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RESUMO

O estresse agudo de contengdo (EAC) tem sido utilizado como um importante indutor
de respostas comportamentais em estudos de cunho farmacologico, patologico e fisioldgico
em animais. Em vertebrados, respostas de estresse estdo relacionadas as respostas de
ansiedade, mas a neurobiologia destes mecanismos complexos ainda nao ¢ clara. Por
conseguinte, modelos animais tém sido utilizados experimentalmente para investigar a
fisiopatologia desses mecanismos. O zebrafish (Danio rerio) tem emergido como um
organismo-modelo essencial para essas investigagdes, devido as suas caracteristicas genéticas
homologas e ao seu potencial em testes comportamentais. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do EAC em pardmetros comportamentais tipo ansiedade no zebrafish. Para
tal, 12 animais foram expostos a 90 min de conten¢do em microtubos de 1,5 ml, posicionados
em uma estante de plastico dentro de um aquario, ¢ um grupo controle com 12 animais foi
mantido nas mesmas circunstancias, mas sem a restricdo nos microtubos. Apds os 90 min,
todos os animais foram submetidos ao teste de distribui¢do vertical eliciada pela novidade e
ao teste de preferéncia claro/escuro. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
através do teste t de Student, com nivel de significancia em p < 0,05. Os resultados indicam
que nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e expostos
ao EAC nas variaveis observadas em ambos os testes, com excecao do aumento de
congelamento do animal na parte clara do teste de preferéncia (t (22) = -1,82; p = 0,041).
Quando comparados com pesquisas anteriores, esses achados s3o, ao mesmo tempo,
concordantes ¢ discordantes em relagdo as variaveis estudadas. Na literatura analisada, ha
uma inconsisténcia entre os protocolos adotados nas pesquisas com EAC, com diferengas
importantes nos procedimentos de execuc¢do do estressor e dos testes comportamentais, que
poderiam explicar as divergéncias entre os achados desta pesquisa ¢ de outros estudos
envolvendo exposi¢ao ao EAC. Além do mais, a literatura apresenta algumas diferengas entre
os testes comportamentais utilizados neste estudo que podem ter influenciado no aumento de
congelamento do animal apenas no teste de preferéncia claro/escuro. Por fim, observamos a
necessidade de uma melhor padronizagdo dos procedimentos de execug¢do do EAC e dos
referidos testes comportamentais. Também, mais pesquisas na area se mostram cruciais para
compreender os fendmenos observados neste trabalho e na complexidade do estresse,

ansiedade e comportamento animal.

Palavras-chave: estresse; ansiedade; EAC; zebrafish; comportamento.






ABSTRACT

Acute restraint stress (ARS) has been used as an important inducer of behavioural
responses in pharmacological, pathological and physiological studies in animals. In
vertebrates, stress responses are related to anxiety responses, but the neurobiology of these
complex mechanisms 1is still unclear. Therefore, animal models have been used
experimentally to investigate the pathophysiology of these mechanisms. The zebrafish (Danio
rerio) has emerged as an essential model organism for these investigations, due to its
homologous genetic characteristics and its potential in behavioural tests. Thus, the aim of this
study was to evaluate the effects of ARS on anxiety-like behavioural parameters in zebrafish.
To this end, 12 animals were exposed to 90 min of restraint in 1.5 ml microtubes, positioned
on a plastic shelf inside an aquarium, and a control group with 12 animals was maintained
under the same circumstances, but without the restraint in the microtubes. After 90 min, all
the animals were subjected to the novelty elicited vertical distribution test and the light/dark
preference test. The data obtained was statistically analysed using Student's t-test, with a
significance level of p < 0.05. The results indicate that there were no statistically significant
differences between the control and ARS-exposed groups in the variables observed in both
tests, with the exception of the animal's increased freezing in the clear part of the preference
test (t (22) = -1.82; p = 0.041). When compared with previous research, these findings are
both concordant and discordant in relation to the variables studied. In the literature analysed,
there is inconsistency between the protocols adopted in research with ARS, with important
differences in the procedures for carrying out the stressor and the behavioural tests, which
could explain the differences between the findings of this research and those of other studies
involving exposure to ARS. Furthermore, the literature shows some differences between the
behavioural tests used in this study which may have influenced the increase in the animal's
freezing only in the light/dark preference test. Finally, we note the need for better
standardisation of the procedures for carrying out the ARS and the behavioural tests
mentioned above. Further research in this area is also crucial to understanding the phenomena

observed in this study and the complexity of stress, anxiety and animal behaviour.

Key words: stress; anxiety; ARS; zebrafish; behavior.
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1 INTRODUCAO

Os estudos sobre estresse tém sido cada vez mais ampliados em relagdo as décadas
passadas, principalmente sobre os componentes neurobioldgicos de sua resposta e da sua
associacdo a doencas fisicas. No senso comum, o estresse também aparece vinculado a ideia
de esforco e de tensdo. O termo, derivado do latim “stringere” (apertar, comprimir), que era
usado na engenharia, foi empregado pela primeira vez em biologia por Hans Selye (1907-
1982), em 1936, quando estudou experimentalmente respostas de animais a situagdes
agressivas em diferentes ambientes (SOUSA; SILVA; GALVAO-COELHO, 2015). Selye
(1936), entdo, delineou estresse como respostas do organismo a quaisquer estimulos ou
demandas, sem especificidade adaptativa, resultantes ou causadas por condi¢des favoraveis ou
ndo. Para essas respostas, Hans Selye deu o nome de Sindrome da Adaptacdo Geral (SAG),
ou Sindrome do Estresse, na qual o corpo realiza tentativas de evitagao ou reducdo dos efeitos
causados pelos estressores (SELYE, 1936).

Ap0s os estudos de Selye, houve um crescente interesse entre pesquisadores voltado as
dindmicas e efeitos do estresse em seres vivos. Viu-se, desde entdo, que nem todos os detalhes
da teoria de Selye estavam corretos, mas continua-se a estudar a concep¢do de que a
exposi¢ao ao estresse continuo pode causar danos ao organismo e resultar no aparecimento de
doencas fisicas (GRAEFF; ZANGROSSI JUNIOR, 2010; SAPOLSKY; ROMERO;
MUNCK, 2000). A partir disso, o conceito de estresse vem sendo elaborado por diversos
autores como um conjunto de alteragdes fisioldgicas e comportamentais que ocorrem no
organismo na presenca de agentes estressores, sejam eles de carater fisico ou psicossocial, que
atuam modificando a homeostase — ou equilibrio interno — e fazendo com que o corpo entre
em um processo de adaptagdo. O estresse também aparece vinculado a manifestacdo de
inimeras doengas, as quais sdo descritas desde transtornos mentais até ulceras gastricas,
canceres e doencas cardiovasculares (BOFF; OLIVEIRA, 2021; ENCARNACAO, 1986;
SANTOS; SANTOS, 2005; SILVA; TORRES, 2020).

