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RESUMO

O peixe-zebra (Danio rerio) € um organismo modelo especialmente util
na pesquisa em neurociéncias. Essa espécie é frequentemente empregada em
pesquisas que abordam o comportamento social, uma vez que tem a tendéncia
de formar cardumes. Um cardume consiste em qualquer grupo de peixes que
se congregam por razdes sociais. Os peixes-zebra estabelecem cardumes
devido aos diversos beneficios que esses grupos sociais proporcionam, tais
como a defesa contra predadores, o aumento do éxito na busca por alimentos
e 0 aumento de sucesso na reprodugdo. Sabe-se que quando submetido ao
estresse crénico imprevisivel o0s peixes-zebra apresentam alteracdes
comportamentais, fisiolégicas e moleculares que se assemelham a pacientes
com transtornos mentais como ansiedade/depressio. Entretanto, a literatura
sobre os efeitos do estresse crénico imprevisivel sobre o comportamento social
€ ambigua. Por essa razéo, esse trabalho se propbés a avaliar o efeito do
estresse cronico imprevisivel sobre comportamentos sociais nos testes de
preferéncia e interacdo social em peixes-zebra adultos. Em ambos os testes
ndao houve diferenca significativa entre os diferentes desfechos de
comportamento social entre os grupos controle e estressados. Apenas
observou-se que a interagao social diminui com o passar do tempo para todos
os animais. Dessa forma, nas condicbes experimentais estudadas aqui, o
estresse crénico imprevisivel ndo foi capaz de alterar o comportamento social
em peixes-zebra. Mais estudos s&o necessarios para avaliar se parametros
como composicdo de machos e fémeas no cardume e/ou tipo/duracdo de
estressor aplicado podem influenciar no comportamento social.



ABSTRACT

The zebrafish (Danio rerio) is a particularly useful model organism in
neuroscience. This species is often employed in studies that address social
behavior, as it tends to readily form shoals. A shoal comprises any group of fish
congregating for social reasons. Zebrafish form shoals due to the various
benefits these social groups provide, such as defense against predators,
increased foraging success, and enhanced reproductive success. It is known
that when subjected to unpredictable chronic stress, zebrafish display
behavioral, physiological, and molecular alterations resembling those seen in
individuals with mental disorders like anxiety and depression. However, the
literature on the effects of unpredictable chronic stress on social behavior is
unclear. For this reason, this study aimed to assess the impact of unpredictable
chronic stress on social behaviors in adult zebrafish using preference and social
interaction tests. In both tests, there was no significant difference between the
various outcomes of social behavior between the control and stressed groups. It
was only observed that social interaction decreased over time for all animals.
Therefore, under the experimental conditions studied here, unpredictable
chronic stress did not alter social behavior in zebrafish. Further studies are
needed to evaluate whether parameters such as the composition of males and
females in the shoal and/or the type/duration of the stressor applied may
influence social behavior.
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1. INTRODUGAO

O estresse pode ser um processo adaptativo que permite aos
organismos lidarem com ameagas que podem afetar a homeostase (Herman,
2013; McEwen, 2017). Quando exposto a um agente estressor, 0 organismo,
através de alteragdes fisiologicas e comportamentais, busca se adaptar a essa
demanda e retornar ao equilibrio, num processo chamado alostase. Esse
processo € adaptativo e ndo implica necessariamente em algum dano ao
individuo. Entretanto, quando esse estresse ultrapassa as capacidades
adaptativas, gerando efeitos deletérios ao individuo, temos um estado
chamado carga alostatica (McEwen, 2007). Esse estado de esgotamento das
capacidades adaptativas pode predispor o individuo a diversas condi¢gdes como
hipertensdo, diabetes, ansiedade, depressdo entre outras (McEwen and
Gianaros, 2011) Além disso, transtornos mentais relacionados ao estresse
como os citados anteriormente podem estar relacionados a alteragbes no
comportamento social (Derntl and Habel, 2011; Hoertnagl and Hofer, 2014;
Kennedy and Adolphs, 2012).

