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Resumo

A habilidade de detectar estimulos do ambiente e responder apropriadamente € essencial
para a sobrevivéncia dos organismos. Os comportamentos inatos evolutivamente conservados
podem ser evocados por algumas classes de odorantes em Danio rerio (peixe-zebra),
produzindo respostas estercotipadas adequadas. Entretanto, as respostas comportamentais inatas
podem interagir entre si mediante situagcdes de conflito, havendo priorizacdo de uma em
detrimento da outra. O presente trabalho objetiva investigar a relacdo entre comportamento
reprodutivo e a resposta de alarme em peixe-zebra através da anélise da influéncia do contexto
reprodutivo sobre a resposta antipredatoria. Sao exploradas as possiveis diferengas das respostas
de alarme sob contexto reprodutivo, tanto em fémeas quanto em machos, bem como a possivel
ocorréncia de adaptacdo a diferentes concentragdes de substancia de alarme nos dois géneros,
quando aplicadas em concentragdes crescentes sequenciais € concentragdes unicas. Foi
encontrada correlagdo inversa entre o tempo de corte e a resposta ao extrato de pele exposto de
forma progressiva. Exposi¢do aguda a uma concentracdo elevada de substiancia de alarme
aumenta o comportamento de estresse agudo dos animais, de modo geral. Entretanto, as fémeas
sdo mais suscetiveis ao estresse quanto menor for o engajamento em comportamento
reprodutivo. A resposta de alarme ¢ embotada nos animais pelo contexto reprodutivo em
concentragdes baixas e concentragdes médias da substancia de alarme, tanto em exposigdes
unicas quanto em exposicoes sequenciais. Os resultados indicam que a capacidade do contexto
reprodutivo em modular a expressao de estresse agudo nao ¢ absoluta, e estd sujeita a um limiar
de resposta alto, pois em altas concentragdes de substancia de alarme os animais exibem
comportamentos antipredatorios. Os dados contribuem para o cuidado experimental necessario
nos experimentos com peixe-zebra, que envolvam andlise dos comportamentos aversivos, de
ansiedade e estresse, bem como de comportamentos reprodutivos, uma vez que os circuitos
nervosos que determinam os comportamentos devem interagir entre si modulando-se

mutuamente.

Palavras-chave: comportamento inato, comportamento reprodutivo, comportamento de alarme,

interacdo, interferéncia, dimorfismo sexual, estresse.



Abstract

The ability to detect stimuli from the environment and respond appropriately is essential for the
survival of organisms. Evolutionary innate behaviors can be evoked by some odorants classes in
Danio rerio (zebrafish), producing appropriate stereotyped responses. However, innate
behavioral responses can interact with each other in conflict situations, with prioritization of
one to the detriment of the other. The present work aims to investigate the relationship between
reproductive behavior and the alarm response in zebrafish through the analysis of the influence
of the reproductive context on the antipredatory response. Possible differences in alarm
responses under reproductive context, both in females and males, as well as the possible
occurrence of adaptation to different alarm substance concentrations in the two genders, when
applied both in sequential increasing concentrations and single concentrations, are explored. An
inverse correlation was found between courtship time and the response to the skin extract
progressively exposed. High concentration single-exposure to alarm substance increases the
animalas acute stress behavior, in general. However, females are more susceptible to stress the
lower the engagement in reproductive behavior. The alarm response is restricted in animals by
the reproductive context at low concentrations and medium concentrations of the alarm
substance, both in single exposures and in sequential exposures. The results indicate that the
reproductive context's ability to modulate the acute stress expression is not absolute and is
subject to a high response threshold because at high alarm substance concentrations the animals
exhibit antipredatory behaviors. The data contribute to the experimental care required in
zebrafish experiments, involving aversive behaviors, anxiety and stress, as well as reproductive
behaviors analysis, since the nerve circuits that determine the behaviors must interact with each

other by modulating mutually

Keywords: innate behavior, reproductive behavior, alarm behavior, interaction, modulation,

interference, sexual dimorphism, stress.
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INTRODUCAO

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um peixe de agua doce, nativo da regido sudeste do
Himalaia, pertencente a infraclasse Teleostei, da classe Actinopterygii, e a familia dos
ciprinideos (Mayden et al, 2007). Caracteristico zona tropical, seu ambiente natural sdo aguas
rasas, com grandes variacdes de temperatura (16 - 38°C), pH (5.9 - 8.5) e de baixa turbuléncia,
onde o leito contém esparca cobertura de vegetacdo aquatica (Spence et al., 2007). O peixe-
zebra possui uma curta fase embriondria, com duracdo de 3 dias desde a fecundacao do ovoécito
até a eclosao, e seu ciclo de vida se estende em média por 3 anos, atingindo maturidade sexual a
partir de 90 dias apoés a eclosdo (Westerfield, 2000). Trata-se de um animal de pequenas
dimensdes, com tamanho médio de 20 mm na idade adulta, exibindo o comportamento natural
gregario, com formagdo de cardumes compostos de 5 a 20 individuos, e que possui dimorfismos
sexuais e amplo repertorio comportamental (Kimmel et al., 1995; Westerfield, 2000; Spence et

al. 2007).

Comportamentos motivados e processos emocionais tém carater adaptativo e sdo,
portanto, evolutivamente conservados. Por mais que nao haja uma definicdo de consenso para
emocao que seja aceita em diversos campos, neurociéncias, psicologia e filosofia, propde-se
que a emog¢do consista de um estado interno que se estabelece no sistema nervoso central,
desencadeado por estimulos especificos (extrinsecos ou intrinsecos ao organismo) (Anderson &
Adolphs, 2014). Sob este ponto de vista adaptativo-evolutivo, o sistema nervoso central dos
vertebrados pode ser considerado como um sistema modular, constituido de colunas de controle
comportamental, das quais trés sistemas descendentes controlam trés comportamentos
motivados fundamentais para a sobrevivéncia do individuo: o alimentar, o reprodutivo e os de

defesa ou alarme (Swanson, 2000; Kelley, 2004).

O sistema olfatorio ¢ particularmente interessante para estudos comportamentais pois o0s
estimulos quimicos relevantes podem disparar diversos comportamentos basicos como
reprodutivos e alimentares, além de respostas de medo e ansiedade. Desta forma, a avaliagao de
circuitos neuronais que abrangem este sistema configura uma maneira importante de estudar a
formacao e expressao das emogdes (Kermen et al, 2013). O peixe-zebra ou zebrafish, tem sido
muito utilizado em neurociéncias pela homologia fisioldgica e genética com os mamiferos e
pela facilidade de manipulacdo genética (Kalueff et al, 2013). O peixe-zebra também tem sido
utilizado para identificar e caracterizar sistemas neurais evolutivamente conservados
(Wullimann & Mueller, 2004; Mueller et al 2006; Mueller & Wullimann, 2009). Analises

genéticas, desenvolvimentais e hodologicas estabeleceram varias homologias em estruturas
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telencefalicas entre mamiferos e peixes actinopterigeos (Bradford, 1995; Northcutt, 2006;

Northcutt, 2008; Mueller et al, 2011).

Comportamentos como a resposta de medo, também chamados de comportamentos
antipredatdrios, foram descritos em D. rerio (Rehnberg & Smith, 1989; Speedie & Gerlai, 2008;
Gerlai, 2010; Faustino et al, 2017). A resposta inata ao medo pode ser provocada nesta espécie
pela deteccao olfatoria de substancias liberadas pela pele, como indicativo de lesdo (sinal de
atividade predatdria) de um coespecifico na vizinhanca (Pfeiffer, 1977; Waldman, 1982). A
identificagdo das areas neuronais do bulbo olfatério envolvidas nesta resposta e a identificagao
das substincias que atuam como feromonios de alarme também j& foram estudadas (Jesuthasan
& Mathuru, 2008; Mathuru et al, 2012; Hamdani & Dgving, 2003). Algumas das areas para as
quais os neurdnios do bulbo olfatorio se projetam tém sido descritas com estudos de lesdes de
regides telencefalicas no peixe dourado (Portavella et al, 2004), por métodos de tragamento de
vias ou imuno-histoquimica de proto-oncogenes na carpa (Hamdani et al, 2000), no bagre
(Nikonov et al, 2005), na truta (Folgueira et al, 2004) ou no proprio peixe-zebra (Turner et al

2016; Biechl et al 2017).

O destino das sinalizagdes olfatorias de D.rerio sio bem conhecidas até o bulbo olfatério
(Yaksi et al., 2007, Gayoso et al, 2011), e parte de suas projecdes telencefalicas ou
diencefalicas também sdo conhecidas (Miyasaka et al, 2009; Turner et al 2016; Biechl et al.,
2017). Os neuronios sensoriais olfatorios fazem sinapse com células mitrais que formam dois
tratos eferentes do bulbo olfatorio: medial e lateral. A partir de trabalhos em algumas espécies
de peixes, o feixe medial se projeta para o palio medial (Nikonov et al 2005), cuja regido ¢
considerada homoéloga a amigdala de mamiferos (Bradford, 1995; Northcutt, 2006), enquanto
que os axonios das células mitrais que se projetam pelo feixe lateral terminam principalmente
no palio lateral, o qual ¢ considerado homoélogo ao cortex olfatério (Wullimann & Mueller,
2004; Mueller et al, 2011). Um nimero menor de axonios do feixe lateral alcanga a habénula

direita (De Carvalho et al., 2013).

Como os diferentes odorantes ativam diferentes circuitos telencefalicos que
desencadeiam diferentes comportamentos, torna-se fundamental compreender a dinamica
existente na interagdo destas respostas inatas. Além do comportamento de alarme, estuda-se, o
comportamento alimentar, que pode ser desencadeado pela ativacdo de receptores olfatorios,
por meio de aminoacidos ou outras substancias de valor apetitivo (Li et al., 2005; Tabor et al.,
2004; Candelier et al, 2015). Também ¢ alvo de investigagdes o comportamento reprodutivo em
machos, que pode ser desencadeado por prostaglandina PGF2a liberada pelas fémeas apos a

ovulacao (Weltzien et al, 2003; Yabuki et al, 2016). A maturidade sexual determina o marco do
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desenvolvimento correspondente a fase adulta a partir de 90 dias ap6s a eclosao (Kimmel et al,

1995).

Experimentos em carpa, Carassius carassius, demonstraram a ocorréncia de situagdes-
conflito, onde a resposta de alarme ¢ suprimida no contexto comportamental reprodutivo
(Lastein et al, 2008). Essa supressdo da resposta de medo corresponde a uma priorizagdo do
comportamento reprodutivo, por ser um processo bioldgico essencial para os animais. Essa
interagdo entre risco de predacdo e acasalamento gera um conflito entre maximizar a
probabilidade do ritual de acasalamento resultar na desova e minimizar o risco de atrair
predador, pois investir em amplos movimentos para o acasalamento ¢é crucial para a
receptividade, mas tornam os animais vulneraveis a sua detec¢do pelo predador (Magnhagen,
1991). A compreensdao dessa tomada de decisdo ¢ alvo de muitos estudos com enfoque
ecoldgico e evolutivo (revisao de Lima & Dill, 1990). Mas ¢ igualmente importante conhecer
como os circuitos neurais das respostas comportamentais basicas reprodutivas e de alarme
podem estar relacionadas, como poderia ser inibida a resposta de alarme, um comportamento

basico de sobrevivéncia, ja bem descrito em peixes (revisdo de Doving & Lastein, 2009).

Embora predominante, a priorizagdo da reproducdo em detrimento da fuga ndo ¢
absoluta, pois alguns animais possuem estratégias comportamentais diferentes e sensibilidades
diversas aos contextos ambientais (Lima & Dill 1990). Por ser uma espécie muito utilizada
como modelo para estudos de comportamento, seria importante avaliar esta situacao conflito em
peixe-zebra, a fim de compreender até que ponto a reprodug¢do poderia ser uma resposta
prioritaria para esta espécie. Além disso, as respostas a respeito das estratégias empregadas por
estes animais pode langar luz sobre as nuances da intera¢ao entre comportamentos adaptativos
inatos. Estudos realizados na carpa Carassius carassius indicam que a prioridade reprodutiva
ocorreria apenas em uma pequena janela de tempo, coincidindo com o periodo da desova
(Lastein et al 2008), enquanto em gupies, o tempo dedicado ao acasalamento depende do nivel
de estresse do ambiente em que habitam (Godin & Digatkin 1996). Em peixe-zebra, porém,

estas questdes comportamentais continuam em aberto.

Segundo a andlise desses estudos comportamentais de conflito, os comportamentos
inatos poderiam, assim, ser moduldveis por outros comportamentos inatos, além dos processos
naturais de aprendizado e adaptacdo (Bateson & Peter, 2011). H4 ainda a discussdo acerca da
existéncia de organizagdo hierarquica entre as respostas comportamentais diferentes para cada
espécie animal (Baerends & Brauwer, 1955; Bateson & Peter, 2011). Ademais, o resultado

comportamental frente a estimulos adequados pode depender do estimulo mais relevante, que
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cooptaria o organismo para a expressao de um comportamento adaptativo para determinada

situagdo (Tinbergen, 1951).