1.1 Neurofisiologia do estresse

As respostas fisioldgicas de estresse demandam a atividade de alguns sistemas para o
restabelecimento da homeostase, através da estimulacao ¢ modulacdo de neurotransmissores €
sistemas neuroenddcrinos, que atuam nas fungdes comportamentais, cognitivas e emocionais
do organismo. Sob condi¢des normais, as mudancas fisioldgicas que ocorrem nesse processo

sao adaptativas e, de forma primitiva, objetivam a sobrevivéncia, bem como se desenvolvem
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através de um ciclo circadiano, produzindo e secretando neuro-horménios de forma ritmica ao
longo do dia (BOOF; OLIVEIRA, 2021; CHROUSOS, 1998; SANTOS; SANTOS,
2005). Em vertebrados, um dos principais sistemas de adaptacdo ativado por estressores € o
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA), que se destaca pelo desencadeamento de respostas
hormonais, culminando na liberacao de glicocorticoides, presente em mamiferos, aves, répteis
e alguns anfibios. (BOUYOUCOS et al., 2021; TSIGOS et al., 2020).

Quando em exposi¢do a estressores, o hipotdlamo inicia uma sequéncia de respostas
através do nucleo paraventricular (PVN), que aumenta a secrecdo do fator liberador de
corticotropina (corticotropin-releasing factor - CRF), um peptideo de 41 aminoécidos,
sobretudo produzido por neurdnios parvocelulares, considerado o principal regulador
hipotalamico do eixo HHA. Apds a secrecdo, o CRF, por sua vez, ¢ levado ao lobo anterior da
glandula pituitaria/hipofise (adeno-hipodfise), através do sistema porta-hipofisario, e estimula o
aumento de liberagdo do hormonio adrenocorticotréfico (adrenocorticotropic hormone —
ACTH), regulador basilar da secrecdo de glicocorticoides e androgénios adrenais. Também
conhecido como corticotropina, 0o ACTH ¢ um peptideo de 39 aminoacidos gerado por células
corticotroficas da adeno-hipofise. (BOUYOUCOS et al., 2021; CHROUSOS, 1998; TSIGOS;
CHROUSOS, 2002; TSIGOS et al., 2020)

O ACTH ¢ transportado pela corrente sanguinea e segue até o cortex da glandula
adrenal (suprarrenal), promovendo a secre¢do de glicocorticoides (GC), com destaque ao
cortisol, um dos principais ‘hormonios do estresse’ em mamiferos. Dentre os diversos papéis
dos glicocorticoides nos sistemas corporais estd a intensa concentragdo de lipideos e
aminodcidos, como reserva de energia para uso frente a estressores (BOOF; OLIVEIRA,
2021; LEVINE et al., 2007). O cortisol ¢ um hormonio sintetizado a partir do colesterol e sua
secre¢do ocorre por meio de um sistema de retroalimentacdo negativa através do eixo HHA,
exercendo atividades relevantes no organismo. Em niveis basais, a liberagdo de cortisol ocorre
através de um ritmo de variacdo circadiana, interagindo com outros padrdes bioldgicos
importantes (GRAEFF, 2007; MARINHO SARAIVA; SOARES FORTUNATO; GAVINA,
2005).

Em peixes teleosteos, o sistema andlogo ao HHA ¢ o eixo hipotdlamo-hipofise-inter-
renal (HHI), sendo o tecido inter-renal homologo a glandula adrenal em mamiferos. Quando
esse eixo ¢ acionado em resposta a um estressor, o0 CRF ¢ liberado pelo hipotdlamo e estimula
a pituitaria a sintetizar ACTH e liberéa-lo na corrente sanguinea, que chega até o rim cefalico,
promovendo a secrecdo de cortisol. Dentre as mais diversas fun¢des do cortisol estudadas em

teledsteos na resposta de estresse, destacam-se o aumento do metabolismo e de energia para a
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restauragdo da homeostase. O eixo HHI ¢ semelhante ao eixo HHA em mamiferos,
principalmente na participacao de cortisol durante o processo neuroendocrino, ao invés da
corticosterona em roedores, tornando os teledsteos animais relevantes na pesquisa de estresse
em seres humanos. (BOUYOUCOS et al.,, 2021; GNEIDING et al., 2019; NESAN;
VIJAYAN, 2016; PIATO et al., 2011; TSALAFOUTA et al., 2014; ZHANG et al., 2015)

Figura 1 — Esquema representativo de sistemas de adaptagdo ao estresse em mamiferos e teledsteos

EIXO HHA EIXO HHI
Mamiferos Teleosteos
HIPOTALAMO HIPOTALAMO
J crF J
HIPOFISE HIPOFISE
J actn J
ADRENAL TECIDO INTER-RENAL
C’ CORTISOL CORTISOL

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

1.2 Estresse e ansiedade

Em vertebrados, as respostas fisioldgicas e comportamentais a estressores estao
relacionadas as respostas de ansiedade. Geralmente, a ansiedade também ¢ associada ao medo
— uma resposta a um perigo iminente real — e ambos constituem reagdes naturais quando sob
uma ameaca em potencial, por isso, sdo considerados respostas adaptativas do organismo. Em
seres humanos, a ansiedade refere-se a uma emocdo negativa, acompanhada de tensdo
muscular e preocupagdo em relagdo ao futuro. E uma reacdo adaptativa do corpo e, em
quantidade apropriada, permite essencial desempenho e preparacdo para lidar com distintas
situagdes. No entanto, quando esse mecanismo da ansiedade perde sua eficiéncia em se
autorregular, tornando-a em excesso continuamente, essa sobrecarga acaba se transformando
em uma sé€rie de transtornos, conhecidos como transtornos de ansiedade. (ARBORELIUS et
al., 1999; CHROUSOS, 1998; MAXIMINO et al., 2012)

No que diz respeito a base neural da ansiedade, ha uma grande complexidade no
entendimento dos transtornos (GERLAI, 2010). Sabe-se que o eixo HHA tem sido implicado

na neurofisiologia da ansiedade a partir da atuacdo do CRF no mecanismo de expressao das
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respostas ansiosas. O eixo HHA relaciona-se com importantes areas cerebrais envolvidas na
ansiedade, como o sistema limbico, o locus coeruleus e o cortex pré-frontal (ARBORELIUS
et al., 1999; GRAEFF; ZANGROSSI JUNIOR, 2010). Descobertas sobre o funcionamento de
alguns sistemas de neurotransmissores também tiveram impacto importante na compreensao
do medo e da preocupacao, desencadeando estudos da neurobiologia da ansiedade, bem como
no seu tratamento. Monoaminas (noradrenalina, serotonina e dopamina) e aminoacidos
(GABA e glutamato) sdo apresentados como os tipos mais relevantes de neurotransmissores
envolvidos na modulagdo do comportamento ansioso. (GERLAI, 2010; GRAEFF;
ZANGROSSI JUNIOR, 2010; KALUEFF; NUTT, 2007)

Entre as monoaminas, os niveis de serotonina (5-hidroxitriptamina ou SHT) —
neurotransmissor que age na regulagdo do comportamento, além das regulacdes de humor e
processos de pensamento — tém sido relacionados a fisiopatologia dos transtornos de
ansiedade, os quais apresentam grande sobreposicdo com os sintomas do transtorno
depressivo maior, e antidepressivos t€ém demonstrado eficacia no tratamento de transtornos
ansiosos (GRAEFF, 2002; MAXIMINO et al., 2013). Ja o 4cido y-aminobutirico (GABA),
principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central, tem sido associado a
ansiedade através da atuacdo ansiolitica de benzodiazepinicos (BZDs), que interagem com
receptores GABA, (KALUEFF; NUTT, 2007; LYDIARD, 2003). O glutamato,
neurotransmissor excitatério predominante do Sistema Nervoso Central (SNC), também esta
implicado na neurobiologia da ansiedade, por meio de estudos com agonistas e antagonistas
dos receptores glutamatérgicos como alvo de diversos farmacos (POZZER; OLIVEIRA,
2007; STEWART et al., 2012).

