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Eu nédo devo ter medo. Medo é o0 assassino da mente. Medo
€ a pequena morte que leva & obliteracdo total. Eu
enfrentarei meu medo. Permitirei que passe por cima e me
atravesse. E, quando tiver passado, voltarei o olho interior
para ver seu rastro. Onde o medo ndo estiver mais, nada
haverd. Somente eu permanecerei.

Frank Herbert - Duna.
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RESUMO

A resposta fisiologica aos estressores € um importante mecanismo de defesa e
sobrevivéncias que 0s organismos possuem. Em virtude da complexidade desse sistema se faz
necessario estudos acerca do estresse, visando entender como o estresse (agudo ou crdnico)
pode impactar os organismos. Nesse sentido, modelos animais tem sido experimentalmente
utilizados para essas investigacdes. O zebrafish (Danio rerio) emergiu como importante modelo
para investigacGes em psicopatologia experimental devido ao seu baixo custo e caracteristicas
genéticas homologas aos seres humanos. O presente trabalho objetivou investigar como o
modelo de estresse crénico imprevisivel (ECI) afeta 0 comportamento tipo ansiedade no
zebrafish. Assim, foi utilizado nesse trabalho um protocolo ECI de 14 dias com 10 estressores
diferentes, que eram aplicados duas vezes ao dia de maneira parcialmente aleatdria visando
atingir maior imprevisibilidade. Apds 24 horas do final do protocolo ECI esses animais foram
submetidos ao teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN) e o teste de
preferéncia claro/escuro (TCE). Ao analisar os resultados, foi observado que os animais ECI
passaram mais tempo no fundo e menos tempo no topo no teste DVEN, esses resultados estéo
de acordo com os achados na literatura. Ja os resultados no TCE ndo sugerem diferenca entre
os animais ECI e controle, a literatura carece de dados acerca do uso de TCE para avaliar
animais submetidos ao ECI, os unicos que foram encontrados entregam resultados ambiguos.
Assim é possivel concluir que o ECI é um modelo adequado para se fazer investigacGes acerca
do estresse, entretanto, se faz necessario mais pesquisas acerca da interacdo entre o TCE e

animais cronicamente estressados.

Palavras-chave: Estresse; Estresse cronico imprevisivel; ECI; Zebrafish; Comportamento.
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1 INTRODUCAO

Na contemporaneidade temas como ansiedade, depressao e estresse estdo cada vez mais
em evidéncia nos meios tanto da midia quanto nos temas de pesquisa. Um dos campos que cada
vez mais se interessa por essa tematica é o da psicobiologia e neurociéncias, se avangando sobre
tematicas como o estresse e ansiedade. Um dos precursores nos estudos de estresse e principal
responsavel por popularizar o termo (originalmente da engenharia) foi Hans Selye (1936), que
colocou animais em situagdes adversas (frio, calor, infeccdo, trauma, hemorragia) e percebeu
que o organismo tinha respostas fisiologicas padronizadas independe da demanda que ele
enfrentava. A partir dai ele descreveu o estresse como uma resposta nao especifica do corpo a
qualquer demanda, posteriormente chamando o estresse de sindrome da adaptacdo geral (SAG).
Selye também pontuou em seus trabalhos posteriores que o estresse era na realidade um evento
de resposta e ndo uma causa, além também de perceber que essa resposta fisiolégica chamada
de estresse acontecia até mesmo em contexto positivos para o organismo (Selye 1950, 1956).
Atualmente chamamos de estresse a resposta fisioldgica e de estressor os fatores causais do
estresse.

1.1 Eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal/inter-renal

Apos as pesquisas seminais de Selye (1936; 1950; 1956), muito foi descoberto no campo
do estresse, atualmente se entende como funciona a resposta fisiol6gica aos estressores. Sabe-
se atualmente que o principal eixo que atua como regulador das repostas do organismo aos
estressores é o Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), que estd principalmente ligado a
mobilizacdo de energia para o enfretamento do estressor percebido pelo organismo. Esse
movimento se chama alostase, que é uma regulacéo fisiol6gica que tenta preparar o organismo
para eventuais adversidades, ou seja, manter o equilibrio homeostatico em momentos de
adversidade (Sterling; Eyer, 1988). Discutiremos mais sobre alostase adiante.