Em pesquisas de cunho neuroetoldgico, ndo esta claro até que ponto certos contextos
comportamentais podem coibir a expressdo de outras agdes dirigidas, ou até que ponto o
organismo teria seus sistemas neuronais liberados para reagir a novos estimulos ambientais
relevantes e concorrentes (Satterlie, 2013). E possivel que ndo haja uma hierarquia
comportamental propriamente dita, mas uma prioriza¢do da finalizagdo de um comportamento,
uma vez eliciado pelos indicios ambientais anteriores e atuais no qual o animal se encontra
(Hein & Twomei, 2018), levando-se em consideragao a redugao de comportamentos aberrantes
que poderiam ocorrer caso diferentes sinais antagdnicos possuissem a mesma relevancia

contextual.

Ha evidéncias de que o contexto reprodutivo pode modificar as respostas de ansiedade
em ratos, por exemplo. Quanto maior o tempo de exposi¢ao aos odorantes indicadores de estro
feminino, menores sdo as respostas antipredatorias em ratos, provocadas por odorantes
presentes em doninhas (Kavaliers et al, 2001). A substancia utilizada neste estudo, a substancia
R2-propiltietano, ¢ o principal componente secretado pela glandula anal destes animais (Crump,
1980), capaz de provocar respostas inatas antipredatorias em murinos. A diminui¢ao da resposta
antipredatoria se correlaciona significativamente com o aumento dos niveis de testosterona nos
machos testados, indicando possiveis niveis da neurocircuitaria onde haveria interacdo entre os
dois sistemas comportamentais. Ademais, os niveis de analgesia em machos expostos aos
odorantes femininos também influenciam significativamente o aumento da tolerancia a dor,
indicando um segundo nivel de interagdo entre sistemas comportamentais adaptativos inatos
(Kavaliers et al, 2001). Este ¢ um exemplo para a importancia do sistema olfatorio nas respostas
comportamentais, € sua modulagdo pelo status reprodutivo, em vertebrados de classes tdo

diversas quanto actinopterigeos e mamiferos.

A partir destes experimentos com roedores, os autores propdem a existéncia de uma
modificacdo neuromodulatoria de curto prazo, que favoreceria a reducao de estresse, ansiedade
e medo em animais, dependendo do contexto anterior de exposi¢do a sinais ambientais de
valores antagénicos. Estes estimulos ambientais atuam, entdo, como indutores do
comportamento reprodutivo, através da elevagdo dos niveis séricos de esterdides neuroativos
(Kavaliers et al, 1994; Compagnone & Mellon, 2000; Kavaliers et al, 2001), provocando a

diminuicdo da ansiedade e promovendo a possibilidade de agressdo entre os machos, sendo

14



também um fator importante na redugdo de estresse frente a presenga de predadores no

ambiente.

Quanto aos estudos existentes explorando as respostas comportamentais reprodutivas e
de alarme em peixe-zebra, sabe-se que feromoOnios como a prostaglandina F2o (PGF2a)
produzidos em estdgios tardios do estro em fémeas de peixe-zebra sdo odorantes bioativos
mediadores do comportamento de corte em machos. Além disso, as vias de ativagdo derivadas
deste estimulo olfatorio ja estdo elucidadas (Yabuki et al, 2016). Quanto a neurobiologia da
resposta de alarme, o glicosaminoglicano condroitina presente no extrato de pele evoca o
alarme. Também ja existem informacdes a cerca dos seus receptores sensoriais envolvidos na
deteccdo deste estimulo, bem como as vias de projecao central e algumas das areas do encéfalo
envolvidas nesse sistema (Miyasaka, 2009; Gayoso, 2011; De Carvalho, 2013). Entretanto,
apesar do crescimento das informacdes acerca destes aspectos, ainda existe uma lacuna no

conhecimento da area a respeito da interacao entre os dois sistemas em peixe-zebra.

O PROCESSAMENTO OLFATORIO EM PEIXE-ZEBRA

O processamento olfatorio em peixe-zebra se inicia a partir da transdugdo de sinais
quimicos dissolvidos no ambiente aquoso pelos neurdnios receptores olfatorios (ORNs)
presentes no epitélio olfatdrio, na cavidade nasal anterior do animal (Hansen & Zielinski, 2005).
A cavidade posterior estd conectada com a anterior, formando uma estrutura em sifao pela qual

o liquido circundante flui unidirecionalmente (Weth et al, 2014).

Os ORNs se organizam em rosetas, de modo que os diferentes tipos celulares
configuram camadas multilamelares distintas funcional e morfologicamente. Existem trés tipos
de neurdnios sensoriais olfatorios em peixe-zebra: células ciliadas, com o corpo celular situado
mais profundamente no epitélio; células com microvilosidades, localizadas em profundidade
média; e células em “cripta” (crypt cells), mais superficiais, encontradas apenas em peixes € nao

em outros vertebrados (Hansen & Zielinski, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Organizagdo e caracterizagdo dos neurdnios sensoriais no epitélio olfatério de peixe-
zebra. Observa-se a distingdo morfocelular e a diferencia¢do da localizagao de acordo com a
profundidade de inser¢do no epitélio do o6rgdo olfatorio. (OSN: olfactory sensory neuron).

Fonte: Mori, 2014.

Estes neuronios, segregados em diferentes camadas na estrutura em roseta do epitélio
olfatdrio, enviam suas projecdes que formam as fibras axonais do nervo olfatério também de
modo segregado em dire¢do ao bulbo olfatorio (Sato et al, 2007). Assim, c€lulas ciliadas e com
microvilosidades enviam projegdes axonais para o bulbo olfatorio dorsal e medial, enquanto
células com cripta projetam-se para o bulbo olfatorio lateral. Essas projecdes dos ORNs
alcangam as células mitrais do bulbo olfatério ¢ o sinal é retransmitido também de modo
segregado para areas superiores do encéfalo (Sato et al, 2005, 2007). Cada tipo celular ¢

especializado em detectar e transduzir categorias diferentes de sinais quimicos.

Desta forma, diferentes moléculas sdo preferencialmente detectadas por receptores com
uma seletividade especifica em cada neurdnio e a informagao ¢ retransmitida de acordo com sua
natureza, o que agrupa os proprios ORNS, feixes axonais e células mitrais do bulbo olfatério em
categorias funcionais que sao decodificadas separadamente em mapas quimiotopicos e sistemas
comportamentais distintos, embora possa haver eventuais sobreposi¢des em areas telencefalicas

superiores (Friedrich & Laurent, 2001, 2004).
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AREAS DE PROCESSAMENTO OLFATORIO SUPERIOR

Diferentes areas do bulbo olfatorio sdo responsivas a estimulos quimicos de diferentes
categorias em peixe-zebra. A drea lateral do bulbo olfatério ¢ responsiva a aminoacidos e
nucleotideos correspondendo ao comportamento alimentar (Koide et al, 2009); a area
dorsomedial posterior e anterolateral ¢ responsiva a extrato de pele, resultando em
comportamentos de alarme (Mathuru et al, 2012); a area ventral do glomérulo do bulbo
olfatorio € responsiva a feromonios como prostaglandinas, correspondendo ao comportamento

sexual (Friedrich & Korsching, 1998).

Sendo assim, os principais elementos discutidos no trabalho remetem as celulas ciliadas
e as células com cripta. As células ciliadas se projetam para o bulbo olfatério dorsomedial e
anterolateral e s3o os neuronios receptores responsaveis pela detec¢do dos estimulos olfatorios
estressantes presentes no extrato de pele. Ja as células com cripta que se projetam para o bulbo
ventral sdo as mais responsivas aos estimulos quimicos de esterdides e prostaglandinas, como o
PGF2a, responsaveis pela transmissdo inicial de sinais comportamentais reprodutivos

(Braubach et al, 2012).

A partir do bulbo olfatorio, as vias ascendentes possuem diferentes alvos. Com base em
varios estudos em Carassius carassius e C. auratus, foram descritas vias olfatorias segregadas
com fungdes distintas. As células mitrais enviam proje¢des pelo trato olfatorio medial e lateral.
O trato olfatdrio lateral contém fibras que se originam do bulbo olfatério lateral, enquanto fibras
que se originam do bulbo olfatério medial formam o trato medial (Sheldon, 1912). O trato
olfatorio medial, por sua vez, ¢ subdividido em duas partes: lateral e medial. A porcao lateral do
trato medial se projeta para o proprio bulbo olfatério. J4 a por¢do medial do trato medial,
juntamente com o trato olfatério lateral se projetam para areas telencefélicas e diencefélicas
(Figura 2). A porcao medial do trato medial também envia axdnios para o bulbo olfatdrio

contralateral (von Bartheld et al, 1984).
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Figura 2. Desenho esquematico da organizagdo do trato olfatdrio segregado em trés categorias
gerais sensiveis a estimulos quimicos de naturezas diferentes. (LOT: lateral olfactory tract; |
MOT: trato olfatério médio-lateral; mMOT: trato olfatério médio-medial). Fonte: Doving &

Lastein, 2009.

Curiosamente, em experimentos realizados com Gadus morhua (bacalhau), a
estimulacao elétrica do trato medial € capaz de induzir dois tipos distintos de comportamentos
adaptativos: o comportamento reprodutivo ou, por vezes, o comportamento de alarme.
Diferentemente, a estimulacdo do trato lateral induz a comportamentos alimentares em salmdes
(Doving et al, 1980). Os alvos primdrios do trato olfatorio de teledsteos sd@o o nucleo ventral do
telencéfalo ventral, no subpalio (Vv, homodlogo a area septal de mamifero), o telencéfalo dorsal
posterior, ou palio dorsal posterior (Dp, homologo ao coértex piriforme de mamifero), o
telencéfalo ou palio dorsomedial (Dm, regidao homdloga a amigdala basolateral dos mamiferos),

a habénula direita e o hipotdlamo lateral e caudal (Figura 3).

OE

Figura 3. Representagdo geral de alguns alvos centrais oriundos do epitélio olfatorio. (OE:
epitélio olfatério, OB: bulbo olfatério, TE: telencéfalo, Dp: parte posterior dorsal do
telencéfalo, Hb: habénula, Vv: nucleo ventral do telencéfalo ventral, OT: tectum optico, PT:
tubérculo posterior, HT: hipotalamo, CB: cerebelo, MLR: regido locomotora mesencefalica;
RST: trato reticulospinal, SC: medula espinal. Fonte: Kermen et al, 2013.
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PROCESSAMENTO OLFATORIO E CATEGORIAS COMPORTAMENTAIS

Ao contrario dos outros alvos dorsais do bulbo olfatorio, o telencéfalo ventral (regido
Vv) apresenta consideravel sobreposi¢ao de atividade frente a estimulos de categorias diversas.
Ja o telecéfalo dorsal (area Dp) responde mais especificamente a estimulos quimicos, fazendo
parte do processamento de especificagdo categdrica dos odores (Kermen et al, 2013; Yaksi et
al., 2009). A habénula em teledsteos tém sido considerada como homoéloga a de mamiferos que
participa no controle motor em comportamentos a partir de estimulos de diferentes valores
emocionais, influenciando a atividade de neurdnios do sistema dopaminérgico na Aarea
tegmentar ventral, ou de neurdnios serotoninérgicos no nucleo da rafe (Tomizawa et al, 2001;
Hikosaka, 2010). O hipotdlamo dos teleosteos também ¢ um outro alvo importante das
projecdes olfatorias, e permite a regulagdo de fungdes fisioldgicas vitais presentes nos
comportamentos de alimentagdo, reproducdo e alarme. Os sinais olfatorios advindos do trato
olfatorio alcangam os nucleos caudal e lateral hipotalamicos e, por vezes, podem se sobrepor

(Machluf et al., 2011).

Quanto aos alvos superiores do bulbo olfatorio participantes de fungdes
comportamentais especificas como a reproducao e o estresse agudo (alarme), os seguintes
cenarios foram observados em diferentes estudos em peixe-zebra. No comportamento sexual, os
sitios superiores ativados por PFG2a compreendem o nucleo ventral do telencéfalo ventral
(Vv), o nucleo pré-optico parvocelular (pars anterior), o nucleo lateral do hipotadlamo e a zona
caudal do hipotdlamo (Yabuki et al, 2016). J4 no comportamento de alarme provocado pelo
glicosaminoglicano condroitina, presente no extrato de pele, os sitios de ativacdo superiores sao
a habénula ventral, o griseum central, o palio dorsomedial, o niicleo da rafe e o hipotdlamo
(Miyasaka et al, 2009; Gayoso et al, 2011; De Carvalho et al, 2013). Desta forma, tendo em
vista a convergéncia de projecdes mediadas pelo sistema olfatorio, percebe-se que as possiveis
candidatas as areas de modulacdo da via de alarme pela via reprodutiva podem ser trés: o

hipotadlamo ventral, o palio dorsal e a habénula ventral.

Em relacdo as diferengas fisiologicas sofridas pelos animais durante o periodo de
acasalamento, ¢ importante salientar que o aumento de hormoénios androgénios como a
testosterona nos machos reprodutivamente maduros possui efeitos tegumentares, diminuindo o
numero de células produtoras de muco (clubcells ou células clavadas) e, assim, diminuindo a
produgdo de substancia de alarme (Smith, 1973). A perda da resposta a substancia de alarme
associada a perda ou diminui¢ao de células clavadas ocorre no periodo de acasalamento, quando

os machos aumentam seus niveis de esteroides plasmaticos durante a matura¢do dos gametas e
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fémeas produzem hormonios estrogénios e secretam feromonios como as prostaglandinas

(Smith, 1973; Smith & Murphy 1974; Doving & Lastein, 2009).