1.1 O peixe-zebra

O peixe-zebra também conhecido como zebrafish ou paulistinha (Danio
rerio, Cyprinidae) € um peixe tropical, ornamental, de agua doce, de habito
diurno, teledsteo, cipriniforme, oviparo, canibalista parental, com longevidade
média entre trés e cinco anos (Kishi et al., 2009; Cavallino, Rincon, and Scaia,
2023). Essa espécie apresenta dimorfismo sexual, sendo os machos menores,
mais longilineos e com cores mais marcantes que as fémeas. Outra forma de
discernir o sexo dos peixes € pelo seu comportamento reprodutivo, no qual os
machos perseguem as fémeas e elas, por sua vez, toleram a corte quando ja
estdo sexualmente maduras (Creaser, 1934). Essa espécie é nativa dos
corregos da regido sudeste do Himalaia, Bangladesh, india, Paquistéo, Nepal e
Mianmar (Engeszer et al., 2007).

Embora peixes teledsteos e mamiferos sejam separados por pelo menos
300 milhdes de anos de evolugéo biolégica (Ohno, Wolf, and Atkin, 2009), o

peixe-zebra é um excelente organismo modelo para a modelagem e a analise



dos mecanismos envolvidos em um amplo espectro de doencas humanas,
como autismo e esquizofrenia (Morris, 2009), doengas oculares (Maurer,
Huang, and Neuhauss, 2011) e cardiovasculares (Bakkers, 2011). Os trabalhos
com peixe-zebra como organismo modelo tém inicio em 1934 principalmente
em estudos sobre a biologia do desenvolvimento (Creaser, 1934). Na década
de 1980, emergiram na literatura trabalhos com peixes-zebra na area da
genética (Streisinger et al., 1981; Walker and Streisinger, 1983) e, em meados
do segundo semestre de 2023 ja4 foram publicados aproximadamente 690
artigos de acordo com o levantamento preliminar da base de dados PubMed.

Esse organismo modelo tem sido utilizado em diversas areas de
pesquisa além de estudos sobre a biologia do desenvolvimento, como
neurociéncia, biologia molecular, farmacologia, fisiologia e bioquimica (Talise
E. Muller et al., 2020). Isso se deve ao fato desse organismo possuir eixos e
respostas neuroendocrinos conservados, além de possuir os mesmos sistemas
de neurotransmissores presentes em mamiferos. (Rico et al., 2011; Stewart et
al., 2014). Apesar dessas semelhangas, é importante destacar que ha
diferengas em estruturas encefalicas entre peixes e mamiferos ainda que haja
semelhancgas funcionais.

O genoma dessa espécie ja foi sequenciado (Howe et al., 2013). Essa
espécie apresenta alta homologia fisiolégica e genética com os mamiferos,
sendo aproximadamente 70% de similaridade genética com o ser humano
(Cheng et al., 2007), sendo util para estudo do desenvolvimento de
vertebrados, da genética, da neurofisiologia e do comportamento (Grunwald
and Eisen, 2002). Do ponto de vista técnico, o fato das populagbes de peixes-
zebra serem numerosas permite uma investigacao eficaz do genoma,
transcriptoma, proteoma e suas manipulagdes. A producdo regular de até
duzentos ovos viaveis por desova durante todo o ano faz do peixe-zebra um
dos organismos modelo mais populares em genética (Wafer et al., 2016),
diferente dos roedores que tém ciclos reprodutivos mais longos e geram
ninhadas bem menos numerosas.

O eixo neuroendocrino do estresse do peixe-zebra, hipotalamo-
pituitaria-inter-renal (HPI), € semelhante ao eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) dos humanos e dos roedores, e libera, tal qual os humanos, cortisol