A ativacdo do eixo HHA se déa inicialmente ap6s um estressor ser percebido, entdo a
partir dai neurdnios parvocelulares neurossecretores que estdo situados dentro do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo véo liberar o “Fator liberador de corticotropina”
(corticotropin-releasing factor - CRF). CRF € um neuropeptideo de 41 aminoacidos que é
fortemente expresso no PVN (Cummings et al., 1983) e esta intimamente ligado a regulacéo
hipotalamico do eixo HHA (Antoni, 1986; Herman et al., 2016), apos se projetarem para fora
do PVN através do sistema portal pituitario (Sower, 2015) e irem parar na adeno-hipofise, o

CRF vai impulsionar a sintese do hormdnio adrenocorticotrofico (adrenocorticotropic hormone
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- ACTH), que é um hormonio peptidico de 39 residuos de aminoacidos. O ACTH é secretado
pelos corticotropos na circulagcdo sanguinea que por sua vez ira parar nas glandulas Adrenais,
por fim realizando a sintese e liberacao de glicocorticoides (GC, em humanos o glicocorticoide
é o cortisol). E importante frisar que o eixo HHA também conta com um recurso de ajuste
baseado em feedback negativo, o que pode culminar no blogueio da liberacdo hipofisaria de
ACTH e com isso limitar os efeitos do GC no organismo (Herman et al., 2016; Keller-Wood,
Dallman, 1984; Gjerstad; Lightman; Spiga, 2018). Tal feedback pode vir de uma variedade de
Orgdos que sdo afetados pelos glicocorticoides, como o préprio sistema nervoso central, outros
orgdos periféricos como figado, masculo e até mesmo os tecidos adiposos podem fazer parte
do mecanismo (De Kloet; Herman, 2018).

Devido ao ancestral comum que todas as espécies compartilham, o eixo sensivel aos
estressores esta presente em uma diversidade de vertebrados sendo evolutivamente conservado,
podendo ter apenas algumas diferencas anatomicas e/ou funcionais (Bouyoucos et al., 2021,
Trudeau; Somoza, 2020). A titulo de exemplo, nos peixes teledsteos o eixo é constituido pela
mesmo interagdo ‘“hipotalamo-hip6fise” como nos mamiferos, porém os teledsteos ndo
possuem um 6rgéo separado como nos mamiferos (A glandula adrenal), eles possuem uma parte
do rim dedicada a esse proposito chamada de inter-renal, assim 0 eixo nos teledsteos é
hipotalamo-hipdfise-inter-renal (HHI, Bouyoucos et al., 2021). A figura 1 representa um pouco
dessa interacdo entre o estressor percebido e a ativacéo do eixo HHA/I. O organismo (Peixe a
esquerda: Danio rerio) ao perceber um predador (Peixe a direita: Nandus nandus) entra em
estado de alerta (mecanismo da ansiedade) e esse estado vai culminar em uma cascata de
eventos para mobilizar a sintese de GC para o organismo enfrentar o desafio iminente, no geral
essas respostas de enfrentamento séo classificas como luta, fuga e congelamento.

Figura 1: Representacdo do eixo HHI/HHA

g X — |PVN| = |CRF|= |HIPOFISE

l

INTER-RENAI
GC | &= , =
(teledsteos)
ACTH
ADRENAT
GC | & . —
(mamiferos)

Fonte: elaborado pelo autor no programa PawerPoint.
Importante ressaltar que na resposta a estressores do eixo HHA/I o GC ndo consegue

ser sintetizado rapido o suficiente para agir nas respostas a estressores agudos, GC leva em
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torno de 15 minutos a 1 hora para de fato ter seus primeiros impactos no organismo (Sapolsky;
Romero; Munck, 2000). Entdo a primeira resposta fisiolégica do organismo é um subito
aumento da secrecdo de catecolaminas, epinefrina (conhecida como adrenalina), norepinefrina
e dopamina, no sistema nervoso simpatico, que vdo fazer ajustes no organismo, como:
redistribuir o fluxo sanguineo dos 6rgéos para os musculos; dilatacdo das pupilas (midriase);
dilatagdo pulmonar para melhorar o fornecimento de oxigénio ao sangue (efeito
broncodilatador); retencdo de sodio e etc. (Goldstein, 2003; Tank; Lee Wong, 2011). E através
desses ajustes fisioldgicos proporcionados pelas catecolaminas que o organismo vai conseguir
enfrentar o desafio imposto a ele nos primeiros segundos/minutos.

1.2 Impactos do HHA/I no organismo

Outro ponto importante da resposta fisioldgica de estresse esta ligado a sua interacao
com uma diversidade de dérgdos e regides do sistema nervoso central, sendo assim ativacoes
pouco adaptativas e recorrentes do eixo HHA/I podem facilitar o desenvolvimento de uma gama
de doencas e sindromes, bem como no surgimento de transtornos do humor. Para se entender
como a resposta de estresse deixa de ser adaptativa é necessario entender os conceitos de
alostase e carga alostatica.

A alostase é entendida como uma adaptacdo para 0 organismo Se preparar a esses
momentos de desafio (Sterling; Eyer, 1988; Mcewen, 1998) ou seja, todas as adaptacdes que o
eixo HHA/I geram no organismo é uma adaptacao alostatica visando alcancar um ponto de
equilibrio frente a um desafio real ou percebido, o problema acontece quando esse sistema é
muito requisitado, o0 que pode acontecer devido ao organismo esta exposto a uma diversidade
muito grande de estressores, causando a hiperativacdo desse mecanismo e com iSSO uma
hiperativacdo do eixo HHA/I. Os efeitos adversos dessa hiperativacdo sdo chamados de “carga
alostatica” (Mcewen, 1998; Mcewen, 2013). Essa hiperativacdo e alta expressdo de GC e
catecolaminas estd intimamente ligada ao desenvolvimento de doencas, como: doencas
cardiovasculares; diabetes; hipertensdo; gastrite e formacdo de ulceras gastricas (Mcewen,
2013; Sapolsky; Romero; Munck, 2000; Tank; Lee Wong, 2011; Oray et al., 2016).