1.3 Testes em animais para o estudo do comportamento

Mesmo com as intensas investigacdes em relacdo a farmacologia do estresse e
ansiedade, ainda ndo esta clara a neurobiologia desses mecanismos tdo complexos, tornando-
se necessarias mais pesquisas na area. Os modelos animais experimentais tém sido
amplamente utilizados como ferramenta essencial na pesquisa de diversas neuropatologias,
incluindo transtornos relacionados ao estresse e transtornos de ansiedade, e contribuido tanto
nas buscas de novos tratamentos psicofarmacoldgicos quanto em pesquisas clinicas que
buscam melhor compreensdo da fisiopatologia dos transtornos mentais. No entanto, sdo
encontradas diversas limitacdes na utilizagdo desses modelos, o que torna necessaria a sua

validagdo para que possam ser uteis, seguindo critérios de validade preditiva, de construto e
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de face. (ASSAD et al., 2020; GERLAI 2010; MAXIMINO; ARDNT; VAN DER STAAY,
2019; YANG et al., 2020)

Pesquisas experimentais que utilizam modelos animais abrangem desde estudos pré-
clinicos com drogas psicoativas até estudos dos sistemas neurais que atuam na modulagdo das
reacoes comportamentais desses animais frente aos diversos estimulos. Mais especificamente,
a modelagem de transtornos mentais envolve simulagdes baseadas em estudos comparativos
dos fatores nos quais os transtornos se encontram. Para a investigacdo de atividades
farmacologicas, sdo usados testes de triagem, no intuito de prever possiveis atividades
comportamentais Uteis para avaliagdo de novos candidatos (CRUZ et al., 1997). Os modelos
mais presentes na literatura para o estudo da ansiedade, por exemplo, envolvem testes de
comportamento condicionado (como o condicionamento pavloviano e o condicionamento de
luta/fuga) e testes de comportamento nao condicionado (como o labirinto em cruz elevado, o
campo aberto, a caixa claro/escuro ou preferéncia claro/escuro para peixes), 0s quais possuem
diferencas, inclusive em termos de base neurais (MAXIMINO; ARDNT; VAN DER STAAY,
2019).

Entre esses modelos, o teste de preferéncia claro/escuro (TCE) tem sido amplamente
utilizado em pesquisas que avaliam o comportamento tipo ansiedade com peixes, tendo como
base a preferéncia inata do animal por ambientes escuros — ou escototaxia (MAXIMINO et
al., 2007; MAXIMINO et al., 2010b; SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999). Os animais
sdo colocados em um aquario que possui uma metade na cor branca e a outra metade na cor
preta, no qual ¢ possivel observar o comportamento do animal durante a avaliacdo de
preferéncia (SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999). A preferéncia do animal pelo
compartimento escuro ndo parece ser impulsionada pela fuga do compartimento branco, mas
parece ter como base um conflito entre aproximagdo-evitacdo (KYSIL et al., 2017;
MAXIMINO et al., 2012).

De acordo com protocolo estabelecido por Maximino et al. (2010b), a execucao do
teste consiste em introduzir o animal em um compartimento de cruzamento entre a parte clara
e a parte escura do aquario, separado por portinholas removiveis, para um tempo de
habituagdo. Apos alguns minutos de aclimatagdo e a remocdo das portas deslizantes do
compartimento central, ¢ observado o comportamento do animal no conflito entre as areas
claras e escuras, e o numero e dura¢do de entradas nos compartimentos preto ou branco, bem
como a velocidade e o angulo de natacao, por um periodo de 15 minutos.

O comportamento tipo ansioso no teste claro/escuro pode ser averiguado pelo tempo

que passam no compartimento branco; manipulagdes que aumentam a ansiedade diminuem o
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tempo no compartimento branco, enquanto manipulagdes que diminuem a ansiedade
aumentam o tempo no compartimento branco. Além disso, podem ser observadas no teste de
preferéncia claro/escuro a atividade exploratéria do animal (avaliando as entradas no
compartimento branco), padrdes de nado erratico, tigmotaxia (tendéncia em permanecer
proximo as paredes do aquario), avaliacdo de risco e congelamento do animal (MAXIMINO
et al., 2010b). Um estudo envolvendo substancia de alarme aguda demonstrou aumentar a
escototaxia, o nado errdtico e o congelamento, em comparagdo, drogas ansioliticas
diminuiram a escototaxia e a avaliacao de risco (MAXIMINO et al., 2014).

Outro modelo frequentemente utilizado para avaliar comportamento tipo ansiedade diz
respeito ao teste de distribui¢do vertical eliciada pela novidade (DVEN), onde o animal
apresenta tendéncia a passar mais tempo na parte inferior quando colocado em um aquario
novo. O peixe em um ambiente de novidade busca protecdo de forma primitiva mergulhando
até¢ o inferior do aquario, com momentos de congelamento e reducdo da exploragdo nos
minutos iniciais. Apos um periodo de aclimatacao, tende a ocorrer um aumento da exploracao
do animal pelo aquario (BLASER; GERLAI, 2006; BLASER; CHADWICK; MCGINNIS,
2010; CACHAT et al., 2010). Dessa forma, a partir de protocolo estabelecido por Cachat et
al. (2010), o procedimento do teste constitui-se em transferir rapidamente o animal para o
aquario novo com o auxilio de uma rede, e observa-se o comportamento por um periodo de
seis minutos.

Através do teste de distribuigdo vertical eliciada pela novidade pode-se analisar
comportamentos tipo ansiedade essenciais para pesquisas na area, como a geotaxia, que
consiste na preferéncia do animal pelo inferior do novo aqudrio, o tempo gasto no topo, a
média de entradas no topo, além de variaveis de distancias, laténcia, velocidade, padrdes de
nado erratico e congelamento (BLASER; CHADWICK; MCGINNIS, 2010; CACHAT et al.,
2010). Pesquisas envolvendo substancia de alarme e predadores demonstraram que a
preferéncia de animais pela parte inferior do aquario parece se dever a uma fuga do topo,
possivelmente associada a ecologia predatéria de seu ambiente natural. Ainda assim, drogas
ansioliticas parecem diminuir essa preferéncia (AHMED; FERNANDES; GERLAI, 2012;
SPEEDIE; GERLALI, 2008; STEWART et al., 2011).