apos a exposicao ao estresse. O hipotalamo reconhece o estimulo estressor,
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que o leva a liberar o fator liberador de corticotropina (CRF) (Machluf, Gutnick,
and Levkowitz, 2011; Mommsen, Vijayan, and Moon, 1999) que atua na
glandula pituitaria anterior para sintetizar e liberar o hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) na circulaggo. O ACTH ¢é produzido pela
modificagdo poés-tradugdo da proteina codificada pelo gene pré-
opiomelanocortina (pomc) (Wendelaar Bonga 1997; Mommsen, Vijayan, and
Moon 1999). O ACTH liga-se ao receptor de melanocortina 2 (MC2R) nas
células esteroidogénicas do tecido inter-renal e ativa a biossintese e secregao
de cortisol (Mommsen, Vijayan, and Moon, 1999; Nesan and Vijayan, 2013). O
tecido inter-renal € analogo a glandula adrenal nos vertebrados superiores (Yi-
Wen, 2007) e o cortisol é o principal glicocorticoide circulante nos peixes
(Nesan and Vijayan, 2016). A elevagao dos niveis de cortisol circulante propicia
adaptagoes fisiologicas ao estresse, tais como recrutamento de glicose e
modulagdes comportamentais, que permitem aos organismos reagir
adequadamente em uma situagao de “luta ou fuga” (Telemeco and Gangloff,
2020). Na presenga de estressores agudos, essas reagdes geralmente
representam um papel adaptativo, que sao reversiveis aos niveis
homeostaticos, embora 15 minutos de isolamento social seja um estressor
agudo que pode produzir um aumento de até 15 vezes nos niveis basais de
cortisol e um comportamento semelhante a ansiedade (A. Kalueff, 2014). No
entanto, no estresse crénico a exposicdo duradoura a elevados niveis de
cortisol circulante pode ser prejudicial e levar o individuo a exaustdo, um
estado denominado sobrecarga alostatica (Karatsoreos and McEwen, 2011).
Dessa forma, esse organismo modelo se mostra adequado para
estudos em diferentes areas de pesquisa. Especificamente, diversos trabalhos
mostram similaridades entre os efeitos do estresse em desfechos
comportamentais, neuroquimicos e moleculares quando se compara essa
espécie com roedores € humanos, abrindo inUmeras possibilidades para o uso
de peixes-zebra nos estudos sobre estresse e transtornos psiquiatricos

associados.
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1.2 O modelo de estresse crénico imprevisivel (ECI)

O modelo de estresse crénico imprevisivel consiste na exposi¢cao
aleatéria, intermitente e imprevisivel a uma variedade de estressores. No inicio
da década de 1980 surgiram os primeiros modelos de estresse crénico
imprevisivel para estudo da depressdo em roedores (R. J. Katz, Roth, and
Carroll, 1981; R. J. Katz and Hersh, 1981; Richard J. Katz, 1982; Willner et al.,
1987). Esse modelo cumpre os critérios de validade de preditibilidade, analogia
e homologia. O primeiro denota a capacidade do teste de prever efeitos de
drogas na clinica. Ja o segundo refere-se a semelhanga entre o
comportamento do animal no teste com manifestagdes clinicas da condigcéo
estudada. E o terceiro considera a correspondéncia entre processos
psicobiolégicos mobilizados na patogenia da condigdo € no comportamento do
animal avaliado no teste, sendo conhecido como validade de constructo de
fundamentacéo teorica (Graeff and Guimaraes, 2001).

Roedores submetidos ao ECI apresentam alteragdes
comportamentais, neuroquimicas e moleculares semelhantes a pacientes com
diagnodstico de depressao e/ou ansiedade (Jiménez-Sanchez et al., 2016). Por
exemplo, roedores submetidos ao ECI apresentam anedonia, déficits
cognitivos, desequilibrios hormonais e neuroquimicos, alteracdo de
peso/apetite, comportamento tipo-ansiedade e alteragdo de comportamento
sexual, por exemplo (Willner, 1997). Além das altera¢gdes comportamentais,
neuroinflamacéo, alteragao nos niveis de fatores neurotroficos e desequilibrios
do status oxidativo parecem estar presentes e sdo normalizados pela
exposicao a antidepressivos e/ou ansioliticos (Sanchez and Meier, 1997; A. H.
Miller and Raison, 2016; Muscat, Papp, and Willner, 1992).

Em 2011, um estudo mostrou que a exposicdo de peixes-zebra a
diferentes estressores de maneira crénica e imprevisivel, por 7 ou 14 dias,
induziu alteragcbes comportamentais (aumento da ansiedade e prejuizo
cognitivo), bioquimicas (aumento do cortisol) e moleculares (aumento da
expressao do fator liberador de corticotrofina e diminuicdo da expressao de
receptores de glicocorticoides) que podem ser correlacionadas as observadas
em pacientes com diagndstico de transtornos relacionados ao estresse como

