dos antibioticos Ciprofloxacino, Claritromicina e
Ceftriaxona no comportamento e no status oxidativo em peixes-zebra. Refere-se a
um estudo quantitativo, observacional, transversal, descritivo e analitico a partir de
analise comportamental e de status oxidativo em modelo animal.

O projeto de pesquisa foi desenvolvido no componente curricular de Trabalho
de Curso |, no segundo semestre letivo de 2023, sob a orientagédo do Prof. Dr. Ricieri
Naue Mocelin. Ao ser concluido, foi submetido & avaliacdo da Comisso de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul no dia 12 de
dezembro de 2023 e o primeiro parecer foi recebido no dia 23 de fevereiro de 2024.
As pendéncias contidas no documento foram resolvidas e enviadas para apreciagao
ética no dia 11 de marco de 2024. Apesar do retorno das pendéncias dentro do
prazo, o CEUA passou por alteragao e atualizagdo do sistema e as avaliagdes dos
revisores foram perdidas, ocasionando grande prejuizo, uma vez que as mesmas
pendéncias que ja haviam sido respondidas retornavam para ajustes, gerando
grande demora. Para além disso, mesmo o projeto ja aprovado (inclusive passando
em aprovagdao em 2 reunides), foi incluido no sistema e gerada a certificagao
(protocolo CEUA/UFFS n° 2517121223) apenas no dia 16 de agosto de 2024, 5
meses apos o retorno as pendéncias (ANEXO E).

Durante o periodo de analise do projeto pela comissdo competente, foram
realizados os cursos online de Curso de Capacitagdto em Animais de
Experimentacdo da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), e de Iniciagcdo em
Ciéncia em Animais de Laboratério, oferecido pela Fiocruz. Além disso, foram
orgados e adquiridos os materiais necessarios para a execugao do projeto. Apds a
aprovacao pelo CEUA, foi possivel fazer aquisicdo dos animais e iniciar os
experimentos no dia 09 de outubro de 2024.

Os animais foram mantidos nas instalagdes do Laboratério de

Neuropsicobiologia Translacional (LaNT) no campus Passo Fundo da UFFS.
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Previamente os animais foram mantidos em habituacdo durante 15 dias,
acondicionados em tanques de 40 litros (45 x 35 x 30 cm) com densidade maxima
de 2 peixes/litro, sob condicbes ideais para a espécie, com agua nao clorada
mantida sob constante filtragdo mecanica, bioldgica e quimica, temperatura de 26 +
2°C, ciclo claro/escuro de 14/10h e alimentados 2 vezes ao dia com ragao comercial
(Poytara tropicais dia-a-dia, Araraquara/SP), conforme literatura. Os animais (n =
7-8, 50:50 machos:fémeas) foram expostos durante 96 horas a agua do sistema
(Controle), Ceftriaxona (1 mg/L, Eurofarma), uma cefalosporina de 3° geracéo,
Ciprofloxacino (6,25 mg/L, Eurofarma), uma fluoroquinolona, ou Claritromicina (2
mg/L, EMS), uma tetraciclina. As concentragdes foram obtidas de estudos prévios
(JIJIE et al., 2021 apud ADEREMI, 2020; MINSKI et al., 2021; LI; ZHANG, 2020;
JUIE et al., 2021 apud QIU et al., 2020; NADAL et al., 2018; PETERSEN et al.,
2021). Os farmacos foram adquiridos de farmacias comerciais.

Imediatamente apds as 96 horas de exposigao, os animais foram gentilmente
transferidos individualmente ao aparato experimental do teste de tanque novo. O
teste consiste em um aparato de 2,7 litros (24 x 8 x 20 cm) contendo agua do
sistema e divididos virtualmente em 3 areas (superior, média e inferior). Os animais
foram filmados (Logitech C920) durante 6 minutos e os videos quantificados no
software Any-maze™ (Stoelting Co., EUA). Os seguintes parametros foram
analisados durante 6 minutos: distancia total percorrida (m), numero total de
cruzamento, tempo de permanéncia na area inferior e superior (s). Alteracbes na
distancia total percorrida e no numero de cruzamentos s&o indicadores de alteragdes
locomotoras. Aumento no tempo de permanéncia na area inferior e diminuigdo do
tempo de permanéncia na area superior sao indicativos de comportamento
tipo-ansiogénico.