1.4 O uso do zebrafish como organismo-modelo
Com caracteristicas genéticas e praticas fundamentais, o zebrafish (Danio rerio) vem
sendo cada vez mais utilizado como organismo-modelo em diversas areas das ciéncias — tais

como a fisiologia, genética, farmacologia, biologia e toxicologia — e apresenta grande
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potencial em testes comportamentais para o estudo das neuropatologias e
neuropsicofarmacologia. (MAXIMINO et al., 2010a). Originario do sul da Asia, o zebrafish
pertence a subclasse de peixes teledsteos acessiveis a criacdes em cativeiro e, quando adulto,
mede cerca de 3 a 4 cm (Figura 2). Esses animais possuem sistemas neuroquimicos que se
assemelham com vertebrados terrestres, como seres humanos, tais como a presenga do eixo
HHI, anélogo ao eixo HHA. Estudos demonstraram que o zebrafish apresenta aumento da
secrecdo de cortisol em resposta a uma vasta gama de estressores, tornando-o um animal

relevante nas pesquisas de estresse (CHAMPAGNE et al., 2010).

Figura 2 — Zebrafish (Danio rerio) adulto

Fonte: National Eye Institute'

O zebrafish tem sido um dos principais organismos-modelo em pesquisas
comportamentais, principalmente apos as pesquisas de George Streisinger, na década de 1980,
envolvendo a investigacdo de técnicas genéticas capazes de identificar mutagdes no
desenvolvimento embrionario desses animais (RESENDE; SOCCOL, 2015), mas as
pesquisas com zebrafish datam desde 1930 em trabalhos com desenvolvimento embriologico
(LIESCHKE; CURRIE, 2007). Os estudos envolvendo esse animal em arecas como a
neurobiologia e neurociéncia sdo mais recentes. Como organismo-modelo para pesquisas, o
zebrafish apresenta vantagens em relacdo a outros animais, como o tamanho pequeno,
sugerindo espagos menores para manutencdo, o baixo custo e a alta sensibilidade a
substancias quimicas. Além disso, possui grande similaridade genética com o ser humano e,
aproximadamente, 70% dos seus genes sdo homologos aos genes de doengas humanas
(LIESCHKE; CURRIE, 2007; RESENDE; SOCCOL, 2015).

O uso do zebrafish em pesquisas que envolvem ansiedade, estresse e medo tem
crescido nos ultimos anos, demonstrando o grande potencial da espécie como ferramenta em
estudos farmacologicos (LIESCHKE; CURRIE, 2007; MAXIMINO et al., 2010a). Foram

observados efeitos de varias drogas no comportamento desse animal — como etanol,

! Disponivel em: <https://www.nei.nih.gov/sites/default/files/styles/small/public/2020-09/Zebrafish%2C
%20adul t%20300%20pixels.png?itok=qQIrH2Ru>. Acesso em: 06 ago. 2023.
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fluoxetina, cafeina, nicotina e cocaina — apresentando alteragdes importantes no estudo da
ansiedade em zebrafish (BLASER; CHADWICK; MCGINNIS, 2010; BLASER;
PENALOSA, 2011; MAXIMINO et al., 2014; STEWART et al., 2011). Além disso,
pesquisadores tém utilizado o zebrafish como organismo-modelo para estudar diversos outros
disturbios cerebrais, até entdo complexos, e condigdes induzidas por abuso de drogas, além de
pesquisas voltadas a diversos estressores € comportamento social (AHMED; FERNANDES;
GERLALI, 2012; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014; MOURA et al., 2023; PAVLIDIS;
THEODORIDI; TSALAFOUTA, 2015; SPEEDIE; GERLAI, 2008).

1.5 Estresse Agudo de Contenc¢ao

Um importante indutor experimental de respostas ao estresse e comportamento tipo
ansiedade ¢ o Estresse Agudo de Contengdo — EAC (Acute Restraint Stress — ARS), utilizado
de forma expressiva em investigagdes de fendomenos fisiologicos, patologicos e
farmacologicos em animais, contribuindo para avancos nessas areas. Nos ultimos anos,
estudos propdem-se a pesquisar os efeitos da contencdo em animais, visto que ainda ndo se
esclareceu se a contencdo estd associada mais ao cansago fisico ou comportamentos
defensivos dos animais, como se avaliou nos estudos de Hiroyuki Arakawa (2020) com ratos
machos, com base nas condigdes de isolamento e idades dos animais a data de testagem. A
pesquisa com o EAC em ratos machos apresentou resultados que sugeriram que a contengdo
tanto inibe o comportamento animal quanto ativa sistemas defensivos.

Quando pesquisadores, em um estudo com peixes, investigaram as respostas de
cortisol ao estresse e a regulagdo molecular em zebrafishs adultos expostos tanto a estressores
agudos quanto de longo prazo, os resultados para esses estressores mostraram que 0s peixes
tiveram elevacdo significativa e répida de cortisol (PAVLIDIS; THEODORIDI;
TSALAFOUTA, 2015). Concentra¢des prolongadas de cortisol iniciaram com cerca de 15
minutos apOs serem expostos aos estressores agudos, com retorno aos niveis basais cerca de
duas horas apods a exposicdo. Os pesquisadores observaram, ainda no estudo, que o estresse
agudo compromete de maneira significativa as expressdes mRNA cerebrais de varios genes
(PAVLIDIS; THEODORIDI; TSALAFOUTA, 2015).

Também em zebrafish, o estudo de Ghilslene ef al. (2012) relatou o teor elevado de
cortisol nos animais submetidos a EAC em diferentes periodos de tempo — 15, 60 e 90
minutos — onde os resultados demonstraram alteracdes nos padrdes de natagdo e atividade
locomotora, ¢ todos os grupos testados apresentaram indicios de ansiedade nos testes

comportamentais (conforme Tabela 1). Piato ef al. (2011) relatam que, em uma pesquisa
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envolvendo parametros comportamentais e sinalizacdo purinérgica, através da andlise de
encéfalos de zebrafish, os animais induzidos por EAC de 90 minutos, que passaram por testes,
tiveram alteragdes no comportamento (Tabela 1), assim como nos pardmetros a nivel
bioquimico e molecular do sistema purinérgico.

Na pesquisa do grupo de Piato et al. (2011), um protocolo para Estresse de Contencao
Aguda (EAC) foi estabelecido para zebrafish, que serviu para pesquisas posteriores utilizando
o mesmo estressor (GHISLENI et al., 2012; DAL SANTO et al., 2014; REIS et al., 2020;
LUCAS LUZ et al., 2021). O protocolo consiste em transferir os animais para microtubos
plasticos de 2 mL, os quais possuem pequenas aberturas nas duas extremidades (medindo
cerca de 5 mm de diametro), sendo uma na tampa e outra na parte inferior. As aberturas
permitiram a circulacdo da dgua dentro do tubo, apds serem colocados de volta a um tanque
maior, mas de forma a evitar a locomog¢ao dos peixes no microtubo. O intervalo de tempo
para a aplicagdo do EAC foi de 90 minutos, enquanto controlavam os niveis de oxigénio e de
temperatura da agua. Apds o EAC, os animais sdo submetidos aos testes comportamentais,

assim como os animais nao estressados pertencentes ao grupo controle.