Este efeito ¢ bem relatado em espécies de teledsteos machos que apresentam
comportamentos agressivos € competivos frente ao contexto reprodutivo, como o peixe-zebra,
apesar destes possuirem também outros comportamentos pro-sociais de formagdo de cardumes
(Kalueff et al, 2013). A aproximacao de outros machos normalmente configura situagdes de
agressao por disputa da fémea, com maior possibilidade de lesdes superficiais entre estes,
criando flutuagdes nas concentracdes de condroitina liberadas de escamacdes das células
produtoras desta substancia de alarme (células clavadas) no ambiente aquatico. Durante as
investidas agressivas, os machos de peixes-zebra direcionam-se ao oponente, inclusive com
mordidas, abrindo e fechando a boca repetidas vezes sobre a superficie corporal do outro
individuo macho, geralmente em porcdes mais ventrais e posteriores do corpo (Oliveira et al,

2011).

Em diversas espécies de ciprinideos como o peixe-zebra, ha perda total de clubcells em
machos e reducao do numero nas fémeas (Smith, 1976). Estes dados gerais sdo importantes na
apreciagdo dos resultados obtidos no presente trabalho porque através dos nossos experimentos,
ficou demonstrada a presenga de resposta de alarme, mesmo que diminuida, em contextos
reprodutivos, ainda que ndo tenhamos realizado as analises histoldgicas da epiderme dos peixes
utilizados para identificar a presenga ou auséncia de clubcells. Assim, mesmo que 0s animais
possuam um recurso de variagdo fenotipica do tegumento para diminuir a resposta ao alarme
durante o acasalamento, ainda permanece o controle central responsivo ao estimulo quimico de

alarme, mesmo que possivelmente com limiar mais elevado.

VIAS E MODULACOES DO COMPORTAMENTO REPRODUTIVO E DE ALARME

Durante a interagdo de corte, peixes ostariofisianos machos friccionam a area epidérmica
dorsal contra a superficie de rochas e troncos onde ¢ feita a oviposicdo (McMillan & Smith,
1974). Em contextos comportamentais naturais de agressdo, ¢ coerente que nao apenas a
produgdo, mas a sensibilidade a condroitina esteja diminuida em machos e fémeas (Lastein et
al, 2008). Assim, especialmente nestes peixes, dois comportamentos inatos estariam
concorrendo com o comportamento de alarme, limitando-o: o reprodutivo e o agressivo, com
possiveis interferéncias em niveis posteriores de processamento. Na fémea, apenas um destes

comportamentos concorre imediatamente com a expressao de estresse: o reprodutivo. Ademais,
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de modo geral, a diminuicdo na presenga de club cells epiteliais ndo justifica a resposta

diferenciada de alarme em machos e fémeas.

O processamento dos estimulos olfatorios relacionados a produgdo de estresse e
respostas comportamentais de alarme associadas ¢ bem explorado em modelos animais,
entretanto, para as espécies de teledsteos geralmente empregadas em pesquisas, as informagdes
ainda permanecem incompletas, embora tenhamos uma visdo geral acerca da circuitaria
subjacente (Jesuthasan, 2011). Em um nivel primdrio, o processamento de estimulos se inicia no
neuronio receptor ¢ depende da transdugdo de sinais, onde a adaptacdo neuronal ¢ um
mecanismo fisioldgico que ocorre repetidamente. Os neurdnios centrais também possuem esta
capacidade de diminuigdo ou alteracdo da taxa de disparos em circunstancias de estimulo
continuo, € os neurdnios que assim respondem o fazem de acordo com o0s canais i0nicos
fenotipicamente expressos (Luozheng et al, 2016). Na transducdo olfativa, as substancias
odoriferas se ligam aos receptores que ativam uma proteina Gy, estimulando entdo a producao
de adenilatociclase e formagdo ¢ AMPc que acionam, por sua vez, canais cationicos permitindo
o influxo de sédio e calcio. O calcio entdo se liga também a canais de cloreto que contribuem

para a despolarizagao do neurdnio receptor (Touhara, 2002).

Pelo menos duas formas de adaptagao rapida e outra persistente em neuronios receptores
olfatorios coexistem em vertebrados e sdo coordenadas por mecanismos moleculares distintos.
As evidéncias mostram a participacdo de canais de célcio dependentes de nucleotideos ciclicos
(CNG), a modulacao dependente de calcio nestes canais CNG, a atenuacao de adenilil ciclase
pela cinase II dependente de calcio e calmodulina, bem como a atividade do sistema de segundo
mensageiro do GMP ciclico (Zufall & Leinders-Zufall, 2000). Caracteristicamente, a adaptacao
dos neuronios receptores ou dos neurdnios centrais como as células estreladas e piramidais pode
resultar em dimiuni¢do a taxa temporal de disparo ou produzir rajadas ritmicas de potenciais de
acao seguidos de pausas, contribuindo para a alteragdo da percepcao temporal e da intensidade

dos odorantes presentes no ambiente (Touhara, 2002; Zufall & Leinders-Zufall, 2000).

Investigagdes realizadas em ratos utilizando técnicas de microscopia de dois fotons
demonstraram que em altas concentragdes de odorantes como aldeidos e ésteres as respostas
pos-sindpticas sofrem rapida adaptagdo, com diminuicdo da liberagdo de glutamato pelos
neurdnios receptores nas células mitrais dos glomérulos. Assim, a adaptacdo estendida aos
glomérulos e a subsequente modificacdo do padrao de disparos que chegam as células mitrais e
sao retransmitidas a centros superiores podem codificar também informagdes acerca da

concentragdo dos odorantes (Lecoq et al., 2009).
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Outros estudos trouxeram a tona evidéncias de que a atenuagdo da resposta neural a
estimulos sustentados aumentam a detec¢ao de novos estimulos transitorios, o que em contextos
naturais corresponde a manutencdo da prontiddo para sinais de diferentes categorias. Neste
sentido, também a desadaptagdo (ou retorno as condi¢des normais) desempenha um importante
papel, uma vez que o término da estimulacdo por um odorante precisa ser seguido de uma
rapida recuperacao da sensibilidade neuronal. A desadaptagdo categoriza um filtro temporal no
retorno do neurdnio sensorial para sua prontidao inicial. (Yoder et al., 2014). Desta forma, em
situagdes experimentais onde os animais sdo expostos a odorantes em concentragdes
progressivas, podemos ponderar acerca da participagdo concomitante dos processos celulares

citados acima.

A endocrinologia do desenvolvimento reprodutivo ¢ melhor conhecida para o peixe-
dourado, Carassius auratus. O momento de desova nas fémeas ¢ desencadeado pelo pico de
hormonio luteinizante (LH), que ocorrera quando os foliculos estiverem na fase pos-
vitelogénica (Kobayashi et al, 2002; Pankhurst, 2008). Em peixe-zebra o momento da desova
também depende de condi¢cdes ambientais favordveis, como temperatura, fotoperiodo, nutricao
e numero de peixes no aquario (Laale, 1977). A dependéncia dos fatores ambientais pode servir
para sincronizar a ovulacdo entre as fémeas (Kobayashi et al, 1988). No momento da ovulagao,
a presenca dos ovdcitos no oviduto estimulam este a sintetizar prostaglandina F2a (PGF2a). A
concentragdo de PGF2a aumenta rapidamente na circulagao e atua sobre o encéfalo, induzindo
o comportamento sexual feminino e, ao ser liberada ao meio externo, funciona como um
potente feromonio que dispara o comportamento de corte dos machos, induzindo, também, uma
rapida resposta enddcrina e testicular nos machos para realizarem a espermiagao (Kobayashi et

al, 2002).

Em outros estudos enderecados a investigacdo da modulacdo de respostas inatas em
mamiferos, vemos, por exemplo, que a expressdo de comportamento defensivo em ratos
expostos a gatos diminui, na maioria dos casos, lentamente de acordo com a repeticdo dos
encontros. Entretanto, os niveis de corticosterona medidos neste estudo, mostrou-se 2 a 4 vezes
maior do que nos animais controles. Porém, em um subgrupo, entretanto, ratos expostos nao
tiveram seus niveis séricos de corticosterona elevados, indicando a presenga de variabilidades
fenotipicas e neurofisiologicas em niveis individuais (Blanchard et al, 1998). H4, portanto, uma
constante necessidade de avaliagdo das respostas inatas, a fim de observar a presenca de
plasticidades e apontar indicios das contribui¢cdes fisiolégicas de natureza somatica que

interagem com a neurocircuitaria subjacente.

22



Sendo assim, fica evidente que mais de um fator, seja ele intrinseco ou extrinseco, pode
participar do resultado comportamental de um animal, de forma que se torna necessario
compreender a contribui¢do de cada elemento a fim de lidar com vieses presentes em estudos
com modelos animais, ou a fim de compreender melhor a génese e emergéncia de um
comportamento em detrimento de outro, bem como compreender a expressao da variabilidade

comportamental nos animais.

O presente trabalho tem como objetivo, portanto, expor os individuos ao contexto
reprodutivo e, em seguida, a odorante que desencadeia a resposta de alarme. Assim, objetiva-se
analisar a interacdo da resposta reprodutiva em Danio rerio com a resposta de alarme de

machos e fémeas desta espécie.
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OBJETIVO GERAL
Investigar a relagdo entre comportamento reprodutivo e de alarme em peixe-zebra.
Objetivos Especificos

1) Analisar a resposta comportamental de casais de peixe-zebra ao feromdnio de alarme
mediante contexto reprodutivo para fémeas e para machos a fim de estabelecer se ha

modificacdo da resposta de alarme

2) Analisar a resposta comportamental de casais de animais em contexto reprodutivo
para verificar a ocorréncia de respostas de estresse em aplicagdes unicas de substincia de

alarme sob diferentes concentracoes.

3) Analisar na resposta comportamental de fémeas e machos a possivel ocorréncia de
adaptacdo a diferentes concentragcdes de substincia de alarme, aplicadas em concentragdes

crescentes sequenciais.

24



MATERIAL E METODOS
ANIMAIS

Foram empregados 83 peixes-zebra adultos, com pelo menos 90 dias de idade, com
dimensdes corporais minimas de 30 mm, machos e fémeas (Westerfield, 2007). 80 animais
foram utilizados nos testes e 3 animais foram utilizados como animais doadores para preparacao

do extrato de pele.

Os animais, geneticamente heterogénos, foram adquiridos da distribuidora local Delphis
Aquarios Atacado e Varejo LTDA. Para garantir a aquisicdo de animais da mesma faixa etaria,
a qual foi garantida pelo fornecedor, foram utilizados animais de mesmo comprimento, uma vez
que o tamanho corporal ¢ o segundo pardmetro, ainda que ndo seja o critério determinante.
Além disso, a maturidade sexual foi confirmada por histologia da génada, de forma que os
resultados apresentados sdo, de fato, de animais adultos da mesma fase reprodutiva. Os peixes
foram transportados em sacolas plasticas e alojados no laboratério em aquarios com dimensodes
de 40 cm x 22 cm x 18 cm, contendo 4gua corrigida para os pardmetros fisioldgicos de pH
(7,0), amoénia (0 ppm) e oxigenacdo (>4 ppm), através de kits de correcdo Labcon Test ®. A
temperatura da agua foi mantida entre 27°C + 1°C. Os animais foram mantidos em um ciclo de
14h claro:10h escuro e alimentados 3 vezes ao dia com racao Tropical Tubivit e Biovit ®, com
teores de proteinas adequados para peixes onivoros (Westerfield, 2000). Os animais foram
mantidos nas condigdes citadas durante 10 dias antes do inicio dos testes. Apds os
experimentos, os animais foram crioanestesiados em agua a 0°C, e apds a verificagdo da parada
dos movimentos operculares, eutanasiados por decapitagdo (Matthews & Varga, 2012). e
submersos em solucdo de formol 10% por 24 horas, dissecados para retirada das gonadas, com
subsequente desidratagdo e inclusdo em parafina para obter as secgdes histologicas. Os testes
comportamentais foram realizados diariamente, no turno da manha, abarcando 4 diades em

sequéncia, a cada dia.

Os experimentos respeitaram as resolugdes normativas e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA/UFRGS), sob a identificagio
n°34542. Observa-se que, devido a indisponibilidade de novos cruzamentos de animais e
subsequente fornecimento destes pelo Departamento de Bioquimica da UFRGS, no periodo de
execucao dos experimentos do presente trabalho, os mesmos foram adquiridos da distribuidora

local Delphis Aquarios Atacado e Varejo LTDA, citada acima.
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GRUPOS EXPERIMENTALIS E PROCEDIMENTOS GERAIS

No total, 80 animais foram testados aos pares, uma fémea e um macho por teste. Os

animais foram separados em 4 grupos experimentais descritos a seguir:
Grupo 1: Concentragao baixa e posterior exposi¢do a concentracdes crescentes. (n=18)
Grupo 2: Controles. (n=18)
Grupo 3: Concentracao unica média (n=26)
Grupo 4: Concentragdo unica alta (n=18)

O contexto dos testes, descritos a seguir, foram realizados de maneira idéntica para os
quatro grupos, sendo os procedimentos divididos em duas etapas. Cada teste individual foi
composto, em sua totalidade, de uma combinag¢do de um protocolo reprodutivo para inducao do
comportamento de acasalamento (adaptado de procedimento descrito em Darrow & Harris,
2004), seguido de um protocolo de estresse agudo (conforme protocolo anteriormente descrito
por Mathuru et al, 2012) e protocolo de preparacao do extrato de pele utilizado por Speedie &
Gerlai (2008), seguindo recomendacdes de Waldman (1982).