Instantaneamente apds o teste comportamental, os animais passaram por
anestesia geral por imersdao em agua a 2°C (resfriamento rapido) em um recipiente
béquer de 500 mL e eutanasiados.

A distribuicdo normal dos dados e a homogeneidade da variédncia foram
determinadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Os
dados foram analisados através do test t. O efeito tanque e sexo foram avaliados em
todas as comparacgdes e os dados foram agrupados por ndo apresentarem diferenca

significativa. Considerando a perda de mais de 50% dos animais expostos a
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Claritromicina, provavelmente por toxicidade devido a alta concentracdo ou
contaminagao do tanque, os dados foram separados para evitar viés de resultado.

A plataforma de agrupamento dos dados e anadlise estatistica utilizada foi o
GraphPAD Prism (versao 9.5.0). As diferengas foram consideradas significativas em
p<0,05. Os dados sdo expressos como a media + erro padréo da média (S.E.M.). O
numero de animais foi estimado por meio de uma analise de poder. Calculamos o
tamanho da amostra necessario para detectar uma diferengca média no tempo gasto
na area superior do tanque usando G*Power (versdo 3.1.9.2), considerando os
seguintes parametros: alfa = 0,05, poténcia = 0,9 e tamanho do efeito = 1,2, bem
como estudos anteriores.

Os resultados até entdo produzidos foram utilizados para avaliagao dos niveis
de toxicidade dos farmacos em suas concentragbes. Ao final, apds analise
comportamental, identificou-se que a exposicao nao induziu alteracdo locomotora
dos animais. Sendo assim, um novo experimento foi realizado com o intuito de
duplicar o resultado anterior e para coleta do material encefalico para posterior
analise bioquimica.

Apds essa analise, novos peixes-zebra foram adquiridos e aclimatados pelo
periodo de 14 dias. No final de 2024, os farmacos foram adquiridos de farmacias
comerciais e 0s peixes-zebra foram expostos por 96 horas a agua sem tratamento
(Controle), e aos antibidticos Ceftriaxona 1 mg/L (Ceftriaxona Sédica 500 mg,
Eurofarma), Ciprofloxacino 6,25 mg/L (Cloridrato de Ciprofloxacino 500 mg, Pratti
Donaduzzi) ou Claritromicina 2 mg/L (Claritromicina 500 mg, EMS). As
concentragbes foram revisadas com dados da literatura (JIJIE et al., 2021 apud
ADEREMI, 2020; MINSKI et al., 2021; LI; ZHANG, 2020; JUIE et al., 2021 apud QIU
et al., 2020; NADAL et al., 2018; PETERSEN et al., 2021).

Imediatamente apdés a exposicdo, o0s peixes foram transferidos
individualmente para os tanques de 2,7 litros (24 x 8 x 20 cm), preenchidos com
agua do sistema e separados virtualmente em 3 areas (superior, média e inferior).
Nos tanques, os animais foram filmados (Logitech C920) por 6 minutos. Apds a
gravacdo, os dados foram processados no software Any-maze™ (Stoelting Co.,
EUA).

Os parametros de analise foram: distancia total percorrida (m) e numero total
de cruzamento (alteragbes locomotoras), tempo de permanéncia na area inferior e

superior (comportamento). Instantaneamente apdés o teste comportamental, os



38

animais passaram por anestesia geral por resfriamento rapido (imersédo em agua a
2°C) em um recipiente béquer de 500 mL e eutanasiados para coleta de encéfalo e
posterior analise bioquimica.

A distribuicdo normal dos dados e a homogeneidade da variédncia foram
respectivamente determinadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene.
Através do teste t, os dados foram analisados. O efeito tanque e sexo foram
avaliados em todas as comparacgdes, mas nao apresentaram diferenca significativa,
motivo pelo qual optou-se por agrupar os dados.

A plataforma de agrupamento dos dados e anadlise estatistica utilizada foi o
GraphPAD Prism (versao 9.5.0). As diferengas foram consideradas significativas em
p<0,05. Os dados estdo expressos como a média + erro padrao da média (S.E.M.).
O numero de animais foi estimado por meio de uma analise de poder. O tamanho da
amostra necessario para detectar uma diferenga média no tempo gasto na area
superior do tanque foi calculado através do software G*Power (versao 3.1.9.2),
considerando os seguintes parametros: alfa=0,05, poténcia=0,9 e tamanho do
efeito=1,2, bem como estudos anteriores.