Existe também outro aspecto dos GCs que podem ensejar no desenvolvimento de
condicBes patologicas, a ampla gama de medicamentos corticosteroides (medicamentos a base
de GCs) que esta a venda e séo indicados para tratamento de condi¢des medicas podem ser
utilizados em condicGes de abuso, 0 que pode acarretar em doencas mais severas como:

catarata; glaucoma; fragilidade cronica da pele (dermatoporose); sangramento gastrointestinal;
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esteatose hepatica; supressdo do desenvolvimento infantil e etc. (Oray et al., 2016; Gabriel,
Jaakkimainen; Bombardier, 1991: Fel; Aslangul; Le Jeunne, 2012).

Além do eixo HHA participar no desenvolvimento de doencas medicas, também pode
participar no surgimento de transtornos psiquiatricos, esse fato se deve em grande parte as
mudancas fisioldgicas que o eixo HHA causa, elas acabam por impactar muitas areas do sistema
nervoso central e periférico. As areas que mais correlacionam o eixo HHA a transtornos do
humor (como a ansiedade) € o sistema limbico, o locus coeruleus e o cortex pré-frontal
(Arborelius et al., 1999; Graeff; Zangrossi JR, 2010). A partir dessa interacdo € possivel
correlacionar o GC e o eixo HHA a uma diversidade de transtornos de humor, como: ansiedade
generalizada; depressdo; transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT); esquizofrenia;
transtorno do panico (Sapolsky, 1996; Graeff, 2007; Oray et al., 2016).

1.3 Modelos animais e Zebrafish

1.3.1 Modelo animal

Modelos animais sdo amplamente utilizados em investigacdo cientifica desde o inicio
do século passado, em especial apds as descobertas de Pavlov sobre condicionamento em caes.
De la para ca os modelos animais se tornaram uma ferramenta imprescindivel nas pesquisas,
sendo essencial em trabalhos nos campos de estudos da genética, psicobiologia,
comportamento, neurologia, transtornos relacionados ao estresse e transtornos de ansiedade,
desenvolvimento de novos tratamentos psicofarmacoldgicos, como também no estudo do
funcionamento basal de estruturas do sistema nervoso (podendo ser através de animais knock-
out), quanto em pesquisas clinicas que visam compreender os mecanismos fisiopatoldgicos dos
transtornos mentais (Graeff; Zangrossi JR, 2002; Finn; Rutledge-Gorman; Crabbe, 2003;
Maximino et al., 2013).

Com tamanha amplitude de modelos animais, acaba por ser necessario sempre revisar
se tais modelos sdo de fato coerentes no que se propdem, ja que inevitavelmente possuem suas
limitagdes de constructo (Maximino; Van Der Staay, 2019; Haller; Alicki, 2012). Nesse
sentido, existe um interesse sempre latente em desenvolver modelos mais coesos e assertivos
para o0 que se deseja investigar.

1.3.2 Zebrafish

Um animal que esta conquistando um espaco cada vez maior como organismo modelo
é o zebrafish (Danio rerio). Esse animal é um peixe teleésteo natural do sul da Asia e
caracteristico da agua doce, quando adulto mede em torno de 2 a 4 centimetros. E bastante

difundido como animal de aquarismo (conhecido no meio também por paulistinha e peixe
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zebra), o zebrafish possui diversas caracteristicas interessantes para tal finalidade, como uma
alta capacidade de se adaptar a criagdo em cativeiro, expectativa de vida de 2 a 4 anos, alta
producéo de ovos (cerca de 200) e um rapido desenvolvimento embrionario. Quando se pensa

no uso em pesquisa ele possui mais duas vantagens, o zebrafish exibe um baixo custo para se

manter, além de possuir um amplo acervo de conhecimentos acerca da biologia deste animal
(Siebel; Bonan; Silva, 2015).

Figura 2: registro fotografico de zebrafish

Fonte: jornal USP !

O potencial do zebrafish tornou-se evidente a partir do trabalho desenvolvido por
George Streisinger (1981) que desenvolveu uma série de técnicas que permitiram a
identificacdo de mutacdes que afetavam o desenvolvimento embrionario em zebrafish, assim o
potencial como organismo modelo do zebrafish comecou a ser explorado por outros
pesquisadores (Siebel; Bonan; Silva, 2015). Como foi descrito anteriormente, hoje se sabe que
esses animais possuem um eixo de resposta a estressores analogo ao dos mamiferos (HHI), e
gue também possuem 71% dos genes homdlogos aos genes de doencas humanas (Lieschke;
Currie, 2007).