Tabela 1 — Principais resultados observados em estudos que utilizam EAC como indutor de respostas ao estresse

de acordo com metodologia e testes adotados

Estudos Protocolo adotado Tes‘t ? comp ortamental e Resultados obtidos apés EAC
com EAC varidveis observadas
GBT: aumento no tempo no fundo
Uso de microtubos de 2 Tarefa de Comportamento do aquario e cores mais escuras em
ml; tempo de 90 min de  de Grupo (GBT) (10°): relag@o ao grupo controle;
conten¢ao; testes altura do tanque, locomocao, locomocao e coesdo de cardume
. comportamentais cor e coesao do cardume ndo apresentaram diferencas entre
Piato et al. . ,
(2011) realizados logo apos grupos
EAC com grupos Esquiva Inibitéria: laténcia

Ghisleni et

diferentes de animais
para cada tipo de teste (n
= 12 por grupo)

Uso de microtubos de 2
ml; tempos de 15°, 60’
ou 90’ de contengdo para

para entrar no
compartimento escuro e
extingdo

Teste de distribuicao vertical
eliciada pela novidade (5°):
tempo gasto no fundo,
numero de cruzamentos de
linha no aparelho, distancia

Evitacdo Inibitoria: ndo houve
diferengas significativas entre
grupos controle ¢ EAC

Nao houve diferenga entre grupos
no tempo gasto no fundo; aumento
na atividade locomotora apos 60’ e
90’; aumento na distancia
percorrida apos 90’; aumento na
velocidade média apds 907;

al. (2012) }[mlt grupo de;tlz an{[nieus, percorrida, velocidade aumento na velocidade maxima
rZZl?z(;?lr(r)lll)gg;I;)egls % AC média, velocidade maxima, apos 60’ ¢ 90’; aumento no nado
nado erratico/velocidade erratico e velocidade angular apds
angular e sinuosidade 60’ e 90’; diminuicao da
sinuosidade em 60’ e 90’
Assad et al. Uso de microtubos de 2 Teste de distribuicdo vertical Diminui¢do no tempo gasto no
(2020) ml; tempo de 90 min de  eliciada pela novidade (5°): topo; aumento na laténcia para

contengao; teste
comportamental
realizado logo apos EAC

tempo gasto no topo,
laténcia para entrar no topo,
nimero de travessias,

entrar no topo; niumero de
travessias, congelamento e nado
erratico ndo apresentaram



(n = 6-8 por grupo)

Uso de microtubos de

Lucas Luz 1,5 ml; tempo de 90 min

et al. de contencdo; teste

(2021) comportamental
realizado logo apés EAC
Uso de rede para
restri¢ao parcial do
animal; tempo de

Champanh contengao de 15 ; testes
comportamentais

eetal. . ,

(2010) realizados logo apos
EAC com grupos

diferentes de animais
para cada tipo de teste (n
=30 por grupo)

congelamento e nado
erratico

Teste de distribui¢do vertical
eliciada pela novidade (5°):
tempo gasto no topo,
quadrados cruzados, nado
erratico e congelamento

Teste de preferéncia
claro/escuro (5”): nimero de
travessias entre os
compartimentos e tempo
gasto em cada
compartimento

Teste de campo aberto (5°):
numero de quadrados
cruzados, distancia total
percorrida, velocidade
média, % de tempo gasto em
cada zona, % de
congelamento
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diferencas entre grupos

Diminui¢do no tempo gasto no
topo; aumento de nado erratico;
numero de quadrados cruzados e
distancia percorrida ndo
apresentaram diferengas entre
grupos

Teste de preferéncia claro/escuro:
apos EAC, os animais tiveram o
mesmo tempo gasto para os dois
lados do aquario; o numero de
entradas para o compartimento
preto ndo diferiu do grupo controle

Teste de campo aberto: aumento no
nimero de quadrados cruzados;
aumento na distancia percorrida;
aumento na velocidade média;
aumento na % de tempo gasto na
zona externa; ndo houve diferencas
entre grupos na % de congelamento
do animal nas zonas

Fonte: Elaboracdo da autora (2023)

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse agudo de

contencdo sobre parametros comportamentais tipo ansiedade no zebrafish (Danio rerio). Apds

exposicao a estressor padronizado, ndo observou-se alteracdo em comportamento tipo-

ansiedade nos testes de preferéncia claro/escuro e distribuicao vertical eliciada pela novidade,

mas observou-se aumento do congelamento no segundo teste.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do estresse agudo de contencao sobre pardmetros comportamentais tipo

ansiedade no zebrafish (Danio rerio).

2.2 Objetivos especificos

()

Utilizar o estresse de contengdo aguda como indutor de respostas ao estresse para

avaliacao de parametros comportamentais em zebrafish;

Aplicar os testes de preferéncia claro/escuro e distribuigdo vertical eliciada pela novidade

para avaliacdo dos parametros comportamentais tipo ansiedade em zebrafish;
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e Avaliar através de andlise estatistica possiveis diferencas comportamentais entre grupos
estressados com EAC e controle.

3 JUSTIFICATIVA

O uso do estresse agudo de contencdo para indugdo de respostas ao estresse em
animais tem sido importante em diversas pesquisas envolvendo estresse e ansiedade,
principalmente pela relevancia em investigacdes de cunho farmacoldgico, patologico e de
pardmetros comportamentais. Apesar de muitos estudos demonstrarem a relevancia do
estresse agudo de contencdo em experimentos com animais, ainda sdo escassas as pesquisas
na literatura utilizando o zebrafish como organismo modelo para a investigacao de fendmenos
comportamentais tipo ansiedade induzidos por estresse, bem como a utilizacdo dos testes
comportamentais de preferéncia claro/escuro e de distribuicdo vertical eliciada pela novidade
para a observagao de tais fendmenos.