A amostra final foi composta por 96 animais, distribuidos em 8 tanques
(n=24), contendo 12 animais cada, com proporgao sexual equilibrada (50% machos
e 50% fémeas). Os resultados indicaram um tamanho amostral ideal de 24 animais
para cada grupo de exposi¢ao (n=24) nas analises comportamentais realizadas. O
efeito do tanque e do sexo foi avaliado em todas as comparagdes estatisticas. Os
dados foram agrupados, uma vez que nao foram observadas diferengas
significativas entre os grupos. Os antibidticos ndo induziram alteragdao locomotora
quando comparados ao grupo controle na distancia total percorrida, numero total de
cruzamento entre as areas do aparato, e no numero total de imobilidade. Ademais,
nao houve diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos de tratamento e o grupo
controle quanto ao comportamento.

O protocolo de estresse agudo de contencdo (EAC), um dos objetivos do
projeto, ndo foi executado devido a novamente perda dos animais por contaminagao
do tanque e/ou animais adoecidos na primeira tentativa, bem como o pouco tempo
disponivel para aquisicdo, habituagdo e execugcdo do experimento até a
apresentacao do trabalho. Em relacdo as analises bioquimicas dos materiais
coletados na analise comportamental aqui apresentada, apesar de coletadas, foram

armazenadas para andlise futuras, uma vez que a centrifuga refrigerada
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apresentava defeito e foi encaminhada para conserto, ndo retornando a UFFS. No
presente momento, os dados parciais estdo sendo apresentados e estudos futuros
serdao executados para contemplar todos os objetivos propostos do projeto visando a
publicagao.

No més de junho de 2025, foi sintetizado o conteudo deste volume final,
composto pelo projeto de pesquisa, relatério de atividades e artigo cientifico
contendo resultados parciais, que segue os moldes da Revista Neuroscience
Letters. As normas que orientam a escrita do artigo cientifico estdo de acordo com o
guia para autores disponivel no link abaixo:

https://www.sciencedirect.com/journal/neuroscience-letters/publish/quide-for-authors



https://www.sciencedirect.com/journal/neuroscience-letters/publish/guide-for-authors
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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos dos antibiéticos Ciprofloxacino, Claritromicina e
Ceftriaxona sobre parametros comportamentais em peixes-zebra. Métodos: 96
peixes-zebra (Danio rerio) adultos, da linhagem wild-type, foram divididos em grupos
expostos durante 96h a Ciprofloxacino 6,25 mg/L, Claritromicina 2 mg/L, Ceftriaxona
1 mg/L ou veiculo (controle). Imediatamente apds, os animais foram submetidos ao
teste de tanque novo (NTT), filmados durante 6 minutos e posteriormente
quantificados os parametros de distancia total percorrida (m), numero de
cruzamentos entre as areas do aparato, numero de episddios de imobilidade, tempo
de permanéncia e distancia percorrida nas areas inferior e superior. O tamanho do
grupo experimental foi realizado mediante calculo amostral. A normalidade e a
homogeneidade da varidncia dos dados foram verificadas pelos testes de
D'Agostino-Pearson e Levene, respectivamente. Os resultados foram analisados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni’s, considerando o
nivel de significancia com p<0,05. Resultados: A exposicdo aos antibidticos
Ciprofloxacino 6,25 mg/L, Claritromicina 2 mg/L ou Ceftriaxona 1 mg/L por 96h nao
induziram dano locomotor e alteracdo comportamental quando comparados ao
grupo controle no NTT. Conclusao: Apesar da auséncia de efeitos comportamentais
dos antibiéticos no estudo, € importante destacar que a ceftriaxona é capaz de
induzir neuroprotegdo em modelos animais, entretanto, altas doses em humanos
podem causar disturbios neuropsiquiatricos. O Ciprofloxacino induz alteragdes dos
niveis de neurotransmissores em modelos animais e, a claritromicina possui dados
inconsistentes. Nesse sentido, mais estudos s&o necessarios para avaliar os efeitos
dos antibidticos sobre parametros comportamentais e do status oxidativo induzido
por estresse a fim de identificar os riscos e beneficios dos antibidticos no sistema

nervoso central.

Palavras-chave: Ceftriaxona; Ciprofloxacino; Claritromicina, Modelos Animais;

Peixe-zebra.