Um dos campos mais recentes a explorar a versatilidade do zebrafish é o campo da
psicobiologia e neurociéncias. E possivel encontrar nessa area trabalhos que exploram varios
aspectos da biologia do animal, como por exemplo as fungbes de neurotransmissores em
diversas demandas fisioldgicas do organismo. Um neurotransmissor bastante analisado é a
serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5HT), que é um neurotransmissor altamente imbricado em
respostas de ansiedade e panico (Graeff, 2004; Carmo Silva et al., 2021; Griffiths et al., 2012),
modelos que tentam entender a genética por tras da ansiedade (Finn; Rutledge-Gorman; Crabbe,

! Disponivel em: https://jornal.usp.br/. Acesso em: nov. 2023
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2003), modelos que avaliam o comportamento e os mecanismos de defesa do proprio zebrafish
(Maximino et al., 2018; Carmo Silva; Lima-Maximino; Maximino, 2018).

1.3.3 Testes comportamentais para estresse e ansiedade

Dentro do acervo de ferramentas comportamentais para analise de ansiedade e estresse
no zebrafish é possivel encontrar alguns testes que sdo bastante confidveis em evidenciar o0s
comportamentos tipo ansiedade do animal. Um teste bastante comum é o teste de exposicéo a
predador, que consiste em colocar 2 aquarios com suas faces encostadas, em um desses aquarios
vai estar o zebrafish e no outro vai estar um predador, podendo ser um predador simpatrico (que
habita a mesma regido geografica), peixe conhecido como Asian leaf fish (Nandus nandus), ou
um predador alopétrico (predador de outra regido geogréfica), assim podendo analisar as
respostas aversivas e de medo do animal (Bass; Gerlai, 2008). E possivel também fazer
adaptacdes nesse tipo de teste, utilizando de animais roboticos ou mesmo um video do predador
em movimento (Spinello et al., 2019; Gerlai; Fernandes; Pereira, 2009).

Outro teste amplamente utilizado em psicopatologia experimental é o teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN), que consiste em colocar o animal em um
aquario livre de qualquer estimulo, nisso ele fica livre para explorar este novo ambiente e sua
atividade exploratoria € registrada em video por 6 minutos, para analisar posteriores. EXxiste
uma variedade de parametros que se pode avaliar, como: distancia percorrida, velocidade
média, permanéncia no fundo ou topo do aquéario, movimentos erraticos e congelamento
(freezing; corpo completamente imdvel), entre outras (Cachat et al., 2010).

Existe também o teste de preferéncia claro/escuro (TCE), que consiste em utilizar um
aquario de 45 centimetros de comprimento que tem metade do seu corpo na cor branca e outra
metade na cor preta, na divisa entre as cores branca e preta existe um compartimento central
com duas portinholas que separam ambas as partes. O teste consiste em colocar o zebrafish
nesse compartimento central por 3 minutos e depois abrir as portinholas, assim o animal fica
livre para explorar o aquario, essa segunda fase dura 15 minutos e durante esse tempo a
atividade exploratoria é registrada para analises posteriores (Maximino et al., 2010b).

1.4 Estresse crénico imprevisivel

Atualmente um modelo em psicopatologia experimental que vem ganhando muita
visibilidade, por pesquisadores que estudam o estresse crbénico e suas implicacbes no
organismo, € o modelo de estresse cronico imprevisivel (ECI), tal modelo € utilizado em

pesquisas com ratos a muito tempo (Bondi et al., 2008; Piato et al., 2010; Willner, 2005),
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contudo em zebrafish (e peixes teledsteos) s6 comecou a ser utilizado apds a pesquisa de Piato
et al. (2011), que concebeu um modelo viavel para utilizacdo nesse modelo.

O trabalho que Piato et al. (2011) desenvolveu, fez adaptaces no protocolo de estresse
crénico que € utilizado em camundongos e ratos, afinal os organismos aquaticos e terrestres
tém um ambiente notavelmente diferente, além disso ele também analisou as diferencas entre
um protocolo de 7 e de 14 dias, tentando identificar qual desses surtiria resultados mais
desejaveis para pesquisas experimentais. A conclusdo preliminar que ele obteve foi que o
protocolo de 7 dias era mais indicado para pesquisas em ansiedade e que um protocolo de 14
dias era mais indicado para pesquisas em depressdao, contudo, uma meta-analise que foi
publicada recentemente percebeu que resultados de trabalhos que utilizavam 7 dias de ECI eram
menos consistentes do que trabalhos que utilizavam 14 dias de ECI (Gallas-Lopes et al., 2023)
sugerindo que 14 dias seriam suficientes para perceber mudancgas mais significativas nos niveis
de cortisol e comportamento tipo ansiedade dos animais (Gallas-Lopes et al., 2023).