O zebrafish mostra-se cada vez mais vantajoso como alternativa de modelo animal em
estudos comportamentais no que diz respeito ao custo/beneficio quando comparado a outros
animais, haja vista as suas condi¢des de manutencdo e as diferentes possibilidades de uso
experimental. Como ainda sdo poucas as pesquisas que avaliam os efeitos sobre pardmetros
comportamentais do estresse agudo de contencao em zebrafish, torna-se relevante a presente
pesquisa para a investigacao desses fendmenos a partir da indugdo de respostas ao estresse e
uma melhor compreensdo de parametros observados a partir do comportamento tipo
ansiedade em zebrafish. Propicia-se, também, um espaco para que mais estudos sejam

realizados para experimentagdo das tematicas abordadas nesta pesquisa.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e alojamento

Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizados zebrafishs adultos de ambos os
sexos (n = 24), da linhagem shortfin, adquiridos por fornecedor comercial (Piscicultura
PowerFish, Itaguai/RJ), com um periodo de aclimatacdo de pelo menos 14 dias antes do inicio
dos experimentos, no Laboratdrio de Neurociéncias € Comportamento “Frederico Guilherme
Graeff” (LaNeC), da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para (Unifesspa), na cidade de
Maraba-PA. Os animais foram alojados em tanques de 40 litros, com densidade méaxima de 40

peixes por tanque (um animal por litro), alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial e
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mantidos sob condi¢des-padrao de alojamento (conforme o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA, por meio da Resolugcdo Normativa n°® 34, de 27 de julho
de 2017), com temperatura média de 28 °C e pH de 7,0-8,0, fotoperiodo de 14h de claro por
10h de escuro, além de constante filtragdo e oxigenagdo da dgua. Os experimentos para esta
pesquisa foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unifesspa

(23479.020944/2022-04).

4.2 Exposicao ao estresse agudo de contencio

Conforme protocolo adaptado de Piato et al. (2011), os animais (n = 12/grupo) foram
submetidos a contengdo por 90 min em microtubos plasticos de 1,5 ml, com aberturas nas
duas extremidades de cerca de 5 mm para circulagdo de agua/oxigénio, limitando a
locomocgdo do peixe. Apos fechadas as tampas, os microtubos com os animais foram inseridos
em uma estante para mirotubos localizada dentro de um aquario com dimensdes de 23 cm x
22,5 cm x 28,5 cm (altura x largura x comprimento; Figura 3), preenchido com 11 1 de agua e
com oxigenacdo. As condi¢des experimentais tiveram médias de temperatura 23 °C + 2, pH de
7,0 £ 1, iluminacao de 549 + 60 lux, com a utilizagdo de  ruido branco Gaussiano constante
(62 dB).

O grupo controle esteve sob as mesmas condi¢des experimentais de temperatura, pH,
iluminacdo e som descritas anteriormente (Figura 3), onde os animais (n = 12) foram
colocados em aqudrio semelhante ao grupo de estressados, mas sem a contencdo e a galeria,

nadando livremente pelo aquario pelo mesmo periodo de 90 min.

Figura 3 — Aparato utilizado para o experimento de EAC com aquarios para estressados e controle

Fonte: Compilado elaborado pela autora (2023)
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4.3 Testes comportamentais
Todos os animais desta pesquisa foram expostos de forma individual aos dois testes
comportamentais de preferéncia claro/escuro e de distribuicao vertical eliciada pela novidade,

apos exposicao ao estresse agudo de contengdo ou ndo (controle), da seguinte forma:

4.3.1 Teste de distribuigao vertical eliciada pela novidade

A aplicacdo do teste de distribuigdo vertical eliciada pela novidade (DVEN)) foi realizada
a partir do protocolo adaptado de Cachat et al. (2010). Os animais foram transferidos, de
forma individual, para um aquario transparente, com dimensodes de 20 cm x 25 ¢cm x 15 cm
(altura x largura x comprimento), preenchido com 5 1 de dgua. Ao serem transferidos, os
animais puderam explorar o novo aquério de forma livre por um periodo de 6 minutos e o
registro dessa atividade foi realizado em video de celular iPhone (12 MP; resolugdo 1080p a
30qps), posicionado na frente do aquario. As condigdes de iluminagdo ¢ som se mantiveram
durante o experimento, respectivamente, com médias de 452 + 40 lux e 66 = 2 dB, sob ruido
branco Gaussiano constante.

Na fase de analise dos videos, através do software TheRealFishTracker?, foram
analisadas as seguintes variaveis do teste de distribui¢do vertical eliciada pela novidade para
cada animal: a. tempo gasto pelo animal no fundo do aquario; b. velocidade média de natacao
do animal; c. a natacdo erratica do animal; e d. o tempo de congelamento do peixe no aquério.

(CACHAT et al., 2010)

Figura 4 — Esquema de aparato utilizado na realizagdo do teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade

FUNDO

N
&'3

H
—— W7

25cm

Fonte: Elaborado pela autora (2023)

2 Programa de rastreio de objeto em movimento através de quadros de video, disponivel para download gratuito
em: <https://www.dgp.toronto.edu/~mccrae/projects/FishTracker/>.
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4.3.1 Teste de preferéncia claro/escuro

No teste de preferéncia claro/escuro (TCE) foi utilizado protocolo adaptado de
Maximino et al. (2010b). Primeiramente, os animais foram transferidos, individualmente,
para o compartimento central do aquério de teste com dimensdes de 15 cm x 10 cm x 45 cm
(altura x largura x comprimento), o qual possuia uma metade clara e outra metade escura, e
ficaram no compartimento central por 3 minutos para aclimatagdo (Figura 5). Em seguida, a
divisdria que separava o compartimento central dos demais compartimentos foi removida,
dando ao animal a liberdade para explorar livremente as outras partes do aquario por um
periodo de 15 minutos. A atividade do animal no aquario durante esse periodo foi registrada
em video por camera de celular iPhone (12 MP; resolugdao 1080p a 30qps). Durante o
experimento, as condi¢cdes de iluminacdo tiveram média de 472 + 40 lux e de som média de
67 + 2 dB, com a utilizacao do ruido branco Gaussiano de forma constante.

Posteriormente, durante o processo de analise dos videos, com o auxilio do software
TheRealFishTracker, avaliou-se o comportamento do animal no compartimento branco e
foram analisadas as seguintes variaveis do teste de preferéncia claro/escuro para cada animal:
a. tempo gasto pelo animal no compartimento branco do aqudrio; b. velocidade média de
nata¢do do animal; c. a natagdo erratica do animal; e d. o tempo de congelamento do peixe no

compartimento branco do aquéario (MAXIMINO et al., 2010b).

Figura 5 — Esquema de aquario de realizagdo do teste de preferéncia claro/escuro

b——— 225cm ———
Fonte: Maximino et al. (2010b)

4.4 Delineamento experimental

Foram selecionados aleatoriamente 24 animais para a realizacdo do experimento. Os
animais foram divididos em dois grupos de 12 peixes, entre grupo controle e grupo exposto ao
estresse agudo de contencdo. Cada grupo foi dividido em grupos menores de 3 animais, esses

grupos passavam pelos aquarios de experimento alternando entre grupo controle (livres no
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aquario) e o grupo de expostos ao EAC (contidos). Apés os 90 min, todos os animais eram
submetidos tanto ao teste de preferéncia claro/escuro quanto ao teste de distribuicao vertical
eliciada pela novidade, em ordem aleatéria feita através de sorteio, e tiveram o
comportamento registrado em video por 15 e 6 minutos em cada teste, respectivamente.