Os machos e fémeas foram escolhidos conforme critérios morfologicos de dimorfismo
descritos no item Andlise histologica das gonadas e foram utilizadas fémeas com indicios de
protusdo abdominal, como indicativos de status ovulatério. O sexo de cada animal foi

confirmado posteriormente mediante analise histologica das gonadas.

Os pares foram filmados durante um tempo total de 60 minutos no Grupo 1 e no Grupo
2. Os 30 primeiros minutos corresponderam a interagdo dos animais. Os 10 minutos
subsequentes corresponderam a aplicacdo do extrato e observagdao da resposta de alarme a
concentragdo baixa de extrato de pele. Nos 10 minutos seguintes, houve a aplicacdo da
concentragdo média e analise da resposta de alarme. Nos ultimos 10 minutos, houve aplicacao
da concentragdo alta e analise da resposta de alarme. No grupo controle, foi repetida toda a

sequéncia acima, porém com infusdo de dgua (veiculo) do tanque teste de cada diade.

Os experimentos com os grupos 3 e 4 foram filmados durante um tempo total de 40
minutos. Os 30 primeiros minutos foram correspondentes a interagdo e os ultimos 10 minutos

foram referentes a resposta as concentragdes média e alta de extrato de pele. Figura 3 (A-D).
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EXTRATO DE PELE E CONCENTRACOES

Para preparar o extrato de pele, trés animais doadores foram utilizados (Waldman,
1982). Cada animal foi eutanasiado por imersdao em agua a 0°C. Em seguida, foram realizados
15 cortes superficiais em cada lado do animal, seguidos de lavagem com 1 mL de agua
destilada. O volume de agua destilada utilizado para lavagem dos cortes correspondeu ao
volume final de extrato bruto. Ao total, foram coletados 3 mL de extrato bruto, separados em

aliquotas e congelados a -20°C (Speedie & Gerlai, 2008).

Ainda que o extrato ndo seja quantificado nas analises do presente trabalho, quanto a
concentracdo final de condroitina presente nas solugdes preparadas, ¢ possivel fazer uma
estimativa, correlacionando os protocolos idénticos de extracdo da substancia do epitélio as
respostas animais (Speedie & Gerlai, 2008). Entretanto, devido a natureza experimental da
analise comportamental, objetivando caracterizagdes ndo-farmacoldgicas e, portanto, sem fins
de intervencgao, as solugcdes com concentracdes diferentes servem ao proposito investigativo de
cunho etoldgico, inicial e basico. Trabalhos exploratorios dedicados a quantificagdo e
caracterizagdo da substancia de alarme ja foram realizados por Mathuru et al (2012), de modo
que ndo foi objetivo do presente trabalho analisar a resposta a cada componentes e isoformas
dos constituintes da substancia de alarme, mas a interagcdo da resposta aversiva completa (obtida

com o extrato bruto) com a resposta de acasalamento.

A preparacao dos extratos de pele foi realizada seguindo o protocolo de concentragdes

de Speedie & Gerlai (2008):

(A) O extrato de alta concentragdao corresponde a 120 pL de extrato bruto/1,5L

de agua do tanque.

(M) O extrato de média concentragdo corresponde a 50% da concentragao alta,

ou seja, 60 uL de extrato bruto/1,5L de dgua do tanque.

(B) O extrato de baixa concentracdo corresponde a 10% da concentragdo alta,

ou seja, 12 uL de extrato bruto/1,5L de 4gua do tanque.

PROCEDIMENTOS - CONTEXTO REPRODUTIVO

Em um primeiro momento, para cada teste, um macho e uma fémea foram colocados

simultaneamente em tanques-teste de vidro nas dimensdes de 26 cm x 15 cm x 6 cm, contendo
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1,5 L de agua tratada em parametros fisiologicos. No aquério também foram inseridas réplicas
de plantas para um enriquecimento ambiental como incentivo situacional para a ovipostura,
uma vez que a presenca de elementos vegetais naturais ou simuldcros no fundo do aquario
aumentam a incidéncia de sucesso reprodutivo em peixe-zebra (Darrow & Harris, 2004). Foram
inseridos quatro simulacros vegetais a direita e quatro a esquerda, de dimensdes iguais,
medindo 3 cm cada, afixados com adesivo termoplastico composto de resina de E.V.A e resina
taquificante, segura e atoxica. A temperatura da dgua foi mantida entre 26°C e 28°C, com o

emprego de uma placa quente. O ciclo claro/escuro de 14h:10h foi mantido (Figura 4).

Figura 4. Esquema de contextualizagdo das diades de animais em tanques-teste, posicionados
em isolamento pela barreira pladstica permedvel. Os animais foram mantidos overnight no
protocolo reprodutivo sobre placa quente a fim de manter a temperatura estdvel entre 26°C e

28°C. Foram inseridas barreiras visuais entre um aqudario e outro.
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Uma barreira permeavel de polietileno transparente foi colocada verticalmente em

posicdo central no tanque a fim de separar fisicamente o macho e a fémea, e a separacdo foi
mantida overnight durante um periodo de 15 horas.

Apos 15 horas de contextualizagdo em contexto reprodutivo, o tanque-teste foi coberto

em 3 das 4 faces (laterais e parte traseira) e ao fundo com laminas emborrachadas de E.V.A
pretas, a fim de bloquear a visualizagdo do experimentador pelos animais, mantendo a
passagem de luz. Em seguida, posicionou-se um tubo flexivel de polietileno, medindo 10 cm de
comprimento, na parede interna do quadrante superior esquerdo do tanque, acima do nivel da
agua, e este tubo continha um conector para seringas de 3 mL, as quais foram

subsequentemente utilizadas para administrar o veiculo ou o extrato de pele na agua (Figura 5).

A parte superior foi coberta com papel branco a fim de prevenir o contato visual dos animais
com o experimentador.

Tubo de polietileno
Tanque-teste e

-
-

Camera frontal

Figura 5. Desenho ilustrativo do contexto experimental das diades e aplicacdo das diferentes
concentragoes de extrato de pele. Fonte: Adaptado de Faustino, 2017.
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Em frente ao tanque, a fim de evitar visualizagdes e reflexos, foi posicionado um aparato
quadrangular forrado em fundo escuro, no qual foi posicionada, por sua vez, uma camera
(Samsung Note 8, com resolugdo de 640x480 pixels; VGA) com tripé, a fim de filmar o

comportamento.

Apos preparagdo do contexto, a barreira de polietileno foi removida e foi permitida a
habituacdo dos animais durante 5 minutos. As filmagens do protocolo reprodutivo foram
realizadas durante o tempo de 30 minutos, equivalente a interacao reprodutiva dos animais. O
tempo escolhido para interagdo dos animais foi baseado em Darrow & Harris (2004), onde
estipula-se que em um periodo entre 10 e 30 minutos, a maioria significativa das diades exibe

todos os comportamentos estereotipados do comportamento de corte da espécie.

PROCEDIMENTOS - PROTOCOLO DE ESTRESSE AGUDO

Apos 30 minutos em contexto reprodutivo, foi administrada a substancia de alarme no
tanque-teste de cada diade. O nimero de concentragdes e a quantidade de substancia de alarme

administrada variou de acordo com o grupo testado.

Grupo 1: Animais submetidos a concentragdes crescentes

No total, de 18 animais foram utilizados, agrupados em duplas de machos e fémeas.
Primeiramente, ap6s 30 minutos de interacdo em contexto reprodutivo, foi administrada a
concentragdo baixa de substancia de alarme equivalente a 12 pL solubilizada em 488 uL de
veiculo, o qual corresponde a agua tratada do proprio tanque-teste da diade, de modo que o

volume total compreendesse um volume total de 500 pL a ser administrado.

Trés concentragdes de substancia de alarme em niveis crescentes foram administradas
sequencialmente ao tanque-teste de cada diade a fim de observar a resposta ¢ a presenca ou
auséncia de adaptagdes. Cada concentragdo compreendeu um volume final de 500 pL. As
concentragdes de substancia de alarme empregadas em cada concentragdo foram calculadas com
base nos experimentos descritos por Speedie & Gerlai (2008). O desenho experimental esta

exemplificado conforme a Figura 6 (A-D).
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DESENHO EXPERIMENTAL - LINHA DO TEMPO

Figura 6A.

Grupo 1 — Concentragdes sequenciais

(1) (2) (3) (4) (5) (6)
I | I | | |

15 horas (overnight) 30 min. 10min. 10 min. 10 min.

(1) Diadecondicionadano mesmo tanque-teste, separada por barreira permeavel de polietileno.
(2) Retirada da barreira de separaciio dosanimais e inicio das filmagens da interacfio de corte.
(3) Aplicacdo do extrato de pele em concentracio baixa.

(4) Aplicacdo do extrato de pele em concentracio media.

(5) Aplicacdo do extrato de pele em concentracio alta.

(6) Término das filmagens, eutanasia dos animais e obtencdo das génadas.

Figura 6B.

Grupo 2 — Controles

(1) (2) (3) (4) (5) (6)
I I | | | |

15 horas (overnight) 30 min. 10min. 10 min. 10 min.

(1) Diadecondicionadano mesmo tanque-teste, separada por barreira permeavel de polietileno.
(2) Retirada da barreira de separacio dosanimais e inicio das filmagens da interacio de corte.
(3) Aplicacdo de veiculo.

(4) Aplicacéo de veiculo.

(5) Aplicacéo de veiculo.

(6) Término das filmagens. eutanasia dos animais e obtencdo das gonadas.
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Figura 6C.

Grupo 3: Concentragio Média Unica

(1) (2) (3) (4)
I | | |

15 horas (avernight) 30 min. 10 min.

(1) Diadecondicionadano mesmo tanque-teste, separada por barreira permeavel de polietileno.
(2) Retirada da barreira de separacdo dosanimais e inicio das filmagens da interagio de corte.
(3) Aplicacdo do extrato de pele em concentracio media.

(4) Término das filmagens. eutanasia dos animais e obtencio das gonadas.

Figura 6D.

Grupo 4: Concentragio Alta Unica

(1) (2) (3) (4)
I | I |

15 horas (overnight) 30 min. 10 min.

(1) Diade condicionadano mesmo tanque-teste, separada por barreira permeavel de polietileno.
(2) Retirada da barreira de separacio dosanimais e inicio das filmagens da interacdo de corte.
(3) Aplicacdo do extrato de pele em concentracfio alta.

(4) Término das filmagens, eutanasia dos animais e obtencio das gonadas.

Figura 6 (A-D). Linha do tempo. Etapas experimentais realizadas em combina¢do dos

protocolos reprodutivos e de estresse.
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ADMINISTRACAO DO EXTRATO DE CONCENTRACAO BAIXA

Para o extrato de concentragdo baixa, um volume de 12 pL de substancia de alarme
bruta foi adicionado a 488 pL de veiculo, correspondente a agua tratada retirada previamente do
proprio tanque-teste de cada diade. A concentragdo de substancia de alarme nesta etapa foi
fixada em 12 pL/1,5 L. O volume de 500 puL de solugdo em concentracao baixa foi entio
transferido para uma seringa de 3 mL acoplada ao tubo de polietileno e administrado lentamente
a fim de ndo perturbar a superficie da 4gua do tanque.A resposta de alarme foi registrada em
video durante o periodo de 10 minutos. Ao final deste periodo, foi aplicada a concentracao

média da substincia de alarme.
ADMINISTRACAO DO EXTRATO DE CONCENTRACAO MEDIA

Para o extrato de concentragdo média, um volume de 48 pL de substancia de alarme
bruta foi adicionado a 452 pL de veiculo. O volume de 500 pL de solu¢do em concentragdao
média foi infundido no tanque-teste conforme descrito no paragrafo anterior. Ao adicionar nova
solugcdo com 48 pL de substancia de alarme bruto, obteve-se no tanque-teste uma concentragao
final de 60 pL/1,5 L de substincia de alarme, correspondente aos valores da concentracdo
média. Apds 10 minutos de registro da resposta, uma terceira infusdo da solugdo de alarme foi

administrada.
ADMINISTRACAO DO EXTRATO DE CONCENTRACAO ALTA

Para o extrato de concentragdo alta, um volume de 60 pL de substancia de alarme bruta
foi adicionado a 440 uL de veiculo, compondo 500 pL de solugdo. A infusdo do volume foi
realizada conforme as etapas anteriores, de modo a ndo perturbar a superficie da dgua. A
resposta de alarme foi registrada durante 10 minutos. Neste ponto, a ultima infusdo elevou a

concentragdo de substancia de alarme a 120 uL/1,5 L, correspondendo a concentragdo alta.
GRUPO 2: CONTROLES