ansiedade e depressdao. Nesse mesmo estudo, o comportamento social foi
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distintamente afetado, sendo aumentado e diminuido, respectivamente, em
animais expostos ao estresse por 7 e 14 dias (Piato et al, 2011).
Posteriormente, outros estudos mostram que o ECI altera a expressdo de
marcadores pro-inflamatérias como a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a interleucina
do tipo 6 (IL-6) (Marcon et al., 2016). As alteragdes comportamentais, o
aumento dos niveis de cortisol e da expressdo de COX-2 e IL-6 induzidos pelo
ECI foram bloqueados pela exposicao a fluoxetina, nortriptilina e bromazepam
(Marcon et al., 2016). Outros estudos ampliaram a caracterizagcéao
comportamental, neuroquimica e molecular do ECI em peixes-zebra (Demin et
al., 2020; 2021). Outras moléculas como N-acetilcisteina (NAC), acetil-L-
carnitina (ALC), curcumina e liraglutida também apresentaram efeitos no ECI,
mostrando que esse modelo pode ser utilizado para o screening de candidatos
a farmacos para o tratamento de transtornos relacionados ao estresse como
ansiedade e depresséo.

Apesar da ampla caracterizagdo do ECI em peixes-zebra, os efeitos
sobre o comportamento social sdo divergentes na literatura. Alguns estudos
mostram que a exposi¢cao ao ECI aumenta (Benneh et al., 2017; Chakravarty et
al., 2013), diminui (Biney et al., 2021; Pavlidis, Theodoridi, and Tsalafouta,
2015; Piato et al.,, 2011) ou n&o altera (Fontana et al., 2021; Fulcher et al.,
2017) o comportamento social. Isso justifica 0 estudo nessa area para melhor

entendimento do impacto do ECI sobre comportamentos sociais.

1.3 Comportamento social

O comportamento social € uma convivéncia mutuamente conveniente
entre individuos da mesma espécie que é crucial para a sobrevivéncia e
reproducdo de espécies sociais, incluindo humanos e muitos outros
vertebrados (Geng and Peterson, 2019). Os peixes-zebra selvagens presentes
na natureza vivem em cardumes de tamanhos variados. Quanto maior o fluxo
de agua do local, maior o numero de individuos no cardume, variando de 7 a
10 peixes em aguas paradas até 300 peixes em aguas turbulentas (Ogi et al.,
2021). Um cardume numeroso pode ter maiores recursos anti-predatorios, pois
aumentam a probabilidade de detectar um predador mais cedo do que peixes

isolados. A informacao do risco iminente é rapidamente disseminada dentro do
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cardume, aumentando a probabilidade de fuga bem-sucedida. (N. Y. Miller and
Gerlai, 2011). Essa dinamica favorece a busca por alimentos, em funcdo de
diluir a responsabilidade pela vigilancia em diversas espécies de teledsteos
(Magurran and Pitcher, 1983). A homogeneidade fenotipica do cardume
também causa confusdo no predador, que tem dificuldade de focar em um alvo
(Landeau and Terborgh, 1986). J&4 quando os peixes-zebra sao os predadores,
o ataque em cardume faz com que eles consigam consumir presas perigosas
ou rapidas demais para uma investida individual (N. Y. Miller and Gerlai, 2011).

O sistema mesolimbico que consiste na area tegmentar ventral, no
nucleo accumbens, na amigdala basolateral, no corpo estriado, no pallidum
ventral e no hipocampo é muito importante para o comportamento social
(O’Connell and Hofmann, 2011). Esse sistema € amplamente conservado entre
peixes-zebra e mamiferos (O’Connell and Hofmann, 2012). Estruturas como
nucleo da rafe dorsal, habénula ventral (homologa da habénula lateral dos
mamiferos) e cerebelo (presentes em mamiferos e em peixes-zebra) parecem
estar envolvidas com comportamento social em ambos (Amo et al., 2010; Carta
et al., 2019).

Peixes-zebra podem apresentar distintos comportamentos sociais. O
schooling € um comportamento inato que se manifesta em caso de perigo,
tratando-se de movimentos organizados, sincronizados e polarizados que
visam a seguranga do grupo por meio de evasao coletiva na presenga de um
predador (Zheng et al., 2005). J& o shoaling representa a agregacado de
individuos que objetiva a obtenc&do de alimentos e a vigilancia (N. Miller and
Gerlai, 2012) que tem um forte componente genético (Robison and Rowland,
2005; Whiteley et al., 2011). Estudos mostraram que esses comportamentos
sociais podem ser manipulados farmacologicamente. Por exemplo, alguns
estudos mostram que o alcool interrompe fortemente a polarizagdo no
schooling e reduz apenas modestamente a coesao dos cardumes, aumentando
a distancia inter-individual entre os peixes (Gerlai, Ahmad, and Prajapati, 2008),
enquanto a nicotina tem efeito modesto na polarizagcdo, mas diminuiu
fortemente a coesdo dos cardumes. Ambas as substéncias reduzem a
velocidade de natacéo (N. Miller et al., 2013; Levin, Bencan, and Cerutti, 2007,