Atualmente é possivel encontrar outros trabalhos que se utilizaram do protocolo
desenvolvido por Piato et al. (2011), embora cada pesquisador faca suas alteracdes nos
estressores que vao ser utilizados, podendo existir protocolos com 4 estressores somente,
enquanto outros utiliza um nimero de estressores mais variavel. As investigacdes utilizando o
ECI podem ser bastante variadas, como o trabalho de Zimmermann et al. (2016) que investigou
quais os impactados que o ECI pode exercer sobre o sistema purinérgico, com enfoque principal
nas funcGes das enzimas ectonucleotidases, e percebeu que o ECI aumenta os niveis de
adenosina fora das células. Outras pesquisas tentam avaliar como um estressor agudo ou ECI
podem impactar o comportamento exploratério do zebrafish no teste de campo aberto (Borba
et al., 2022), é possivel também analisar como um ambiente mais aproximado com o natural do
animal (conhecido como enriquecimento ambiental) pode exercer fatores protetivos ao
organismo gue foi exposto ao ECI, como diminuir os niveis de cortisol, prote¢do contra estresse
oxidativo que o estresse cronico pode causar e promover um efeito ansiolitico no
comportamento (Marcon et al., 2018a; Marcon et al., 2018b). Existe até mesmo trabalhos que
desenvolvem protocolos de ECI para entender quais as consequéncias do estresse crdnico
imprevisivel em estagios mais inicias da vida e como pode afetar as respostas de ansiedade na
fase adulta do organismo (Fontana et al., 2021).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais



18

Avaliar os efeitos do estresse cronico imprevisivel sobre parametros comportamentais
tipo ansiedade no zebrafish (Danio rerio).

2.2 Objetivos especificos

o Utilizar o estresse cronico imprevisivel como indutor de respostas ao estresse
para avaliacdo de parametros comportamentais em zebrafish;

o Aplicar os testes de preferéncia claro/escuro e distribuicao vertical eliciada pela
novidade para avaliacdo dos parametros comportamentais tipo ansiedade em zebrafish;

o Avaliar através de andlise estatistica possiveis diferengas comportamentais entre
0 grupo estressado com ECI e o grupo controle.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e alojamento

Foram utilizados 40 zebrafish (Danio rerio) adultos do fendtipo shortfin, sem distin¢éo
de sexo (embora a maioria fosse fémea), esses animais foram obtidos por fornecedor comercial
(Piscicultura PowerFish, Itaguai/RJ) e alojados em aquarios de vidro e acrilico durante um
intervalo de 4 meses até a data do experimento, permanecendo em fotoperiodo de 12h de claro
por 12h de escuro. Em relacdo a qualidade da agua, a temperatura era mantida em 25+3 °C, PH
7,0-7,5, nitrito a &It;0,01-0,50 ppm, Amonia a 0,25-1,00 ppm, agua estava livre de cloro além
de constante filtrac&o e oxigenagéo.

3.2 Aspectos éticos

Todos os procedimentos feitos respeitaram os principios éticos da legislacdo atual,
segundo o Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA). Visando
obter o bem-estar animal para que 0 mesmo ndo passe por estresse, dor ou sofrimentos
desnecessarios, todos os animais utilizados foram mantidos em condicGes adequadas de
alojamento e manejos antes e durante o experimento.

3.3 Protocolo de estresse crénico imprevisivel

O protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI) utilizado nesse trabalho é uma
versdo adaptada dos protocolos utilizados nos trabalhos de Piato et al (2011) e Manuel et al.
(2014). O protocolo ECI consiste em utilizar uma diversidade de estressores por um tempo
determinado (geralmente 7 ou 14 dias) duas vezes ao dia. Nesse trabalho foi utilizado um
periodo de 14 dias com base no Gallas-Lopes et al. (2023) que demonstrou através de uma meta
analise que periodos de 14 dias ou mais implicam em um efeito maior. Um total de 20 animais
(n=20) foi submetido ao cronograma de estresse cronico imprevisivel, mas ao decorrer do

protocolo faleceu 5 animas (n=15 no final).



19

Os estressores utilizados foram: Aquecer rapidamente & agua até 33 graus por 30
minutos; resfriar rapidamente a 4gua até 20-21 graus por 30 minutos; aglomerar 20 peixes em
um Becker de 500 ml de agua por 60 minutos; trocar a 4gua do tanque 3 vezes seguidas com 0s
animais dentro; perseguir os animais no tanque com uma rede (10 cm x 13 cm x 40 cm) por um
periodo de 5 minutos, uma pausa de 15 minutos e mais uma perseguicdo de 5 minutos;
Exposi¢do a uma tela com imagens de um predador simpatrico (Asian leaf fish) por 50 minutos;
Jejum de 24 horas; contencdo de 90 minutos em microtubos plasticos de 2 ml adaptado de Piato
et al. (2011); exposicdo a substancia de alarme por 6 minutos (28 ml obtido de 4 animais
doadores); reduzir o nivel da dgua do tanque até expor a dorsal superior dos animais por 15
minutos. Visando obter um critério maior de imprevisibilidade foi utilizado um aplicativo de
aparelho celular para sortear os estressores a cada dia, fazendo apenas um novo sorteio caso 0

estressor tivesse sido realizado duas vezes na semana, assim sendo um maximo de 2 repeticdes