42

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of the antibiotics ciprofloxacin, clarithromycin,
and ceftriaxone on behavioral parameters in zebrafish. Methods: 96 adult wild-type
zebrafish (Danio rerio) were divided into groups and exposed for 96 hours to 6.25
mg/L ciprofloxacin, 2 mg/L clarithromycin, 1 mg/L ceftriaxone, or a vehicle (control).
Immediately afterward, the animals underwent a novel tank test (NTT). Fish were
filmed for 6 minutes, and the following parameters were subsequently quantified:
total distance traveled (m), number of crosses between apparatus areas, number of
immobility episodes, and time spent and distance traveled in the bottom and top
areas. The experimental group size was determined by sample calculation. Data
normality and homogeneity of variance were checked using D'Agostino-Pearson and
Levene's tests, respectively. Results were analyzed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's post-hoc test, with a threshold level set at p<0.05. Results: Exposure to
6.25 mg/L ciprofloxacin, 2 mg/L clarithromycin, or 1 mg/L ceftriaxone for 96 hours did
not induce locomotor damage or behavioral alterations compared to the control group
in the NTT. Conclusion: Despite the absence of behavioral effects of these
antibiotics in this study, it's important to note that ceftriaxone can induce
neuroprotection in animal models; however, high doses in humans may cause
neuropsychiatric disorders. Ciprofloxacin has been shown to alter neurotransmitter
levels in animal models, while data for clarithromycin are inconsistent. Therefore,
further studies are necessary to evaluate effects of antibiotics on behavioral
parameters and on oxidative status induced by stress, aiming to identify antibiotic’s

risks and benefits on the central nervous system.

Keywords: Ceftriaxone; Ciprofloxacin; Clarithromycin; Animal Models; Zebrafish.

INTRODUCAO

A medicina moderna sofreu uma mudanga radical em pouco mais de um
século, com a descoberta da penicilina em 1928, que acrescentou 23 anos ao tempo
médio de vida dos seres humanos [1,2]. Desenvolvidos inicialmente para tratar
infecgdes, os antibidticos acompanharam o avango da medicina ao possibilitarem a
execugao de diversos procedimentos modernos, como tratamento do cancer,

transplante de 6rgaos e cirurgias [3]. O avango das pesquisas ao longo das décadas
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expandiu o uso desses compostos para areas além da medicina, como a
agropecuaria e a agricultura. Entretanto, nos ultimos anos, estudos demonstraram
que o consumo em larga escala pela populagdo, bem como a contaminagao
ambiental e de alimentos de origem animal culmina em acumulo desses compostos
no corpo humano [4,5]. Tais ocorréncias estdo diretamente associadas ao aumento
dos casos de resisténcia bacteriana e a preocupagdes em saude publica,
considerando os possiveis impactos na morbimortalidade de individuos expostos a
terapia antimicrobiana prolongada [5, 6].

Apesar disso, antibiéticos, como a Ceftriaxona e a Claritromicina, tém sido
pesquisados como potenciais adjuvantes no tratamento de transtornos
neuropsiquiatricos, com a hipotese de que atuem positivamente no eixo
cérebro-intestino-microbiota, participando na modulacdo de neurorreguladores e na
manutencio do status oxidativo em tecidos neuronais [7]. Por outro prisma, estudos
sugerem que farmacos como o Ciprofloxacino podem induzir efeitos negativos, como
ansiedade, depressao e estresse, possivelmente por interferirem na regulacao de
neurotransmissores e seus transportadores [7, 8, 9].

Nesse sentido, peixe-zebra € um organismo que emerge como modelo
promissor para estudos em neurociéncia por apresentarem importante homologia do
sistema nervoso central com o ser humano, tendo mais de 70% de semelhanca
entre as espécies. Nesse interim, compartiham das mesmas substéncias
neuromoduladoras e horménios que regulam o comportamento emocional [10, 11].
Destacam-se o horménio cortisol que é liberado em situagdes de estresse, e os
neurotransmissores glutamato, dopamina e acetilcolina, envolvidos em fungdes
cognitivas, recompensa e na atividade nervosa autbnoma [10, 12]. Considerando a
intima relagcdo entre as alteragbes neuronais com mudangas comportamentais no
peixe-zebra, esse modelo possibilita estabelecer um paralelo sélido com a espécie
humana, atrelado ainda a possibilidades de analises neurodesenvolvimentais e
toxicologicas [10, 11, 12, 13, 14].