No grupo controle, um total de 18 animais foram utilizados, também agrupados e
testados em duplas de machos e fémeas, totalizando 9 casais. Primeiramente, os animais foram
filmados por 30 minutos, durante a etapa de interagdo em contexto reprodutivo. Em seguida, foi
administrado um volume de 500 pL de veiculo composto de agua tratada do proprio tanque da
diade testada. O veiculo foi adicionado ao tanque-teste de modo idéntico a administracao das
concentragdes de substincia de alarme, sem perturbar a superficie da agua. A resposta ao

veiculo foi filmada durante um periodo de 10 minutos. Ap6s administragdo do primeiro volume,
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uma nova infusao, também de 500 pL de veiculo foi realizada e a resposta filmada durante os
10 minutos subsequentes. A seguir, o procedimento foi repetido por uma terceira vez, com a
infusdo de ultimos 500 pL de veiculo, compreendendo também mais 10 minutos de registro da

resposta.
GRUPO 3: CONCENTRACAO MEDIA UNICA

No grupo 3, 26 animais, machos e fémeas, foram empregados, perfazendo um total de
13 casais. Conforme explicado anteriormente, as duplas foram submetidas primeiramente ao
protocolo de contexto reprodutivo, sendo realizado, em seguida, o protocolo de estresse
agudo.O comportamento de corte foi igualmente registrado durante um periodo de 30
minutos.Entretanto, houve apenas uma aplicagdo de substincia de alarme, correspondente a
concentragdo média utilizada anteriormente.O registro da resposta de alarme foi feito durante 10
minutos, somando, ao total, 40 minutos de observacao para o grupo. A concentragdo final no
tanque-teste respeitou os parametros anteriores de 60 pL/1,5 L, equivalente a concentragao
média. O volume de 60 pL de substancia de alarme bruta, adicionado de 440 uL de veiculo,
compondo 500 pL de volume final, foi infundido aos tanques-testes de cada diade. A
administragdo foi realizada lentamente a fim de ndo perturbar a superficie da agua. A resposta

de alarme foi filmada durante 10 minutos.
GRUPO 4: CONCENTRACAO ALTA UNICA

No grupo 4, 18 animais foram utilizados, machos e fémeas, compondo 9 casais. De
maneira idéntica aos demais grupos, o protocolo de contexto reprodutivo foi realizado
primeiramente, e apos este, o protocolo de estresse agudo foi empregado. O comportamento de
corte foi filmado durante 30 minutos, apds os quais, foi aplicada uma tUnica de substancia de
alarme em concentracdo alta. O registro da resposta de alarme foi feito durante 10 minutos,
somando, ao total, 40 minutos de observagdo para o grupo. A concentragdo final de substancia
de alarme fixou-se em 120 pL/1,5 L. Um volume de 120 pL de substancia de alarme bruta,
adicionado de 380 pL de veiculo, contabilizado 500 pL totais, foi administrado ao tanque de
cada diade testada. As condig¢des dos testes mantiveram-se sempre idénticas. Apds a infusao, o

comportamento de alarme dos animais foi filmado durante 10 minutos.
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ANALISE HISTOLOGICA DAS GONADAS DOS ANIMAIS UTILIZADOS

Apesar da possibilidade de reconhecimento sexual de peixe-zebra pela visualizagdo
externa, em funcdo do dimorfismo sexual, os animais foram dissecados apds os testes
experimentais para confirmar o género das diades de peixes, utilizados na analise dos
comportamentos, e para analisar o estagio reprodutivo de cada espécime utilizado. O critério
usado como dimorfismo em peixe-zebra ¢ o formato do corpo e, para alguns autores, a
coloracio (OECD, 2010). O formato tem se mostrado um critério mais seguro para
diferenciacdo do que a coloracdo, cujas variagdes nao sdo consideradas marcantes (Spence et al
2008). Como as fémeas adultas podem realizar postura de ovos em cativeiro a cada 5-10 dias,
seu abdome ¢ mais arredondado que o dos machos (Laale 1977; Conradsen & McGuigan,
2015), enquanto estes possuem nadadeiras anais maiores que as das fémeas (Laale 1977;

Spence et al 2008).

Apos a crioanestesia e decapitagao do animal utilizado nos testes, as gonadas, situadas
lateroventralmente a bexiga natatéria e rostral ao anus, foram removidas sob microscopio
cirargico, fixadas em formol 10% por 18 a 24h, desidratas em série alcoolica, seguida de
cloroférmio, antes da inclusdo em parafina. As sec¢des em micrétomo (Micron HM325) foram
feitas a 10 um e os cortes foram coletados em laminas bigelatinizadas. Os cortes foram corados
com a técnica hematoxilina-eosina e posteriormente desidratadas em série de alcoois de

concentragdo crescente, seguida de xilol e montadas com laminulas e balsamo.

Foi realizada a andlise histologica das gonadas para confirmar a fase do ciclo
reprodutivo dos animais utilizados, para termos seguranga de que a avaliagdo do
comportamento de corte observado ¢ reflexo da fase ovulatoria das fémeas e da liberacao de
espermatozoides nos ductos e assegurar correlacionagdes mais precisas entre a interferéncia da

prontiddo sexual com a resposta ao estresse.

Para a avaliagdo qualitativa do estado de maturagdo dos ovarios, os cortes seriados das
gonadas de cada animal foram analisados, buscando identificar a propor¢do em que apareciam
as seguintes estruturas nos ovarios: ovocitos primarios (ou complexo foliculo-ovocito de estagio
I), foliculos no estagio II ou alveolar-cortical, foliculos ou ovocitos vitelogénicos, foliculos ou
ovocitos maduros, foliculos atrésicos e foliculos pds-ovulatorios. Para a identificacdo e
classificagdo dos estadgios ovarianos para Danio rerio foram utilizadas como referéncia as

descri¢des de Selman et al (1993) e do OECD (Histopathology Guidance Document, 2010).
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Nos testiculos foi avaliada, também qualitativamente, a presenga de espermatozoides
livres em relagdo as demais populagdes de espermatides, espermatdcitos € espermatogonias que
permanecem em cistos formados pelas células de Sertoli. Quanto maior a presenca de cistos
com espermatides avancadas, de espermatozoides liberados e menos espermatogdnias, mais
descontinuo aparecera o epitélio dos cistos, cujo aspecto também ¢ utilizado para determinar a

maturidade do testiculo (Grier 1981; Huszno & Klag 2012).

ANALISE COMPORTAMENTAL

Apos a realizagdo dos testes comportamentais de corte e de alarme, foram analisadas as
gravagOes de cada diade de animais em cada grupo experimental. As observagdes foram feitas
para cada animal em separado, a partir da mesma filmagem da diade. Assim, cada fémea e cada
macho foram analisados e os comportamentos anotados, seguindo os mesmos parametros. As
verificagdes compreenderam dois componentes: o comportamento de interesse e o periodo total
de tempo que cada animal o realizou, contabilizado em segundos. Cada analise foi feita
primeiramente para o padrdo comportamental do macho, em seguida, para o padrdo
comportamental da fémea tanto para o comportamento de corte quanto para o comportamento
de alarme (Kalueff et al, 2013). No inicio de cada andlise, cada animal foi individualmente
identificado conforme indicios morfologicos de dimorfismo sexual, depois confirmado pela

histologia das gonadas.

O padrao natatdrio foi discriminado entre lento e rapido, anotado conforme os seguintes
parametros: para cada tanque-teste considerou-se uma linha meridiana medial dividindo o
aquario em dois planos opostos equivalentes (Figura 7). Considerou-se como natacao lenta todo
padrao natatorio onde o animal empreendeu 5 ou menos cruzamentos de um lado a outro, em
relagdo ao plano meridional, em um tempo de 5 segundos (< Scruzamentos/5segundos). Para
classificagdo da natagdo rapida, considerou-se a frequéncia de cruzamento do plano meridional

maior que 5 travessias em um tempo de 5 segundos (> 5 cruzamentos/5 segundos).
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Figura 7. Desenho esquematico representativo do plano meridional utilizado como parametro
de avaliagdo da natagdo dos individuos em fase de teste comportamental quanto a intensidade

do alarme.

As andlises de tempo dedicadas a cada padrdo natatéorio e em cada padrio
comportamental de interagdo foram contabilizadas em segundos com software WatsonMulti
2.6.0° (SJM) e os tempos totais e parciais foram anotados, distinguindo fémeas e machos, bem
como as repostas de cada individuo de cada grupo experimental. Os parametros de natacao
foram estipulados a partir de uma média elaborada a partir do padrdao natatorio de 3 pares de
animais analisados em fase piloto, observados em tanques-testes em condigdes idénticas aquelas
empregadas para os animais experimentais, exceto para a sequencialidade de exposi¢des ao
extrato de pele. As médias simples foram elaboradas primeiramente para um periodo de 10
minutos totais de observacdes de natacdo normal, pré-exposicdo a substancia de alarme, e
outros 10 minutos pds-exposicao. Neste contexto, para cada animal foram feitas contagens de
cruzamentos totais pelo plano meridional em um periodo de 5 minutos, o que forneceu uma
média simples parcial. Este procedimento foi realizado outra vez, completando 10 minutos de
observagdo, e gerando uma segunda média simples parcial. As médias simples parciais foram
entdo contabilizadas em uma média simples final para cada animal. Apds a obtengao das médias
simples de natagdo normal de cada animal, as taxas de cruzamento foram reunidas para
obtencdo de uma média final de cruzamentos de todos os animais observados. O mesmo foi
realizado apo6s a administragdo da substrancia de alarme, que também gerou uma média final a
partir das médias parciais e observagao em um periodo de 10 minutos para cada animal (Eganet

al, 2009; Westerfield, 2000).
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ANALISE DO COMPORTAMENTO DE CORTE
NATACAO EXPLORATORIA

A natacdo exploratoria foi estabelecida como o padrao natatdrio lento (< Scruzamentos /
5 segundos) para ambos os sexos. Os comportamentos de exploracdo do ambiente foram
caracterizados pela natacdo lenta entre os quadrantes do tanque-teste (Westerfield, 2000;

Kalueff et al., 2013).
COMPORTAMENTO DE CORTE

O comportamento de corte foi observado e compreendido conforme descrito por Darrow
& Harris (2004). Considerou-se o tempo total de engajamento em comportamentos de toque
(touching), perseguicao (chasing), circulagdo (encircling), zig-zag (zig-zagging), guia (leading)
e acompanhamento (following). No comportamento de toque, o macho e a fémea realizam
contato fisico do focinho ou da cauda em qualquer uma das partes um do outro. Na perseguicao,
o macho investe nadando em direcdo a fémea, que nada a frente. Na circulacdo, o macho realiza
uma natagdo circulatoria repetitiva ao redor da fémea. No zig-zag, o macho nada ao lado da
fémea, realizando movimentos em lemniscata. No comportamento de guia, a fémea induz o
macho a nadar seguindo-a para o possivel local de postura dos dvocitos. O comportamento de
acompanhamento ¢ a resposta do macho a nadar acompanhando a fémea para o local de postura

dos ovdcitos e liberagao do esperma (Darrow& Harris, 2004; Kalueff et al, 2013).

ANALISE DAS RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS A SUBSTANCIA DE ALARME
NATACAO RAPIDA, DARTING E FREEZING

Os parametros utilizados para definir a ocorréncia de estresse agudo e alarme foram:
natacdo rapida, darting (ou natagdo erratica), e freezing (congelamento). Os parametros foram
considerados conforme descrito por Egan (2009). O darting foi considerado como natacao
rapida do animal com o corpo em angulo de aproximadamente 45° em relagdo ao fundo do
aquario. O freezing foi considerado como total imobilidade do animal, com excecao dos olhos e
dos opérculos, por um periodo maior do que 2 segundos. Considerou-se a elevagao do padrao
de natacdo de cada animal para natagdo rapida (> 5 cruzamentos/5 segundos), sendo
contabilizada em tempo total gasto neste comportamento. A ocorréncia de darting e freezing
foram também anotadas em segundos e ambos os comportamentos foram verificados em
segundos e somados ao tempo total de alarme. Todos os comportamentos de alarme, fossem

eles relativos a natacdo errdtica e freezing, respectivamente, em quadrantes superiores ou
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inferiores do aqudrio, foram contabilizados como expressdes de estresse agudo (Egan et al,

2009) e considerados no somatorio final do tempo de alarme.

ANALISE COMPORTAMENTAL: CONTABILIZACAO DOS COMPORTAMENTOS DE
INTERESSE

Primeiramente, os animais foram observados em video nos primeiros 30 minutos de
interacdo, correspondentes ao protocolo reprodutivo. Os dados coletados configuraram o tempo
total de interacdo para cada diade, composto do tempo gasto em comportamentos
caracteristicos do comportamento de corte descritos acima. O tempo gasto em natagdo
exploratoria foi excluido na computacao do tempo de interag¢do de cada diade. Em um segundo
momento, a partir da administragdo da substdncia de alarme e verificagdo nos 10 minutos
subsequentes a cada concentragdo de extrato de pele, os tempos gastos em cada comportamento
caracteristico de alarme foram agrupados, configurando o tempo total de alarme, para cada
animal. Assim, os dados coletados para o tempo de interagdo sdo sempre idénticos para a fémea

e o macho de cada diade, enquanto o tempo de alarme varia entre cada individuo.
ANALISE ESTATISTICA

Foram analisados 80 animais ao total. Amostras de 18 individuos (grupos 1, 2 ¢ 4) e 26
individuos (grupo 3) foram empregados segundo os calculos de tamanho amostral utilizados em

Faustino, 2017. Foi realizado o cegamento experimental e randomizagao das diades testadas.

Os tempos analisados para os comportamentos de corte e de alarme foram
correlacionados entre si e analisados estatisticamente. As varidveis quantitativas foram descritas
por mediana e amplitude de variacdo, devido a assimetria dos dados. Para comparar medianas
entre os grupos, o teste de Mann-Whitney foi aplicado. Na comparacao entre machos e fémeas,

o teste de Wilcoxon foi utilizado.