por semana.
Quadro 1 — Cronograma de estresse crénico utilizado.
Dias da Semana Semana 1 Semana 2
09:45 - Aglomeracao 09:00 - Reduzir nivel da agua
Séabado - .
13:30 - Perseguicao 14:00 - Resfriamento
] 11:00 - Troca de agua 11:00 - Reduzir nivel da agua
Domingo . .
14:30 - Resfriamento 15:00 - Aquecimento
10:15 - Agquecimento 10:00 - Contencéo
Segunda ) -
16:30 - Agquecimento 13:00 - Perseguicao
T 09:45 - Aglomeracéo 10:30 - Aglomeragéo
erga
¢ 15:10 - Exposicéo a predador 16:00 - Troca de agua
11:00 - Troca de &gua 08:50 - Exposicao a predador
Quarta 3 .
14:50 - Contencéo 16:00 - Jejum
10:30 - Exposicéo a predador 12:00 - Resfriamento
uinta
Q 14:40 - Reduzir nivel da agua 15:25 - Perseguicao
09:30 - Perseguicéo 10:00 - Substancia de alarme
Sexta

16:55 - Substancia de alarme

14:00 - Aglomeracéo

Fonte: elaborado pelo autor.

3.4 Testes Comportamentais

Os testes comportamentais utilizados nesse trabalho foram os testes de preferéncia
claro/escuro e de distribuicdo vertical eliciada pela novidade. Todos os 40 animais selecionados
foram individualmente submetidos aos testes comportamentais, os animais que passaram pelo

cronograma de estresse crénico foram submetidos aos testes 24 horas depois do encerramento
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do protocolo. J& os animais controle (CR) foram retirados diretamente do seu tanque para 0s
testes comportamentais.

3.4.1 Distribuicéo vertical eliciada pela novidade

O teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN) utilizado neste trabalho
é uma versdo adaptada do Cachat et al. (2010). Os animais foram individualmente levados ao
aparato, que consiste em um aquario transparente de 21 cm x 26 cm X 16 cm (altura,
comprimento e largura) com suas 4 faces revestidas de Papel branco e isopor (apenas a face
frontal e superior estavam livres) visando impedir que o animal seja submetido a estimulos
externos indesejados. Esse aquario tinha uma coluna de &gua de 16 centimetros. ApGs 0s
animais serem colocados no aquario eles podiam explorar livremente por um periodo de 6
minutos. A filmagem aconteceu com uma camera fotografica SONY (480p a 30 FPS) que
estava previamente posicionada a frente do aquario. O ambiente de experimento se deu com
uma media de lux 441+ 50, 68 + 4 dB e constantemente sob ruido branco Gaussiano.

A andlise dos videos se deu através do software TheRealFishTrackr?, com analise das
seguintes variaveis: Velocidade média; angulo absoluto médio; tempo de permanecia no topo;
tempo de permanecia no baixo e tempo de congelamento (Cachat et al., 2010).

Figura 2: Representacdo do teste distribui¢do vertical eliciada pela novidade.

W3 T¢

ik

26 cm

Autoria: elaborado pelo autor no programa Power Point.

3.4.2 Teste de preferéncia claro/escuro

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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O teste de preferéncia claro/escuro (TCE) utilizado neste trabalho € uma versdo
adaptada de Maximino et al. (2010b). Os animais foram levados individualmente para o aquério
TCE com dimensdes de 15 cm x 10 cm x 45 cm (altura x largura x comprimento), onde
permaneceram em um compartimento central (ficando assim na divisa branca e escura do
aquario) por 3 minutos para aclimatarem. Apos esse periodo as portinholas do lado branco e
escuro sao retiradas simultaneamente deixando o animal livre para escolher explorar ambos os
lados. Esse processo foi filmado por 15 minutos com um aparelho telefone celular (12 MP;
resolucdo 720p a 30qgps) posicionado na parte superior do compartimento escuro em um angulo
que também permitia ver a movimentacdo no compartimento branco. O ambiente de
experimento se deu com uma media de lux 452+ 50, 65 + 4 dB e constantemente sob ruido
branco Gaussiano.

A anélise dos videos também se deu atraves do software TheRealFishTrackr, sendo
analisadas as seguintes variaveis: Velocidade média; angulo absoluto médio; tempo no branco

e tempo de congelamento (Maximino et al., 2010Db).

Figura 3: Representacéo do teste de preferéncia claro/escuro

t t

b— 225cm——

Autoria: Maximino et al. (2010b)

3.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos através do TheRealFishTrackr foram transcritos para uma tabela no
software Excel, assim os dados brutos puderam ser tratados para que fosse possivel realizar a
andlise estatistica. O programa utilizado para esse fim foi 0 JAMOVI 2.4.1 no qual foi utilizado

o teste T de Student para amostras independentes. O valor de significancia utilizado foi de p <
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0,05 em todas as anélises desenvolvidas. Os graficos foram criados utilizando a ferramenta
estimationstats®.