Nesse contexto e considerando a necessidade de melhor detalhar os efeitos
dos antibiéticos no SNC, o objetivo do estudo foi investigar os efeitos da exposigao a
ceftriaxona, ciprofloxacino ou claritromicina sob parametros comportamentais em

peixes-zebra.
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MATERIAIS E METODOS
Animais e aclimatagcéo

Um total de 96 peixes-zebra (Danio rerio) adultos (4-6 meses de idade) do
tipo selvagem (wild-type) foram obtidos a partir de um fornecedor especializado
(Recanto dos Peixes, Passo Fundo/RS), habituados e aclimatados por 2 semanas
em tanques de 40 litros sob condicbes fisico-quimico adequadas para a espécie e
alimentados 2 vezes ao dia com racdo granulada (Poytara, Dia-A-Dia,
Araraquara/SP) [15].

Apods periodo de aclimatacao, realizou-se o preparo dos tanques com seus
respectivos tratamentos, sendo entdo posteriormente os animais alocados em
aquarios de 16 litros de modo aleatério em 4 grupos experimentais. O experimento
foi composto por 8 tanques com 12 animais em cada (6 machos e 6 fémeas). Os
pesquisadores envolvidos estiveram cegos em relagdo aos grupos experimentais,
sendo que cada aquario foi identificado por um codigo, revelado somente apds a
analise estatistica. O desenho experimental seguiu os principios dos 3 Rs (replace,
refine e reduce), com o objetivo de otimizar a utilizagdo de menor numero de
animais, minimizando o estresse e o desconforto destes em todas as etapas do
estudo, incluindo sua manutengédo e os procedimentos experimentais. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFFS N° 2517121223).

Farmacos e administragdo

Os antibidticos Ceftriaxona (Ceftriaxona Sdédica 500 mg, Eurofarma),
Ciprofloxacino (Cloridrato de Ciprofloxacino 500 mg, Pratti Donaduzzi) e
Claritromicina (Claritromicina 500 mg, EMS) foram obtidos através de farmacias
comerciais. Apds a aclimatagdo, os animais foram divididos em grupos Controle
(veiculo, sem tratamento), Ceftriaxona (1 mg/L), Ciprofloxacino (6,25 mg/L) ou
Claritromicina (2 mg/L) e expostos durante 96 horas. Cada grupo experimental foi
composto por 2 tanques. As concentragdes e tempo de exposigao foram obtidos de

estudos prévios [11,16,17].



45

v
SUPERIOR
= INTERMEDIARIO
INFERIOR
EXPOSIGAO TESTE DE TANQUE NOVO
(96 HORAS) (6 MINUTOS)

Figura 1: Representacdo esquematica do protocolo experimental.

Analise comportamental

Imediatamente apo6s periodo de exposicdo (96 h), os animais foram
submetidos ao teste de tanque novo (NTT), os quais foram gentilmente transferidos
individualmente ao tanque teste de 2,7 L (24 x 8 x 20 cm) e filmados durante 6
minutos. Posteriormente, os videos foram carregados no software Any-maze™
(Stoelting Co., USA) para a quantificagdo dos seguintes parametros
comportamentais: distancia total percorrida (m), numero de cruzamentos entre as 3
areas do aparato, numero de episodios de imobilidade, distancia total percorrida (m)
e tempo de permanéncia (s) nas areas superior e inferior do aparato. A redugao da
exploragdo do ambiente bem como maior tempo de permanéncia na area inferior,
reducdo de exploracdo e imobilidade sdo considerados comportamentos indicativos

de estresse e/ou comportamento tipo-ansiedade [16, 18].

Anélise estatistica

A determinac&o do tamanho do grupo experimental foi realizada mediante um
célculo amostral planejado, levando em consideragéo o desfecho primario de cada
modelo e as informagdes disponiveis na literatura [19]. Para a realizagao do calculo
amostral, foi utilizado o software G*Power (versdo 3.1), tomando como base o
namero de grupos experimentais, um valor de significancia a de 5%, poder do teste
estatistico de 80%, uma diferenca esperada entre as médias de 50% e uma
estimativa do desvio padrdo de 40%. O efeito tanque e sexo foram avaliados em
todas as comparacgdes e os dados foram agrupados por nao apresentarem diferenca
significativa. A retirada de animais (outliers) da analise estatistica foi realizada

mediante calculo de limite superior (média mais 2 vezes o desvio padrao da média)
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e limite inferior (média menos 2 vezes o desvio padrao da média), considerando o
tempo de permanéncia na area superior como parametro.