Dessa forma, para o grupo de expostos ao EAC: cada animal ficou no aquario de
contenc¢ao por 90 min e, apos esse tempo, foi submetido, de forma individual, aos dois testes
comportamentais (a depender da ordem sorteada), conforme a Figura 6. Para os animais do
grupo controle: cada animal ficou no aquério com exploragdo livre por 90 min e, da mesma
forma que os animais do EAC, depois do tempo proposto, individualmente foram submetidos

aos dois testes comportamentais (na ordem definida em sorteio).

Figura 6 — Aparato utilizado durante experimento de exposi¢do ao EAC e testagem comportamental

S |

EAC

/ ‘ 90 min

FUNDO

TCE DVEN
18 min 06 min

Fonte: Compilado elaborado pela autora (2023)

4.5 Analise estatistica

Ap6s transcricdo dos parametros comportamentais no software TheRealFishTracker,
os dados obtidos foram analisados por comparacdo entre dois grupos através do feste ¢ de
Student para amostras independentes, realizado com auxilio do software JAMOVI 2.4.1°. Foi
considerado o nivel de significancia em p < 0,05 em todas as analises ¢ os dados sdo

expressos como média + desvio padrdao nas imagens de resultados.

3 Programa de analise de dados e de testes estatisticos disponivel de forma gratuita para download em:
<https://www.jamovi.org/download.html>.
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S RESULTADOS

Apobs a exposicao dos animais ao estresse agudo de contengdo, os resultados deste
estudo para o teste de distribuicao vertical eliciada pela novidade ndao demonstraram
diferengas estatisticamente significativas nas variaveis de tempo gasto pelo animal no fundo
do aquario (t (22) = 0,442; p = 0,669; Figura 7A), nado erratico (t (22) = 1,02; p = 0,841;
Figura 7B), velocidade média de natagdo (t (22) = -0,371; p = 0,357; Figura 7C) e
congelamento do animal (t (22) = 0,989; p = 0,833; Figura 7D). Ou seja, nenhuma das
variaveis analisadas do grupo EAC demonstraram alteracdes quando comparadas ao grupo

controle, conforme observado na Figura 7.

Figura 7 — Analise dos parametros comportamentais observados no teste de distribuicao vertical eliciada pela
novidade para os grupos controle e expostos ao EAC

A B
360 - 45 -
< o
Q o
= 240 | F 30 ;
5 =
= o
g w
o 120 Q15
= S
w
= 0 0
CONTROLE CONTROLE

C D

9 - 150 -
w
; E
w O " 100 4
[m]
< g
S 3 T 50
0 - -

- 4

9 o
w o |
>

0 - 0

CONTROLE CONTROLE EAC

Fonte: Elaboragdo da autora (2023)

No teste de preferéncia claro/escuro, os resultados apos exposicdo ao EAC apontam
um aumento significativo no congelamento do animal na parte clara do aquério (t (22) = -
1,82; p = 0,041; Figura 8D) quando comparado ao grupo controle. Para a variavel tempo no

compartimento branco, embora os resultados apontem que os animais passaram menos tempo
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nessa parte do aquario quando comparados ao grupo controle (Figura 8A), essas diferengas
nao alcangaram significancia estatistica (t (22) = 0,766; p = 0,226; Figura 8A). Também nao
houve diferengas estatisticamente significativas nas varidveis de nado erratico (t (22) = 1,60; p
= 0,938; Figura 8B) e velocidade média de natacdo do animal (t (22) = 0,639; p = 0,261;
Figura 8C) entre os grupos controle e EAC.

Figura 8 — Analise dos pardmetros comportamentais observados no teste de preferéncia claro/escuro para os
grupos controle ¢ expostos ao EAC
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Fonte: Elaboracao da autora (2023)

6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os efeitos do estresse agudo de contengdo em
comportamentos tipo ansiedade do zebrafish. Durante os experimentos, os animais foram
expostos a 90 min de contengdo e os efeitos foram analisados imediatamente apés a restricao
tanto no teste de preferéncia claro/escuro quanto no teste de distribui¢do vertical eliciada pela
novidade. Os parametros comportamentais observados nos testes foram analisados conforme
estatistica e os resultados obtidos foram descritos na se¢do anterior. Apos exposi¢ao ao EAC,
foi demonstrado alteragdo no tempo de congelamento do zebrafish no compartimento branco

no teste de preferéncia claro/escuro, mas os resultados ndo indicam alteragdes em outras
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variaveis estudadas neste mesmo teste, assim como ndo foram observadas alteragdes nas
variaveis analisadas no teste de distribui¢do vertical eliciada pela novidade.

Através da aplicacdo do teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade posterior
ao protocolo de EAC, outros estudos observaram as varidveis de tempo gasto no fundo,
velocidade média, nado erratico e congelamento. Neste estudo, ndo houve alteragdes na
variavel tempo gasto no fundo, concordante com o estudo de Ghislene et al. (2012), onde os
animais expostos a0 EAC por 90 min ndo apresentaram diferengas estatisticamente
significativas em relagdo ao grupo utilizado como controle. No entanto, os resultados para
essa variavel discordam com o estudo de Piato et al. (2011), no qual os animais submetidos a
EAC apresentaram um aumento de tempo no fundo do aquario. Todavia, o estudo de Piato et
al. (2011) avaliou o comportamento dos animais em cardume no aquario apos a exposi¢do de
EAC, diferente do presente estudo que observou o comportamento dos animais de forma
individual durante a testagem.

Em relagdo a velocidade média de natagdo do animal, nado erratico e congelamento,
este estudo ndo produziu alteragdes nos parametros comparados ao grupo controle no teste em
questdo. Essas varidveis também ndo apresentam consisténcia na literatura em relagdo ao
comportamento tipo ansiedade do zebrafish. Ghislene et al. (2012) relataram aumento na
velocidade e nado erratico do animal ap6és 90 min; Lucas Luz et al. (2021) também
demonstraram aumento no nado erratico; enquanto que no estudo de Assad et al. (2020), ndo
foram apesentadas diferencas significativas entre grupos controle e contidos para as variaveis
de nado erratico e congelamento.

Os resultados referentes ao teste de preferéncia claro/escuro, conforme as variaveis
observadas, demonstram conformidade com os resultados do teste de distribuicao vertical
eliciada pela novidade apés EAC, exceto para a variavel de congelamento. Na literatura ainda
s30 escassas as pesquisas que utilizam o teste comportamental de preferéncia claro/escuro
para analise de comportamentos tipo ansiedade em pesquisas com estresse agudo de
contencdo. Entre os estudos realizados utilizando EAC, o estudo de Champagne et al. (2010)
demonstrou que ndo houve diferencas entre os efeitos do estresse agudo de restricdo em
relagdo ao grupo controle, mas que os dois grupos tiveram o mesmo tempo gasto pelo
zebrafish para ambos os compartimentos do aquario de teste, que continha uma parte escura e
uma parte transparente iluminada.