4 RESULTADOS

ApOls andlise estatistica do teste DVEN foi observado diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos na variavel “Tempo no fundo” (T [gl=33]=5.94, p=0,001), com
um efeito de tamanho grande (d = 2, 1C95% [1,011, 3,012]), na variavel “Tempo no topo” (T
[g1=33] = -4.3, p= 0,001) com um efeito de tamanho grande (d = 1,46, 1C95% [-2,31, -0,59])
indicando que os animais expostos ao protocolo ECI tem mais tempo no fundo e menor tempo

no topo que os animais CR conforme grafico 1 e gréfico 2.

Grafico 1: Diferenca media de tempo no topo Grafico 2: Diferenca media de tempo no fundo
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Autoria: elaborado pelo autor na plataforma estimation stats.

J& nas variaveis de “Velocidade média” (T [gl=33] = -1.0, p=0,32), “Nado erratico” (T
[g1=33] =-1.2, p=0,24) e de “Congelamento” (T [gl=33] 1.8, p=0,08) ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e ECI conforme gréficos 3,4
e 5.

3 Plataforma gratuita e online para elaboracdo de gréaficos estatisticos, disponivel para acesso em:
https://www.estimationstats.com/#/analyze/two-independent-groups.
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Grafico 3: Diferenca media no nado erratico Grafico 4: Diferenca media na velocidade
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Grafico 5: Diferenca media no congelamento
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Autoria: elaborado pelo autor na plataforma estimation stats.

Apbs analise estatistica do TCE foi possivel observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante nas variaveis de “Tempo no claro” (T [gl = 32] =-0.39, p = 0,7),
de “Velocidade média” (T [gl = 32] =-0.84, p = 0,4), de “Congelamento” (T [g]l = 32] = 1.16,
p = 0,25) conforme gréficos 6,7 e 8. A variavel de “Nado erratico” foi a unica variavel que
apresentou diferenca estatisticamente significante (T [gl = 32] = -2.3, p = 0,026), com um efeito
de tamanho médio (d = -0.8, 1C95% [-1,55, 0,04]) indicando pouca uniformidade na atividade
natatoria conforme gréfico 9.
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Gréfico 7: Diferenca media no congelamento
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Grafico 8: Diferenca media na velocidade

Griéfico 9: Diferenca media no nado erratico
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CR

Outra varidvel que foi analisada neste trabalho foi a curva de sobrevivéncia nédo-
paramétrica de Kaplan-Meier. Conforme fora mencionado anteriormente o N amostral inicial
deste trabalho era de 20 animais para o controle e 20 animais submetidos ao ECI, contudo ao
longo da aplicacdo do protocolo os animais do ECI foram gradualmente falecendo, sendo os
dois primeiros no terceiro dia, mais um animal no quarto dia, mais um no decimo segundo dia
e um ultimo no decimo terceiro dia, assim ao final do protocolo ECI tinha restado um N
amostral de 15 animais. Entre os grupos controle e ECI houve uma diferenca estatisticamente
significativa (Log-rank, Gehan, Tarone-Ware: p = 0,018. Peto-Peto: p = 0,019) indicando
menor chance de sobrevivéncia no grupo submetido ao ECI conforme grafico 10.

Gréfico 10: Andlise de Kaplan-Meier para chance de sobrevivéncia.
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Autoria: elaborado pelo autor no software Jamovi.
5 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou como estresse crénico imprevisivel altera comportamentos
tipo ansiedade no zebrafish, utilizando dois aparatos sensiveis para captacdo de
comportamentos do tipo ansiedade, o teste de preferéncia claro/escuro (TCE) e o teste de
distribuicdo vertical eliciada pela novidade (DVEN).

Conforme anteriormente evidenciado, das variaveis analisadas no teste DVEN, apenas
as variaveis de tempo de permanecia no topo e tempo no fundo tiveram diferencas significativas
entre o grupo controle (CR) e o grupo estressado com ECI, o que esta de acordo com achados
de Piato et al. (2011), que embora tenha analisado os animais em cardume (no presente trabalho
foi por individuos), ele também encontrou um maior tempo no fundo para animais ECI. Os
dados desse trabalho também estdo de acordo com os achados de outros pesquisadores, que
também perceberam um indice significativamente menor de entradas no topo e maior tempo de
permanecia no fundo em animais expostos ao protocolo ECI (Marcon et al., 2018?, Marcon et
al., 2016; Song et al., 2018; Fontana et al., 2021; Mocelin et al., 2018).

Ja as variaveis de locomocao, nado erratico, velocidade e congelamento néo tiveram
diferencas expressivas, o que ndo condiz com o trabalho de Piato et al. (2011), aonde ele relatou
uma laténcia maior na movimentag&o do peixe zebra (tanto no protocolo de 7 dias quanto no de

14 dias), como também relatou congelamento no teste de esquiva inibitdria nos animais ECI de
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14 dia, Song et al. (2018) também obteve resultados semelhantes. O trabalho de Marcon et al.
(2018a) e Marcon et al. (2016) também néo perceberam alteracdo significativa na locomogéo
dos animais expostos ao ECI.