A normalidade e a homogeneidade da variancia dos dados foram verificadas
pelos testes de D'Agostino-Pearson e Levene, respectivamente. Os resultados foram
analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Bonferroni’s. Os
dados sao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). O nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.

RESULTADOS

A figura 2 mostra os efeitos da exposicdo aos antibioticos Ciprofloxacino,
Ceftriaxona ou Claritromicina em peixes-zebra sob parametros locomotores no teste
de tanque novo. Como esperado, nenhum dos antibidticos induziu alteragéao
locomotora quando comparados ao grupo controle na distancia total percorrida (Fig.
2A), numero total de cruzamento entre as areas do aparato (Fig. 2B) e no numero
total de imobilidade (Fig. 2C).
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Figura 2: Parametros locomotores de peixes-zebra (Danio rerio) expostos a ciprofloxacino (6,25
mg/L), ceftriaxona (1 mg/L) ou claritromicina (2 mg/L) por 96 horas. (A) Distancia total percorrida (m),
(B) Numero de cruzamentos entre areas do tanque e (C) Episddios de imobilidade. Dados expressos
como média + E.P.M. (n=20—24 por grupo). ANOVA de uma via, p>0,05 (n.s.).

Em relagdo aos parametros comportamentais no NTT, a figura 3 mostra que
nao houve diferenga estatistica (p > 0,05) da exposi¢céo dos antibiéticos em relagéo
ao grupo nao exposto (Controle) na distancia total percorrida na area superior (Fig.
3A) e inferior (Fig. 3B), bem como no tempo de permanéncia na area superior (Fig.

3C) e inferior (Fig. 3D), nos peixes-zebra expostos aos antibioticos.
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Figura 3: Comportamento exploratério de peixes-zebra (Danio rerio) expostos a ciprofloxacino (6,25
mg/L), ceftriaxona (1 mg/L) ou claritromicina (2 mg/L) por 96 horas. (A) Distancia percorrida na area
superior, (B) Distancia na area inferior, (C) Tempo de permanéncia na area superior e (D) Tempo na
area inferior do tanque. Valores representam média + E.P.M. (n=20-24). ANOVA de uma via, p>0,05
(n.s.).

DISCUSSAO

A exposigdo aos antibidticos Ciprofloxacino 6,25 mg/L (fluoroquinolona),
Ceftriaxona 1 mg/L (cefalosporina) ou Claritromicina 2 mg/L (macrolideo), nao
induziram alteracbes locomotoras e comportamentais em peixes-zebra no teste de
tanque novo (NTT).

O NTT é uma importante ferramenta de analise locomotora e comportamental
em peixes-zebra. Quando expostos a estimulos que provocam medo ou ansiedade,
como protocolos de estresse, os animais demonstram uma variedade de
comportamentos claramente mensuraveis durante o teste, como redugao
significativa na exploragdo, maior tempo de permanéncia no fundo do aparato e

aumento no numero de episodios iméveis [20].
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Em consonéncia com o encontrado no estudo, o ciprofloxacino (6,25 mg/L)
nao induz alteragcdo locomotora e comportamental em peixes-zebra. Entretanto, em
doses elevadas (25 mg/L) os animais apresentam hiperlocomogcdo no NTT ao
aumentarem a distancia total percorrida, bem como exerce comportamento
agressivo ao numero de ataques a imagem refletida no teste de agressividade [17].
A alteragdo comportamental € sugestiva de mudangas na neurotransmissao
colinérgica e dopaminérgica, as quais exercem fungcdes essenciais no SNC, estando
a acetilcolina envolvida em alteragdo cognitiva, contragdo muscular e modulagéo
autonbmica parassimpatica; e a dopamina na regulagdo do movimento, sistema de
recompensa, humor e na cognigdo [12]. Diante disso, sabe-se que altas
concentragbes de ciprofloxacino estdo associadas a deplecado significativa de
acetilcolina e dopamina em ratos [21], apontando a necessidade de controle de
acumulo deste farmaco no organismo, tendo em vista seu efeito nocivo no SNC.