Para comparar os tempos conforme a concentragdo, o teste de Friedman foi utilizado.
Para verificar a associacdo entre os tempos de alarme com o tempo de interagdo, o teste da
correlacdo de Spearman foi aplicado. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e as

analises foram realizadas no programa SPSS versdo 21.0.
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RESULTADOS

A quantificacdo e andlise dos dados obtidos a partir das observagdes dos

comportamentos buscou averiguar sobre a:
1) Existéncia de resposta de alarme em peixe-zebra mediante contexto reprodutivo;

2) Diferenca da resposta de alarme entre grupos de animais e entre os géneros mediante

exposi¢do a concentracdes Unicas da substancia de alarme, mediante contexto reprodutivo;
3) Existéncia de adaptagdo para concentragdes progressivas de substancia de alarme;
4) Influéncia do tempo de corte sobre o tempo de alarme em cada animal;

5) Diferenga entre os tempos de resposta de alarme entre os grupos de concentragdes

progressivas e concentragdes unicas da substancia de alarme, mediante contexto reprodutivo;

6) Diferenca entre os tempos de resposta de alarme entre machos e fémeas, comparando grupos
de concentragdes alta progressiva e concentracdo alta unica de substidncia de alarme,

mediante contexto reprodutivo.
RESPOSTA DE ALARME EM PEIXES-ZEBRA MEDIANTE CONTEXTO REPRODUTIVO

ANALISE DA CORRELACAO CONCENTRACAO-RESPOSTA ENTRE GRUPOS DE
CONCENTRACAO BAIXA, CONCENTRACAO MEDIA UNICA E CONCENTRACAO
ALTA UNICA

Os resultados que correlacionam concentragdes e respostas para controles e testes
quanto ao tempo de alarme mediante aplicagdo da concentracdo baixa, concentragdo média
unica e concentracdo alta unica demonstraram que as respostas de alarme, em concentracdes
baixas, ndo diferem significativamente das respostas a concentracdo média Unica. Porém, as
respostas para concentragao baixa diferem significativamente das respostas a concentragdo alta
unica. Do mesmo modo, as respostas a concentracdo média Unica diferem significativamente
apenas das respostas a concentragdo alta unica. Essas diferengas significativas foram observadas

tanto para machos quanto para fémeas (Figura 8).
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Figura 8. Relacdo concentracdo-resposta para grupos testes quanto ao tempo total de alarme
(os tempos gastos em cada comportamento caracteristico de alarme, darting, freezing, foram
agrupados) mediante aplicagdo da concentracdo baixa, concentracdo média unica e

concentragdo alta tinica (Grupo 1, n = 18; Grupo 3, n = 26; Grupo 4, n = 18; p < 0,05).

ANALISE DO GRUPO DE CONCENTRACOES BAIXAS E PROGRESSIVAS

De acordo com os dados obtidos quanto a existéncia de resposta de alarme em peixe-
zebra mediante contexto reprodutivo, verificou-se que, comparando testes e controles, fémeas e
machos, confirma-se que ha resposta de alarme nos dois géneros na maioria das concentragdes
progressivas administradas em sequéncia. Entretanto, o cendrio ndo se repete para os machos e
fémeas ao receberam a concentracdo média progressiva, bem como para os machos na
exposicao a concentragdo alta progressiva. Nestes animais, a resposta de alarme ndo foi

significativa, comparada com o grupo controle.

Ademais, a heterogeneidade das respostas dos animais se deve a inclusdo de dois, dos
nove casais, com exibi¢ao nula do comportamento de alarme. Para os dois casais-teste do grupo
de concentragdes progressivas, evidenciou-se a inexisténcia de qualquer resposta de alarme em

todas as 3 concentracdes crescentes de substancia de alarme administradas (Figura 9). Entre
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estes, porém, o individuo F5, fémea, apresentou os comportamentos estereotipados de estresse

investigados no presente trabalho apenas na concentracdo alta progressiva.

Tempo de
alarme (s) l l l I I I
600+
- Bl Controles
1
400+ O Concentracio Baixa
= Concentracdo Media Progressiva
200+
B Concentragéo Alta Progressiva
0-
dedQedQdQdQedQ

Figura 9. Comparagdo entre controles e testes quanto ao tempo de alarme mediante aplicagdao
de concentragdes progressivas de substancia de alarme. (Controles em cor preta). (Grupo 1, n

=18; p <0,05).

TEMPO DE CORTE E TEMPO DE ALARME

Quanto a influéncia do tempo de corte sobre o tempo de alarme em cada uma das concentragdes
administradas, notou-se que o tempo de alarme ndo aumenta com o aumento da concentragdo de
extrato de pele, tanto para machos quanto para fémeas. Desta maneira, em cada uma das
aplicacdes, embora as concentragdes de substancia de alarme se tornassem maiores, 0s animais
ndo intensificaram seus comportamentos caracteristicos de estresse. O tempo de engajamento e
diminuicao subsequente da resposta em alarme mostrou-se significativa para machos e fémeas,

de forma similar tanto para a concentragdo baixa como para a concentracao alta (Figura 10A-C).
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Figura 10C.
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Figura 10 (A-B). Influéncia do tempo de corte no tempo de alarme nas concentragdes
sequenciais de substancia de alarme. Quanto maior o tempo de interagdo, menor o tempo de
alarme para todas as trés concentragdes administradas em sequencial. A. Tempo de interagao e
resposta de alarme para a concentracdo baixa de substancia de alarme. B. Tempo de interagdo
e resposta de alarme para a concentragdo média sequencial de substancia de alarme. C. Tempo
de interagdo e resposta de alarme para a concentragao alta sequencial de substancia de alarme.

Legenda: c1 a c¢9 referem-se as diades 1 a 9. (n = 18).

DIFERENCA DA RESPOSTA DE ALARME ENTRE GENEROS

Comparando entre machos e fémeas quanto ao tempo total de alarme, observa-se que as
fémeas exibem significativamente maior expressao de alarme em relagdo a rea¢do dos machos.
Entretanto, o comportamento de alarme realizado mediante aplicagdo da concentragdo alta de
extrato de pele, os géneros expressam comportamento de estresse agudo de forma similar entre
si, ndo havendo diferenga significativa para o aumento da resposta entre as concentragdes

(Figura 11).
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Figura 11. Diferenca da resposta de alarme entre concentracdes crescentes de substancia de
alarme em fémeas e machos. Asterisco: diferenga significativa entre fémeas e machos. (Grupo

I,n=18; p <0,05).

ANALISE DOS GRUPOS DE CONCENTRACAO UNICA

De acordo com as analises, as fémeas exibiram maior resposta de alarme do que os
machos mediante aplicacdo de concentragdo média unica de solucao de extrato de pele (Figura
4). Entretanto, quando comparamos as respostas a concentragdo média de substancia nas
aplicacdes sequenciais e nas aplicagdes Unicas, podemos observar uma maior sensibilidade do
macho nas administracdes unicas. Sendo assim, as fémeas ndo exibem diferencas de respostas

entre os dois modos de exposicao (Figuras 12 e 13).

Tempo de alarme (2} *
600+

Concentragio Média Unica
400 -
1 Machos

l'f' B Fémeas
200- iy Concentragdo Alta Unica

T @ = Machos

% B Fémeas

Figura 12. Comparacdo da resposta de alarme mediante aplicagdo da concentracao

média unica e alta inica (Grupo 3, n = 26; Grupo 4, n = 18; p < 0,05).
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Figura 13. Comparagdo entre respostas de alarme em concentracdes médias Unicas e
progressivas de substancia de alarme. Machos sdo mais responsivos nas aplicagdes unicas do
que nas aplicagdes sequenciais. Nao ha diferenca entre as modalidades nas respostas nas

fémeas (Grupo 1, n = 18; Grupo 3, n =26; p <0,05).

Para os pares tratados com infusdo unica de solu¢do de extrato de pele na concentragao
média, observa-se que o tempo despedido em comportamento de corte, ndo interfere

significativamente no alarme exibido pelos individuos testados (Figura 14).
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Figura 14. Influéncia do tempo de corte na resposta de alarme de machos e fémeas mediante
aplicacao de concentracdo média inica de substancia de alarme. Ambos os géneros diminuem
respostas de alarme quanto maior o engajamento reprodutivo, porém, ndo ha significancia nos

dados encontrados (Grupo 3, n = 26; p < 0,05).

ANALISE DO GRUPO DE CONCENTRACAO ALTA

Quanto a diferenca entre tempos de alarme entre machos e fémeas, foi realizada a
comparacdo entre grupos de concentragdes alta progressiva e concentragdo alta Unica de
substancia de alarme. Nas analises de concentragdes altas unicas, ambos machos e fémeas de
cada diade testada apresentaram maior tempo de alarme do que nas aplicagdes da concentracao

alta em sequéncia. (Figura 15 e 12).

Neste grupo, verificou-se também que quanto maior o tempo de corte entre os animais,
menor ¢ o alarme, porém, a associagdo s6 se mostrou significativa para as fémeas (Figura 16).
Quando comparados ao grupo controle, os resultados mostram que fémeas e machos exibiram

comportamento de alarme de modo significativo (Figuras 17 e 18).
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Figura 15. Diferenca entre respostas de alarme nas concentragdes altas progressivas € Unicas.

Fémeas ¢ machos sdo mais responsivos ao alarme quando o extrato de pele é aplicado em

concentragdo unica (Grupo 1, n = 18; Grupo 4, n = 18p < 0,05).
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Figura 16. Influéncia do tempo de corte no tempo de alarme para machos e fémeas mediante
aplicacdo da concentracdo alta tinica. Nos machos, o tempo de alarme se mantém inferior ao das
fémeas, mesmo com o aumento do tempo de corte. Asteriscos: ha diminuicdo significativa do

alarme conforme aumenta o engajamento reprodutivo nas fémeas (Grupo 4, n = 18; p < 0,05).
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Figura 17. Comparacao entre controles e testes quanto ao tempo de alarme mediante aplicacao
da concentragdo média Unica e concentracdo alta unica. Para todas as diades da concentragdo
média unica e da concentragao alta Uinica, as respostas de alarme foram significativas (Grupo 3,

n=26; Grupo 4, n = 18; p <0,05).
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Figura 18. Comparacao entre respostas de alarme de machos e fémeas testes em concentracdes

progressivas e unicas. Respostas na concentragdo baixa nao sdo significativamente maiores do

que as respostas na concentragdo média sequencial ou na concentragdo alta sequencial.

Respostas na concentragdo média unica sdo significativamente maiores do que as respostas na

concentragdo média sequencial para machos. As fémeas ndo diferem nas duas modalidades.

Respostas na concentracao alta unica sd3o maiores para ambos os géneros em comparagao com

as respostas na concentragdo alta sequencial. Em concentragdes baixas, a resposta de alarme

difere da resposta das fémeas, sendo significativamente menor (Grupo 1, n = 18; Grupo 3, n =

26; Grupo 4, n = 18; p <0,05).
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Tabela 1. Sumario das respostas de machos e fémeas frente as diferentes circunstancias

experimentais realizadas no presente trabalho.

Resposta aversiva

Concentragdo | Concentragdo | Concentragdo | Concentragdo | Concentragdo
baixa média alta média alta
progressiva progressiva
Fémeas: ha correlagdo com . o . . .
Sim Nao Sim Sim Sim
tempo de corte?
Machos: ha correlagdo com . ~ ~ . .
¢ Sim Nao Nao Sim Sim
tempo de corte?
Nao difere da Difere da o Difere da
A ~ ~ Naio difere da ~
Fémeas: Resposta concentracao concentragao . ~ concentracao
. . g Sim concentragao 1
Significativa? média alta baixa média
progressiva progressiva progressiva
Nao difere da Difere da I I
~ ~ Nao difere da | Nao difere da
Machos: Resposta concentragdo | concentracdo . ~ ~
. . i Sim concentragao concentragao
Significativa? média alta . .
. . baixa baixa
progressiva progressiva
Machos possuem maior ~ ~ ~ ~ ~
P . Nao Nao Nao Nao Nao
resposta do que fémeas?
Fémeas possuem maior . . . . .
P Sim Sim Sim Sim Sim
resposta do que machos?
Machos respondem mais em
concentragdo média tnica do Sim
que sequencial?
Fémeas respondem mais em
concentragdo média tnica do Nio
que sequencial?
Machos respondem mais em
concentragdo alta unica do Sim
que sequencial?
Fémeas respondem mais em
concentragdo alta unica do Sim

que sequencial?
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ANALISE HISTOLOGICA

CONFIRMACAO DO GENERO E DO ESTAGIO REPRODUTIVO DOS ANIMAIS
UTILIZADOS

Encontramos uma grande uniformidade nas caracteristicas ovarianas. Foi possivel
identificar todos os estagios foliculares e muito poucas ovogdnias nos ovarios (Figura 19 C, D).
A presenca simultanea de foliculos em diferentes estdgios ¢ comum em espécies com
reprodugdo ciclica ndo sujeita a variagdes sazonais. Em cativeiro, peixes-zebra fémeas mostram

ciclos de poucos dias de duracao.

Entretanto, para classificar uma fémea na fase madura ou em prontidio a desova ¢
importante observar nos ovarios a presenca de foliculos no ultimo estdgio de maturacdo, no qual
o foliculo apresenta mais de 600 um de didmetro (Selman et al 1993; a medida referida ¢ em
condicdes prévias a fixacdo; apds a desidratacdo e demais procedimentos histologicos, pode se

considerar um didmetro em torno de 500 um).

Observamos a presenga mais frequente de foliculos maduros e pré-vitelogénicos em
comparagdo as fases I ou I, o que caracteriza preparacao para a desova. E, ainda, encontramos

foliculos pds-ovulatorios (Figura 19 D), sinalizando que ja ocorreu ovulagdo recente.