Em relacdo as variaveis do teste de preferéncia claro/escuro (TCE), a variavel de tempo
no compartimento branco nao expressou nenhuma diferenca significativa entre o grupo CR e o
grupo ECI, segundo Maximino et al. (2010b) esses animais tem preferéncia natural pelo
compartimento escuro, assim animais que estdo em estado de alerta tem a tendéncia a
permanecer no compartimento escuro e explorar menos o compartimento branco. Embora o
trabalho de Piato et al. (2011) ndo tenha utilizado o TCE, ele utilizou um outro teste que tem
um aquario semelhante, com dois compartimentos, um claro e um escuro (teste de esquiva
inibitdria), assim ele observou que a preferéncia pelo compartimento escuro foi prejudica nos
animais ECI de 14 dias.

O trabalho de Fontana et al. (2021) expos larvas do zebrafish a um protocolo de estresse
cronico imprevisivel adaptado para larvas, eram 4 grupos com diferentes duracfes de exposicao
ao ECI, sendo: ECI de 1 dia, ECI de 3 dias, ECI de 7 dias, ECI de 14 dias. O objetivo era
analisar como as diferentes exposi¢coes ao estresse cronico imprevisivel na fase larval afetam o
comportamento tipo ansiedade no zebrafish quando o0 mesmo estivesse adulto. Ao analisar esses
animais no TCE, foi possivel observar que as larvas que foram expostas ao ECI de 1, 3 e 7 dias
quando adultas tiveram menor tempo no compartimento escuro, ja as larvas que foram expostas
ao ECI de 14 dias tiveram um tempo significativamente maior no compartimento escuro, isso
em relacdo ao grupo controle e aos grupos ECI de 1,3 e 7 dias. Assim Fontana et al. (2021)
sugere que determinada quantidade de estresse na fase larval aumenta a resiliéncia na fase
adulta, embora se for por um periodo muito extenso pode gerar alteracbes que ndo sao
adaptativas, esses achados estdo de acordo com achados em ratos (Ricon et al., 2011).

Ao analisar atividade de locomocdo no TCE, velocidade média e congelamento nao
tiveram diferencgas significativas, Piato et al. (2011) e Fontana et al. (2021) tiveram resultados
semelhantes. A variavel de nado erréatico foi a Unica variavel do TCE nesse trabalho que deu
diferencga significativa. Com base em dados conflitantes entre este trabalho e os supracitados, é
possivel refletir que essas diferengas nos resultados se dé por formas de manipulagéo diferente,
como por exemplo: Ao passar o animal primeiro no teste DVEN e depois no teste TCE esteja
colocando os animais em um estado de alerta maior do que o esperado, 0 que pode resultar
nesses dados conflitantes que. E possivel também inferir que os animais expostos ao ECI ndo

reagem muito bem as provocacdes eliciadas pelo teste de preferéncia claro/escuro, ou seja, o
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TCE exerce alguma influéncia sobre os animais estressados com o protocolo ECI que ainda ndo
esta clara, o que se intensifica com a escassez de trabalhos utilizando essas ferramentas.

Como descrito anteriormente, devido a uma consideravel taxa de mortalidade foi
elaborada uma analise de sobrevivéncia (curva de Kaplan-Meier) aonde foi observada uma
diferenca significativa na chance de vir a obtido para os animais submetidos ao ECI. A maior
parte dos trabalhos na literatura ndo relatam falecimentos durante o protocolo, quando essa
informacao pode ser encontrada no corpo do trabalho, mas uma grande parte simplesmente néo
expde essa informacdo (Manuel et al., 2014; Zimmermann et al., 2015; Marcon et al., 2016;
Marcon et al., 20182%; Song et al., 2018; Mocelin et al., 2019). Os dados obtidos nesse trabalho
apontam para falecimentos nos primeiros dias do protocolo (4 dias) e para os Ultimos dias (2
ultimos), sendo possivel concluir que mesmo com protocolos mais leves (1 semana) ou mais
pesados (5 semanas) deveriam resultar em alguma taxa de falecimento.

Mesmo com resultados que parcialmente discordam entre si, € possivel concluir que
protocolos de estresse crénico imprevisivel produzem de fato alteragdes comportamentais. Que
0 ECI pode ser um importante modelo para estudos de estresse, ansiedade e depressao. Faz se
apenas necessario definir qual a melhor metodologia para tais estudos, afinal os resultados
diferem entre si, tanto quanto as diferencas metodoldgicas do protocolo ECI que cada trabalho
parece adotar.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados desse trabalho, é possivel concluir que os animais expostos ao
protocolo de estresse cronico imprevisivel (ECI) estdo mais estressados gue 0s animas controle.
Apenas se faz mais necessario investigar nuances do comportamento desses animas em alguns
testes, como também avaliar os sistemas neuroenddcrino desses animas submetidos a tal
condicdo adversa.
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