A exposicdo a ceftriaxona (1 mg/L) nédo induz alteragdes exploratorias ou
comportamentais. Entretanto, atenua o tempo de imobilidade e reverte o
comportamento tipo-ansiedade induzido pela exposi¢gdo crénica ao alcool em
peixes-zebra no NTT. [22] A reducdo do dano oxidativo induzido pela exposicdo ao
alcool pela ceftriaxona pode explicar em partes a reversdao do comportamento
tipo-ansioso em peixes-zebra, uma vez que a formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) estdo envolvidos na mudanga da capacidade antioxidante do
organismo e resulta em danos a diferentes sistemas biologicos [23, 24, 25]. A
ceftriaxona também ja mostrou capacidade em atenuar o déficit de memoria e
melhora nos movimentos irregulares em modelos de doenga de Parkinson, atuando
como antioxidante ao reverter a diminuigdo de enzimas antioxidantes, bem como na
prevencdo da degeneragdo da via dopaminérgica [26, 27]. Além disso, em modelos
animais de estresse, a ceftriaxona apresenta protecdo dos danos comportamentais e
oxidativos ao estimular o aumento do transportador de glutamato 1 (GLT-1) [28]. O
glutamato é o principal neurotransmissor excitatéorio do SNC, essencial para
comunicagao neuronal, plasticidade sinaptica e fungdes cognitivas, o qual é regulado
pelo GLT-1. No entanto, se houver alteracédo na regulagdo dos transportadores e
elevar os niveis de glutamato, danos neuronais serdo observados devido a
excitotoxicidade, observado em transtornos mentais [29, 30, 31]. Essa evidéncia é
explicada em estudos pré-clinicos, os quais demonstram que comportamentos

tipo-depressdo ou tipo-ansiedade sdo induzidos por elevagcdao dos niveis de
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glutamato e diminuigdo na expressao de GLT-1 [22, 32]. Tais resultados indicam que
concentragdes mais altas e tratamento prolongado com ceftriaxona produzem efeito
neuroprotetor em organismos modelo. Entretanto, em humanos, altas concentragcdes
apresentam efeito nocivo ao SNC, como alteracdo de humor, psicose, crise
convulsiva e agitacédo motora [33, 34].

Sao escassos os estudos avaliando os efeitos da claritromicina sobre o SNC,
especialmente em modelos animais. Os efeitos da claritromicina sob parametros
comportamentais em peixes-zebra adultos s&o descritos pela primeira vez no
presente trabalho, onde identificou-se que a exposi¢éo a 2 mg/L ndo induz nenhuma
alteracdo motora ou comportamental. Um estudo avaliou os efeitos da exposicéo a
esse farmaco em peixes-zebra adultos sobre parametros metabolémicos ambientais,
0S quais concluiram que essa substancia parece ter correlagdo em alterar vias e
metabdlicos [35], no entanto, sem apresentar qualquer relagdo com humanos.
Apesar disso, em larvas de peixes-zebra, a claritromicina induziu apoptose celular
no tecido nervoso e dano oxidativo [36]. Contudo, esse composto foi capaz de
melhorar a lesdo cerebral em ratos submetidos a hemorragia subaracnoidea [37].
Em humanos, o farmaco tem sido associado a efeitos adversos a nivel de SNC,
como mania, confusdo mental e alteracdo de conduta. [8, 38] Mesmo assim, tem
sido considerado promissor na regulagao imune e do estresse oxidativo [39].

O conhecimento da relagao etiologica entre o estresse e transtornos mentais
como ansiedade e depressdo, apesar de dubio, é amplo e bem difundido,
caracterizado por alteracbes nos niveis de neurotransmissores e redugao da
atividade sinaptica no organismo [40]. Ademais, ja identificou-se que o desequilibrio
dindmico entre a produgdo de ROS e a capacidade antioxidante celular gerando
estresse oxidativo, este, € capaz de desenvolver danos em biomoléculas como
lipidios, proteinas e DNA, que consequentemente possuem intima relagdo com
transtornos mentais [6].