De acordo com Maximino et al. (2010b), o zebrafish apresenta uma motivacao inata a
explorar novos ambientes, no entanto, o animal tende a evitar ambientes claros e a passar mais

tempo no compartimento escuro de um aquario, assim como nado erratico e congelamento
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tendem a ocorrer mais no compartimento branco do que na parte preta. Essa preferéncia
preditiva pelo lado branco pode explicar porque ndo houve diferencas significativas na
variavel tempo gasto no compartimento branco entre os achados deste estudo em relagdo a
exposicao ao estresse agudo de contenc¢do, pois mesmo que o tempo no branco do grupo EAC
tenha sido inferior, ndo foi o suficiente para demonstrar significincia comparado ao grupo
controle. Essa auséncia de diferenga estatisticamente significativa também foi percebida no
estudo de Aponte e Petrunich-Rutherford (2019) envolvendo outro estressor agudo, que
utilizou o teste claro/escuro como modelo para avaliar o comportamento tipo ansiedade de
zebrafishs juvenis.

Os autores perceberam que a suspensdo do animal no ar por 30 segundos, acima da
agua, através de uma rede ndo produziu alteragdes significativas entre os animais estressados
e grupo controle, ainda que os animais estressados tenham passado menos tempo na parte
clara do aquario. Sobre as varidveis de velocidade média e congelamento, o estudo de Aponte
e Petrunich-Rutherford (2019) também nao obteve diferengas significativas entre os grupos
controle e estressados no teste de preferéncia claro/escuro. Neste estudo, os resultados
demonstraram concordancia com a variavel de velocidade média, mas discordam na variavel
congelamento, onde houve uma diferenga estatisticamente significativa no tempo de
imobilidade do animal.

Com excec¢do da variavel de congelamento no teste de preferéncia claro/escuro, todas
as outras sete variaveis observadas no presente estudo entre os dois testes utilizados nao
diferiram significativamente entre os grupos de expostos ao EAC e controle. Na literatura,
observa-se que nao ha uma consisténcia sobre os resultados do comportamento de zebrafish
analisados a partir dessas variaveis, o que pode ser explicado devido as diferencas de
procedimentos experimentais adotados em cada uma das pesquisas supracitadas ao invés de se
estabelecer que ndo houve comportamento tipo ansiedade de forma mais intensa apos
exposi¢ao de EAC.

Um exemplo ¢ a diferenca ja mencionada do estudo Piato et al. (2011) no teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade para o presente estudo, onde o nimero de animais
inseridos no aquario difere durante a testagem. Além disso, nesse mesmo estudo, o tempo de
testagem ¢ de 10 min, diferente do protocolo adotado nesta pesquisa que ¢ de 6 min. Em
alguns estudos também se nota a diferenca entre o tipo de microtubos utilizados na exposicao
ao EAC. Por exemplo, as pesquisas de Piato ef al. (2011), Ghisleni et al. (2012) e Assad et al.
(2020) apresentam a utilizagdo de microtubos de 2 ml, enquanto que neste estudo foi utilizado

microtubo de 1,5 ml para a contengdo do animal.
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Outra diferenca diz respeito ao estudo de Champagne et al. (2010), que ao invés de
microtubos, os animais ficaram presos de uma forma menos restrita em uma rede por um
tempo de 15 min. Os pesquisadores também utilizaram um niimero maior de animais para a
testagem, com 30 animais para o grupo controle e 30 animais para o grupo exposto ao EAC.
Nesse estudo também foi adotado um tempo de testagem de 5 min no aquario claro/escuro,
que ndo continha o compartimento central de portinholas deslizantes, logo, sem o tempo para
aclimatagdo. Todas essas caracteristicas diferem do presente estudo, onde o nimero de
animais era de 12 zebrafishs para cada grupo experimental e o tempo de testagem no aquario
claro/escuro foi de 15 min de observagdo, posterior a 3 min de aclimatagdo em compartimento
central. Essas inconsisténcias metodologicas podem explicar os diferentes resultados obtidos
em cada pesquisa de exposi¢ao do zebrafish ao EAC.

Apesar da maioria das varidveis ndo diferirem estatisticamente do grupo controle, a
variavel de congelamento no teste de preferéncia claro/escuro evidencia entre os achados
deste estudo uma diferenca estatisticamente significativa que ndo ocorreu no teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade. Conforme a literatura, os dois testes sdo
amplamente usados em pesquisas comportamentais com animais para analisar parametros tipo
ansiedade, bem como altamente sensiveis na triagem de drogas, através de analises
farmacologicas (KYSIL et al., 2017; MAXIMINO et al., 2012). No entanto, mesmo com as
similaridades entre eles, ocorrem diferencas quando analisados os resultados de pesquisas
envolvendo os dois testes em relagdo a estressores.

Kysil et al. (2017) relatam que o teste de distribuicao vertical eliciada pela novidade
parece representar melhor pesquisas com estressores desafiadores e/ou com mais intensidade,
e o teste de preferéncia claro/escuro consegue obter melhores resultados para estressores
menos aversivos. Isso pode elucidar o fato de que uma variavel neste estudo teve diferenca
significativa em um teste, mas ndo em outro, como ocorreu com o congelamento do animal,
tendo o teste de preferéncia claro/escuro uma sensibilidade maior para o comportamento do
zebrafish durante a testagem. Mesmo assim, os autores afirmam que o comportamento do
animal e as variaveis observadas durante esses testes ainda sdo muito complexos,
necessitando de cada vez mais pesquisas na area.

Maximino et al. (2012) afirmam que os achados de pesquisas que envolvem o teste de
distribuicao vertical eliciada pela novidade e o teste de preferéncia claro/escuro sdo limitados
no que diz respeito a uma convergéncia entre esses dois testes. Segundo os autores, uma
possivel estratégia para essa convergéncia seria a constru¢do de um aparato de teste

comportamental que pudesse contemplar os varios estimulos vistos até aqui nos outros dois
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testes. Para eles, um unico aquario que pudesse medir os multiplos pardmetros observados em
comportamento tipo ansiedade de zebrafish poderia expandir o nivel de confiabilidade, de

produtividade e de propor¢ao de testagens para analises farmacoldgicas, por exemplo.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo observou os efeitos de protocolo adaptado de estresse agudo de
contengdo sobre parametros comportamentais tipo ansiedade de zebrafish, um animal que
apresenta notdvel importancia em pesquisas comportamentais e farmacologicas. No teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade, ndo houve alteracdes comportamentais
significativas nas varidveis analisadas. Também no teste de preferéncia claro/escuro, as
variaveis nao diferiram significativamente entre os animais expostos ao EAC e grupo
controle, exceto no congelamento, onde os animais contidos apresentaram aumento nessa
variavel.

Esses achados sinalizam uma vasta inconsisténcia na literatura sobre as diferentes
metodologias utilizadas na execu¢do do EAC e testagem comportamental do zebrafish. Além
disso, ha uma limitacao de estudos sobre efeitos do EAC em modelos utilizando o teste de
preferéncia claro/escuro, bem como uma complexidade ainda pouco estudada das diferencas e
semelhancas desse teste para o teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade. Os
resultados deste estudo evocam a necessidade de mais pesquisas para compreensdo desses

fenomenos e temas discutidos ao longo deste trabalho.
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