Entre os aspectos mais marcantes nos testiculos analisados, observamos sempre um
epitélio do tipo descontinuo, pois os espermatozoides prontos passam a aparecer fora dos cistos,
no lumen dos lobulos (Figura 19 A), caracterizando, assim, que estava ocorrendo ou ja tinha
ocorrido a fase de espermiagdo nos testiculos analisados, em que os espermatozoides ja foram
liberados para os tubulos e estdo em processo de maturagdo. E as espermatogdénias eram
escassas e esparsamente distribuidas, provavelmente por estarem passando por mais
transformacdes meidticas sem reposicao pelas células germinativas, de forma que no epitélio
dos cistos aparecia apenas uma camada fina de células de Sertoli, conferindo assim, o aspecto

descontinuo observado.

Quando também puderam ser observados os tubulos seminiferos nos cortes dos
testiculos (Figura 19 B), estes apareceram repletos de espermatozoides, indicando preparagao
para a desova. Enquanto foram observados gametas maduros nos tubulos, os cistos ainda
possuiam grande ntimero de espermatides em estagios finais, indicando que os testiculos ainda

ndo estavam em fase de regressao, realizando espermiogénese e mais espermiacao.
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Figura 19. Fotomicrografia de sec¢des histologicas de gonadas de diferentes peixes-zebra
Danio rerio adultos. A. Testiculo com cistos contendo espermatocitos (asterisco) ecistos com
espermdtides de diferentes estagios de espermiogénese, iniciais (seta) eavangadas (seta dupla).
Muitos espermatozoides livres, fora dos cistos (seta larga),indicando espermiagdo. Na fase
madura as espermatogonias (cabeca de seta) sdo menos visualizadas e o epitélio ¢ descontinuo.
B. Presenca de um grande ntimero de espermatozoides liberados dos cistos (seta larga),
enquanto espermatides tardias (seta dupla) e iniciais (seta menor) ainda sdo encontradas nos
cistos deste testiculo. Os tubulos seminiferos no alto da imagem aparecem repletos de
espermatozoides (seta branca).C, D. Ovarios de duas fémeas com foliculos em diferentes
etapas. Enquanto aparecem foliculos maduros (asterisco), na fase ovulatoria permanecem no
ovario foliculos no estagio vitelogénico (1), ou iniciais (2) € um numero menor de foliculo sem
estdgio de crescimento primario (3). A presenga de foliculo pds-ovulatorio (4) indica que

ocorreu desova. Escalas: A e B=20 um; C e D =200 um.
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DISCUSSAO

ANALISE DAS APLICACOES DE CONCENTRACOES PROGRESSIVAS

O efeito aversivo do extrato de pele coespecifica, descrito por von Frisch (1938), e a
forma de quantificacdo das concentracdes, proposta por Waldman (1982) e Speedie e Gerlai
(2008), tem se mostrado eficaz e reproduzivel em diversos protocolos farmacologicos
(Maximino et al, 2014; Quadros et al, 2016; Lima et al, 2015, 2016; Ziani et al, 2018) e
fisiologicos (Egan et al, 2009; Canzian et al, 2017; Faustino et al, 2017) em peixe-zebra. A
substancia sintetizada na epiderme e liberada para o meio externo ¢ uma mistura de diferentes
compostos, os quais vém sendo analisados ha décadas (Pfeiffer, 1963, 1985; Schutz, 1956;

Lebedeva et al, 1975; Brown et al, 2000 — referéncias citadas por Jesuthasan & Mathuru 2008).

Dentre as substdncias que o extrato bruto de pele de peixes pode conter, o
glicosaminoglicano condroitina (Van de Winkel et al, 1986) possui o efeito de disparar as
respostas de medo e de ativar a mesma regido do bulbo olfatério que o extrato (Mathuru et al
2012). Entretanto, as condroitinas nao disparam as respostas de medo com a mesma amplitude
que o extrato bruto de pele, o que significa a possivel presenga de outras substancias ativas no
extrato (Mathuru et al, 2012). A heterogeneidade da sulfatacdo dentro da molécula de
condroitina pode ser uma possivel explicacdo para o reconhecimento variado entre as espécies
de peixes (Pfeiffer, 1977). O extrato bruto que foi obtido no protocolo do presente trabalho foi
de eficacia comprovada para provocar a resposta de alarme no peixe-zebra, uma vez que todas
as concentragdes resultaram em comportamento de alarme de forma significativamente

diferente dos controles.

Segundo os dados obtidos, a presenga de comportamento de alarme dos animais quando
expostos ao extrato de pele ocorre em machos e fémeas mesmo em concentracdo baixa.
Entretanto, quando expostos a concentracdo média apos a exposi¢do a concentracdo baixa de
substancia de alarme, os machos e fémeas ndo exibem alarme de maneira significativa, e essa
relacdo ¢ inversamente proporcional ao tempo de interagdo entre os animais. Esta diminui¢ao da
resposta de alarme total, conforme aumenta a interacdo, indica a influéncia do contexto

reprodutivo na sensibilidade ao feromonio de alarme em peixe-zebra.

Nas comparagdes relativas a concentragdo de extrato de pele administrada e a
subsequente resposta de alarme, observamos que a resposta de alarme ndo aumenta com o

aumento da concentragdo de substancia de alarme, comparando concentragdes baixas e médias
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do extrato de pele. Porém, a resposta de alarme ¢ significativamente maior nas aplicagdes de
concentragdes altas de extrato de pele. Como ndo foi observada elevacdo significativa do
comportamento de estresse com o aumento da concentracdo - de baixa para média - de
substancia de alarme, podemos presumir a ocorréncia de interferéncia do contexto reprodutivo
na expressio do comportamento anti-predatério. Entretanto, a presenca significativa da
expressao de comportamento de estresse frente a concentragdes altas Uinicas sugere a existéncia
de um limiar, no qual o estimulo olfatério de alarme torna-se intenso o suficiente para

ultrapassar a capacidade tamponante do contexto reprodutivo.

J& em contextos de misturas bindrias de odorantes, mecanismos diversos precisam ser
evocados para compor o carater explicativo potencial. As evidéncias demonstram que, em
contextos de exposi¢do a um odorante-alvo sobreposto a um odorante de segundo plano, as
células dos glomérulos continuam respondendo a substincia de fundo e a nova substancia de
maneira similar. Entretanto, neurdnios do cortex piriforme anterior sdo capazes de distinguir a
presenca de uma substancia-alvo, filtrando os sinais advindos da substancia em primeiro plano
(Kadohisa & Wilson, 2008). Assim, o cortex piriforme ¢ um centro capaz de detectar
modificagdes nos estimulos, como um local de triagem de contraste de estimulos advindos da

periferia, e ¢ um candidato em potencial para modulagdes centrais no sistema de alarme pelo

sistema reprodutivo.

No cenario do presente trabalho, os receptores de ligagdo a componentes da substancia
de alarme poderiam estar diminuidos nos neuronios sensoriais, de modo analogo a diminui¢ao
da expressao fenotipica de club cells no epitélio, diminuindo a taxa de disparos ascendentes. Em
segundo lugar, a codificagdo de informagdo sob adaptagdo dos neurdnios sensoriais no circuito
primario com o glomérulo, mediante manutencdo das concentragdes de substancia de alarme,
poderia também estar alterada negativamente, modificando a percep¢do do organismo acerca da

concentracdo de sinais quimicos no ambiente.

Em suma, os dados obtidos pelo presente trabalho combinados com informagdes
disponiveis na literatura, portanto, sugerem que o engajamento em comportamento reprodutivo
poderia interferir de modo a aumentar o limiar de sensibilidade a substancia de alarme, talvez
influenciando as propriedades de transducao do sinal olfatorio, proporcionando a ocorréncia de

adaptagdo, que poderia ser em nivel periférico e/ou central.

Quando consideramos a auséncia de resposta significativa nos machos mediante
aplicacdo da concentragdo alta progressiva, podemos visualizar a ocorréncia de uma adaptagao

mais expressiva no género masculino comparativamente ao género feminino em peixe-zebra.
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Os dados indicam a existéncia de diferencas a sensibilidade ao estresse dos géneros mediante
contexto reprodutivo. Considerando o dimorfismo comportamental existente em vdrias
espécies, sugere-se que, neste caso, a maior adaptagdo dos machos aos sinais de alarme se
relaciona a possibilidade de influéncia de comportamentos agressivos em outros sistemas

comportamentais (Oliveira et al., 2011).

Nos grupos em que houve reducdo do comportamento de estresse pelo contexto
reprodutivo, expresso pela modulacao da adaptacdo, podemos supor a ativagdo concorrente de
duas redes neuronais. E possivel supor a existéncia de uma hierarquia entre esses dois sistemas
comportamentais, com favorecimento do engajamento reprodutivo. Embora haja flutuagdes a
cerca das circunstancias nas quais a reproducdo ¢ favorecida em detrimento do estresse, ¢
possivel que muitos dos estimulos ambientais e fisioldgicos anteriores ao contexto de teste

contribuam para a determinagdo do nivel de alarme em cada animal.

Assim, dadas as circunstancias onde os individuos apresentam condi¢des hormonais e
sociais propicias ao acasalamento, bem como baixo nivel intrinseco individual de estresse, o
comportamento de corte ndo s se expressa significativamente, quanto também seria capaz de
interferir na expressao do alarme. Uma das hipoteses explicativas para ocorréncia de tal, seria a
existéncia de um "sistema regulador de risco", andlogo as categorias de tomada de decisdo
presente em primatas (O’Doherty et al, 2017). A sustentagdo desta regulagdo deve reportar-se
por nucleos encefalicos de aferéncias em comum aos dois sistemas comportamentais
(O’Doherty et al, 2017; Juavinett et al, 2018). Estas areas de influxo informacional poderiam,
entdo, receber sinais periféricos ascendentes do epitélio olfatério, de sinais vegetativos e de
regides afetivas como o palio dorsomedial e outras areas-alvo do bulbo olfatdrio ja citadas, de
modo que o limiar de ativagdo para agdes de fuga (assim como para agdes de agressdo,

exploracdo ou alimentagdo) seriam, assim, diminuidos ou silenciados.

E importante notar que, embora seja evidente a ocorréncia de diminuigéo do alarme pelo
contexto reprodutivo, e haja uma aparente hierarquia entre os sistemas comportamentais, elas
nao sdo absolutas. Os sinais de uma determinada natureza podem modular a expressao de um
comportamento até um ponto especifico, que varia entre os géneros, os estados intrinsecos de
cada individuo, como o periodo do ciclo de vida em que os animais se encontram ou o contexto,

como condigdes ambientais ou alimentares.

Em dois casais do grupo de concentracdes sequenciais, observamos a inexisténcia de
resposta a todas as concentragdes crescentes aplicadas em sucessdo (a excecdo de uma fémea

que respondeu na concentragao alta). Estes dados poderiam indicar a possibilidade da influéncia
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do grau de maturidade e prontiddo sexual no momento dos testes. A maturidade sexual em
peixe-zebra ¢ dependente de aprendizado social e de desenvolvimento fisioldgico apropriado

(Darrow & Harris, 2004).

Para garantir a homogeneidade neste quesito, todos os individuos adultos foram
alocados em tanques-residéncia com a presenca de fémeas e machos reunidos. Entretanto, uma
possibilidade para a auséncia de resposta de alarme nestes quatro individuos pode remeter ao
estagio reprodutivo em que se encontravam, o qual resultaria em uma influéncia hormonal
diferenciada sobre o comportamento, como foi visto em Carassius carassius (Lastein et al,
2008). Como nao foi possivel quantificar o nivel de maturacdo apenas pela analise histoldgica
das gonadas, tendo sido possivel apenas diferenciar se estavam com maturidade adequada para
o acasalamento ou ndo, o ideal para uma possivel quantificagdo seria incluir a apreciacdo dos
niveis de hormonios esteroides, coletando o sangue no momento da eutanasia ou logo apds os
testes. O nivel de 17-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-one, por exemplo, permanece alto no periodo

pré-ovulatorio e recém pos-ovulatdrio em salmdes (Pankhurst, 2008).

E importante assinalar para estudos futuros que algumas pegas anatdmicas referentes aos
ovarios das fémeas revelaram, sob microscopia optica, um declinio do estado de conservagao
tecidual realizada mediante a utilizagdo de formol 10%, havendo a necessidade de conservagao
de ovarios em concentragdes diferentes ¢ mais eficientes. Um dos motivos para o estado sub-
6timo de alguns tecidos pode ser a propria constitui¢do sui generis muito delicada da parede
ovariana, que contém poucas fibras de musculo liso e um fino epitélio (Selman et al, 1993).
Estas caracteristicas deixam o tecido muito fridvel na preparagdo das laminas histologicas,

especialmente aqueles que estdo na fase madura, onde ha grandes foliculos e em maior nimero.

Para trabalhos futuros que necessitem de conferéncia do estagio reprodutivo, sugerimos
formula alternativa de fixador que preserva melhor a estrutura ovariana (como sugerido no
OECD, n° 123, 2010) ou realizar a medida e contagem de foliculos antes de fixar a gonada. E
possivel, com a imersdo do ovario em solugdo, fazer o isolamento dos foliculos com
instrumental delicado e, depois realizar as medidas sob microscopio cirargico (Selman et al,

1993).