O uso ampliado de antibiéticos e sua distribuicdo no ecossistema tém
alertado a comunidade cientifica sobre os efeitos potenciais do acumulo desses
compostos no organismo humano e seus desfechos na morbimortalidade
populacional. Dessa forma, estudos sobre a influéncia dos antibiéticos no organismo
humano sao importantes para melhor entendimento dos impactos que esse
fendbmeno traz para a saude publica. No presente estudo, os antibidticos nao

apresentaram efeitos superiores ou inferiores ao grupo controle. Esses resultados
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sugerem que mais estudos sdo necessarios para esclarecer a concentragao
aproximada necessaria para atingir o efeito benéfico desse medicamento no SNC,
distinguindo os limites para evitar riscos e atingir beneficios com a sua
administragdo. Por fim, os achados corroboram com a literatura, porém, estudos sao
necessarios para avaliar a potencial vantagem deste farmaco em também em

doencas neuropsiquiatricas.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que os antibidticos ciprofloxacino, ceftriaxona e
claritromicina, n&o induziram alteracbes motoras e comportamentais em
peixes-zebra adultos apdés 96h de exposi¢cdo, sugerindo segurangca do uso. No
entanto, os resultados ndo descartam efeitos em exposigdes prolongadas ou em
modelos de estresse, reforcando a necessidade de estudos complementares que
integrem avaliagbes comportamentais, bioquimicas e moleculares. Os achados
oferecem bases para investigagdes toxicolégicas mais abrangentes, com
implicagcdes tanto para a seguranga farmacolégica quanto para o monitoramento
ambiental de antibidticos, apontando caminhos para protocolos mais robustos na

avaliacao de riscos neurocomportamentais.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados ao final deste volume sao parciais, pois o projeto
segue em execugdo. As amostras coletadas estdo armazenadas para posterior
analise bioquimica, e esta sera realizada assim que o equipamento necessario
(centrifuga refrigerada) estiver novamente disponivel apds o conserto. As hipoteses
previam  efeitos  ansioliticos  (claritromicina/ceftriaxona) e  ansiogénicos
(ciprofloxacino), mas os resultados n&o mostraram alteracbes comportamentais
significativas. Essa divergéncia pode estar relacionada provavelmente a auséncia de
um modelo de estresse, o qual é capaz de induzir comportamento do tipo-ansiedade
e estresse oxidativo, sendo possivel investigar possivel efeito de prevencao.
Destaca-se também que falhas técnicas impossibilitaram a execug¢do tanto das

analises bioquimicas como da realizagao de protocolo de estresse agudo.

Este trabalho representou uma importante etapa no meu desenvolvimento
académico, permitindo o aprimoramento da capacidade critica e metodoldgica na
pesquisa cientifica. Ao abordar temas relevantes para a medicina baseada em
evidéncias, reforca-se a necessidade de embasar decisbes clinicas em dados
robustos, contribuindo para a segurangca e eficacia terapéutica. Agradeco

profundamente a todos que me apoiaram nesta jornada.

Cristine Fagundes

Passo Fundo, 25 de junho de 2025.
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6 ANEXOS

ANEXO A — PARECER DE APROVACAO DO CEUA - UFFS

Universidade Federal da Fronteira Sul

UNIVERSIDADE — s
)) FEDERAL DA Comissao de Etica no
FRONTEIRA SUL Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "INVESTIGACAO DOS EFEITOS DE ANTIBIOTICOS SOBRE PARAMETROS
COMPORTAMENTAIS E DE ESTRESSE OXIDATIVO EM PEIXES-ZEBRA", protocolada sob o CEUA n2 2517121223 (D oooeg2),
sob a responsabilidade de Riciéri Naue Mocelin e equipe; Cristine Somavilla Fagundes - que envolve a producao,
manutencgdo efou utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal da Fronteira Sul (CEUA/UFFS) na reunido de 16/08/2024.

We certify that the proposal "INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ANTIBIOTICS ON BEHAVIORAL PARAMETERS AND
OXIDATIVE STRESS IN ZEBRAFISH", utilizing 300 Fishes (males and females), protocol number CEUA 2517121223 (p
ooo0682), under the responsibility of Riciéri Naue Mocelin and team; Cristine Somavilla Fagundes - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008,
Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of
South Border (CEUA/UFFS) in the meeting of 08/16/2024.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2024 a 12/2025  Area: Ciéncias Bioldgicas
Origem:  Né&o aplicavel biotério

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas  idade: 3 a 6 meses Quantidade: 300
Linhagem: Wild-type (fenotipo short-fin) Peso: 1lalg

Realeza, 16 de agosto de 2024

Profa. Dra. Fabiola Dalmolin Biol. Céssio Batista Marcon
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