Diferente dos ovarios, os testiculos foram mais facilmente preservados, pois as etapas
da espermatogénese envolvem células menores que ficam contidas em cistos formados pelas
células de Sertoli. Mesmos apds liberados, os espermatozoides sdo encontrados compactados no
limen dos tGibulos, o que permite uma preservacao mais facil da estrutura do que os ovarios

maduros.
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Outra alternativa para a avaliacdo dos estados reprodutivos nos animais seria proceder a
dosagem del7-20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona presente no plasma logo apodsos testes
comportamentais (Waring et al, 1996), bem como realizar a verificacdo de receptores para este

esterdide em estruturas centrais como, por exemplo, os nucleos hipotalamicos.

ANALISE DAS APLICACOES DE CONCENTRACOES UNICAS

Nas verificacOes realizadas para as concentragdes médias aplicadas em evento unico,
observa-se que, embora haja correlagdo inversa entre tempo de corte e estresse, o tempo de
corte nao possui significancia sobre a resposta de alarme nas fémeas. Este tempo de alarme ¢
igual aquele onde a concentragdo alta foi aplicada de modo progressivo. Assim, podemos inferir
em um primeiro momento que ndo ha adaptacdo nas fémeas, mas ha uma atenuagdo do estresse
dependente do comportamento reprodutivo, pois no grupo de concentragdes progressivas a

diminuicao do alarme ¢ significativa, ndo havendo aumento do comportamento de estresse.

Por outro lado, a menor resposta das fémeas independentemente da forma de exposicao
a concentracdo média da substancia, pode sugerir a influéncia dos niveis hormonais como
elemento chave na prontiddo sexual e, portanto, na atenuacdo do estresse. Em relagdo aos
machos deste mesmo grupo, constata-se do mesmo modo, que ndo ha diminuigdo significativa
do alarme quanto maior for o tempo de corte. Estes dados podem ser relacionados a maior
homogeneidade dos tempos de alarme obtidos, em comparagdo ao grupo de concentracdes
progressivas. Contudo, constata-se a ocorréncia de maior estresse nos machos quando a
concentragdo média ¢ aplicada em evento unico do que sequencial. Quando consideramos em
conjunto as duas constatacdes, podemos inferir que hd adaptacdo na concentragdo média
sequencial, mas ela ndo se da somente devido ao engajamento sexual. Desta forma, podem ser

associados possiveis mecanismos de adaptagdo dos receptores olfatorios.

Assim, sugere-se que nos machos, outros fatores reunem-se em prol da diminui¢cao do
estresse. Em primeiro lugar, ¢ importante frisar que o comportamento sexual no género
masculino depende em grande parte da deteccdo do feromonio sexual, PGF2a, liberado pelas
fémeas (Kobayashi et al, 2002). Os fatores intrinsecos de variagdes fisioldgicas individuais,
bem como os fatores sociais ¢ hierarquicos entre os machos sdo elementos passiveis de

modulacdo da susceptibilidade ao estresse. Este quadro pode, portanto, estar por tras da

manutencao dos niveis de alarme em machos, mesmo em condi¢des reprodutivas.
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Verifica-se que o alarme ¢ maior quando a aplicacdo ¢ dada de modo tnico do que em
progressdo no grupo de concentracdo alta unica, de modo que os dados analisados indicam uma
correlagdo positiva entre engajamento em comportamento reprodutivo e menor quantidade de
estresse nas fémeas. Neste conjunto, podemos perceber de modo mais claro que, nas fémeas, o

contexto reprodutivo interfere na expressao do alarme, seja ele em nivel periférico ou central.

Nao estdo claras as contribui¢des dos possiveis mecanismos reguladores do estresse nas
circunstancias estudadas. E possivel que tanto a regulagdo nas primeiras fases do processamento
olfatorio ou em nivel central estejam presentes, mas poderiamos creditar aos elementos centrais
um maior papel na reducdo do estresse em contextos reprodutivos devido as flutuagdes
hormonais que acompanham os ciclos de maturacdo das células reprodutivas. Neste sentido, ¢
necessario atentar para a atuagdo de androgénios e estrogénios sobre as areas pré-opticas, bem
como para secre¢ao de gonadotrofinas na hipofise anterior (Woolley et al, 1998), areas também

altamente responsivas a estimulos estressantes.

Ademais, o engajamento reprodutivo coopta os sistemas dopaminérgicos,
serotoninérgicos e opioidérgicos das regides do estriado dorsal e ventral, que podem modular,
por sua vez, areas limbicas como o complexo amigdaliano e a substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) (Berridge et al, 2009). A 4area cinzenta periaquedutal ¢ ativada durante os
comportamentos defensivos como freezing e fuga, e, além disso, neuronios da PAG fazem parte
da via originaria do nticleo ventromedial do hipotalamo que participa da producao da postura de
lorconcentracdo em fémeas de ratos durante a copula. Esta regido também ¢ responsivas a
opidides enddgenos, sendo ativas na modulagdo da dor (Deng, 2016; Kobayashi et al, 2002;
Mahler et al., 2012).

Analisando as respostas dos grupos sugere-se que, nas fémeas, a resposta de estresse
poderia depender mais do tempo de corte ¢ dos niveis hormonais, com modificagdo central do
processamento, enquanto, nos machos, a modulagdo central e adaptagdes em nivel epitelial de
processamento frente aos estimulos quimicos poderiam concorrer com influéncias semelhantes.
Nos machos, o cenario se repete em relacdo a concentragdo média Unica, pois o tempo dedicado
a corte diminui a resposta ao estresse, porém, a correlagdo ndo € significativa. Em contrapartida,
observamos que ha diferenca da resposta dos machos entre as duas modalidades de aplicagdo da
concentragdo alta. Nos casos de aplicagdes Unicas, vemos um maior tempo de alarme do que
nas progressivas. Para os casos testados, podemos apontar a adaptacao associada ao aumento do
tempo de corte pela da linearidade da resposta de alarme, ndo havendo aumento progressivo do

estresse.
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Em contexto natural, a concentracdo de substancia de alarme produz estresse em
intensidades proporcionais em carpa (Cyprinus carpio). Uma das interpretagdes associa a
intensidade de alarme a distancia relativa da fonte do sinal (Doving & Lastein, 2009). E a
resposta de fuga pelo estimulo olfatorio €, portanto, um processo graduado e ndo uma resposta
“tudo-ou-nada”. Sendo assim, quanto maior a concentracdo de substancia dissolvida em uma
determinada area, maior o vigor do comportamento de fuga e maior o estresse do animal. A
ocorréncia de alarme nas aplicagdes Unicas das concentragdes médias contrasta com a auséncia
de alarme nas diades do grupo de exposicdo progressiva a substancia de alarme no presente
experimento. Deste fato deriva a observacdo de que a auséncia de alarme nas condigdes
progressivas pode ser creditada mais ao componente de alteragdes nos processos de adaptagdo
pelo engajamento reprodutivo ou por outro processo de adaptacdo sensorial diferenciada nos

machos em relacdo as fémeas.

No caso dos machos do grupo de exposicdo Unica a substdncia de alarme em
concentracdo alta, os machos também exibiram resposta de alarme significativa. Entretanto,
quando a exposic¢ao ¢ feita de modo progressivo, os machos ndo exibem resposta significativa.
A diferenga entre os dois grupos de machos deriva a apreciacdo de que a exposi¢ao sequencial
influencia a ocorréncia de alarme, e, neste caso, os machos podem ter seus processos inibitorios
de estresse mais dependentes de modulacgdes periféricas, ainda que nao possam ser descartados
outros mecanismos de controle centrais distintos. Estas modulagdes sdo sugestivas da influéncia

do contexto reprodutivo.
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CONCLUSAO

O comportamento reprodutivo pode reduzir o comportamento de alarme dos animais
quando frente a exposicao gradativa de substancia de alarme, considerando que foi encontrado
correlagdo entre o tempo de corte e menor resposta ao extrato de pele exposto de forma

progressiva.

O comportamento reprodutivo contribui para a diminuigdo do estresse inato relativo a
predacdao (comportamento de preservacdo e fuga). Sugere-se que essa modulagdo poderia
resultar de possiveis de modificagdes quanto a adaptacdo ao sinal de alarme ou a mudangas nas
vias paralelas centrais, podendo estar relacionadas a um nivel hormonal especifico do contexto

de acasalamento.

Os niveis de modulag@o caracterizam-se indicativamente pela adaptacdo periférica em
machos e pela alteracdo de processamento central em fémeas. Entretanto, considera-se que as

duas modalidades de altera¢des poderiam estrar presentes nos dois géneros.

As aplicacdes em concentracdes Unicas da substincia de alarme aumentam o
comportamento de estresse agudo dos animais de modo geral. Entretanto, as fémeas sdo mais
suscetiveis ao estresse quanto menor for o engajamento em comportamento reprodutivo. Para
estas, o estado hormonal e fisiologico do estagio de ovulagdo, poderia, talvez, ter um fator mais

preponderante na modulagdo ao estresse do que nos machos.

No contexto de diminui¢do do estresse dos machos, outros fatores além do componente
sexual poderiam se somar na produgcdo do comportamento exibido pelos individuos:

susceptibilidade ao estresse, adaptacao periférica e agressividade.

A resposta de alarme ¢ restringida nos animais pelo contexto reprodutivo em
concentragdes baixas e concentragdes médias da substancia de alarme, tanto em exposigdes
unicas quanto em exposi¢des sequenciais. Nas exposi¢des sequenciais, ha, inclusive uma
diminuicdo mais expressiva do estresse, o que indica a atuagdo concomitante de adaptacdo que
pode ser periférica e/ou central. Embora a andlise do mesmo extrato em concentragdo baixa e
média em machos fora do contexto de acasalamento ndo tenha sido apresentada no presente
trabalho, respostas de alarme tém sido demonstradas com a concentragdo média em outros

trabalhos (Egan et al, 2009; Maximino et al, 2014).

Ademais, os resultados demonstram que a capacidade protetiva do contexto reprodutivo

contra a expressao de estresse agudo ndo € absoluta e esta sujeita a um limiar de resposta alto,
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pois em altas concentragdes de substdncia de alarme os animais exibem comportamentos

antipredatorios.

Por fim, um importante aspecto derivado da apreciacdo dos resultados obtidos ¢ a
contribui¢do para o cuidado experimental necessario em estudos farmacoldgicos que envolvam
analise dos comportamentos aversivos, de ansiedade e estresse, ou de comportamentos
reprodutivos. Uma vez que as categorias comportamentais biologicas interagem entre si
modulando-se mutuamente. A producao de vieses ¢ um elemento potencial em pesquisas desta
natureza a partir do condicionamento em aquarios com géneros mistos, ou mesmo em sistemas

de filtragem comum.

PERSPECTIVAS

No presente trabalho, os resultados demonstraram a existéncia da interferéncia dos
sistemas comportamentais reprodutivos sobre os sistemas comportamentais de alarme ou
estresse agudo em peixe-zebra. Entretanto, mesmo que a forma cuidadosa de obtencdo do
extrato de pele possa estabelecer concentracdes suficientemente precisas para permitir a
comparagdo das respostas entre os grupos ou, at¢ mesmo, entre diferentes estudos, sera
importante analisar animais adultos sob as mesmas concentragdes, mas sem a preparacao pré-

corte, para conferir o efeito dos mesmos extratos sem a influéncia do contexto de acasalamento.

Na continuidade investigativa, ¢ necessdrio testar a resposta de fémeas e machos
separadamente as diferentes concentragdes de extrato de pele, mas analisando-os aos pares ja
que o animal isolado ¢ induzido ao estresse quando retirado do contexto social, o que ¢
evidenciado para animais que vivem em cardume como o peixe-zebra (Faustino et al 2017). Tal
estudo poderia esclarecer se a influéncia inibitéria do contexto reprodutivo sobre a resposta
aversiva se deve a ocorréncia do comportamento de corte ou apenas a situagdo hormonal e
prontiddo reprodutiva dos animais. E para analisar o efeito inibitério do estado reprodutivo
sobre a resposta aversiva, sera analisada a resposta aversiva sob a presenca de PGF2a, o
feromonio de acasalamento, para conferir se os efeitos observados no presente trabalho podem
ser atribuidos a provavel liberagdo da PGF2a pelas fémeas durante a corte. Por sua vez, agregar
analises sobre grupos mistos poderia demonstrar a relevancia da capacidade tamponante do
contexto social sobre os animais sob estresse agudo, correlacionando-os com a exposi¢do a

feromonios interespecificos.
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Desta forma, novas analises se somardo a esta pesquisa para esclarecer os diferentes
fatores que possam interferir, seja por adaptagdes ou modulagdes em niveis periféricos e/ou
centrais, ¢ que poderdo servir como parametros de influéncias em estudos sobre o
comportamento aversivo ou para estudos de ansiedade neste importante modelo animal. As
filmagens obtidas serdo também analisadas quanto aos itens: o tempo de congelamento,
separadamente do numero de movimentos erraticos, nimero de momentos de congelamento,
laténcia para subir & metade superior do aquério, tempo despendido na metade inferior e na
superior do aquario. Alguns destes itens, como laténcia e tempo despendido nas partes do
aquario serdo avaliados a cada minuto, conforme protocolo de Stewart et al (2011). Além disto,
também se torna positiva a inclusdo de novos tratamentos estatisticos que possam aprofundar as
relacdes estabelecidas de acordo com a natureza progressiva das administracdes de
concentragdes extrato de pele, levando em conta andlises de medida repetida. Soma-se também
outras apreciagdes estatisticas com transformacdes paramétricas para aprofundar os resultados

obtidos na comparacao entre os géneros e as respostas de alarme correspondentes.
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