Echevarria er al., 2011).
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Estudos mostram que os sistemas dopaminérgicos e serotoninérgicos
parecem ser relevantes para os comportamentos sociais nessa espécie. O ECI
reduz os niveis de dopamina e do metabdlito da serotonina 5-HIAA em peixes-
zebra isolados durante o desenvolvimento, mas nao nos criados socialmente
(Fulcher et al., 2017). Os roedores expostos a ECI aumentam as respostas
comportamentais do tipo ansiedade e depresséo (Zhu et al., 2014), bem como
alteram a dopamina (DA) e niveis de serotonina (5-HT) em areas especificas
do cérebro (Patterson et al., 2010) como cortex pré-frontal, nucleo accumbens,
hipocampo e mesencéfalo; o que remete a ligacdo entre esses sistemas de
neurotransmissores e a regulagdo das primeiras experiéncias sociais (Miura,
Qiao, and Ohta, 2002b; 2002a).

O comportamento social pode ser afetado pela exposicdo a diferentes
substancias, como Glifosato, Paraquat®, Carbendazim, Imazalil, Endosulfan,
entre outros que causam no peixe-zebra alteragdes na atividade locomotora e
alteram a morfologia e o comportamento exploratorio. Alguns deles causam
prejuizo a memoria e redugdo no comportamento agressivo e até indugao de
sintomas de Parkinson (Bridi et al., 2017; Bortolotto et al., 2014; Andrade et al.,
2016; Pereira et al., 2012).

Sabe-se que o0 estresse crénico imprevisivel pode afetar o
comportamento social em roedores mimetizando diversos sintomas presentes
em condicdes psiquiatricas, incluindo alteracbes em endofendtipos
relacionados ao comportamento social e agressividade (Cordero et al., 2012;
Craig and Halton, 2009; De Kloet, Joéls, and Holsboer, 2005; Lupien et al.,
2009; Neumann, Veenema, and Beiderbeck, 2010). Em peixes-zebra, ainda
nao € claro qual o efeito do estresse cronico imprevisivel sobre pardmetros de
comportamento social. Isto posto, ainda ha muito a se investigar sobre a
dindmica do comportamento social em peixes-zebra e, a partir desse
entendimento, estabelecer correlagdes translacionais com comportamentos
sociais observados em diferentes condicbes que afetam os seres humanos.
Considerando que os efeitos do ECI sobre comportamentos sociais ainda nao
foram satisfatoriamente determinados, a proposta desse trabalho foi avaliar o
efeito de um protocolo de ECI sobre diferentes desfechos de comportamento

social em peixe-zebra.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do estresse cronico imprevisivel (ECI) sobre os

comportamentos sociais em peixes-zebra.
2.2 Objetivos especificos

a. Avaliar o efeito do ECI no teste de preferéncia social em peixes-zebra;
b. Avaliar o efeito do ECI sobre a interagéo social em peixes-zebra.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Peixes-zebra (Danio rerio) tipo selvagem adultos (mais de 3 meses de
vida) foram obtidos da agroloja Delphis pesando aproximadamente 300-400
mg. O sexo dos individuos foi confirmado por analise histolégica das génadas,
apoés a eutanasia, por meio de dissecacdo e observacdo. Para todas as
experiéncias, nao foram observados efeitos de tanque e sexo, pelo que os
dados foram agrupados. Na primeira leva de experimentos de preferéncia
social a proporcao foi 55% machos e 45% fémeas. Na segunda leva de
experimentos de preferéncia social a proporcao foi 62,5% machos e 37,5%
fémeas. Na primeira leva de experimentos de interagdo social a proporgao foi
46,9% machos e 53,1% fémeas. Na segunda leva de experimentos de
interacéo social a proporc¢ao foi de 81,3% machos e 18,7% fémeas. Os animais
tiveram duas semanas de aclimatacdo ao biotério apds serem colocados nos
aquarios moradia. Os peixes eram mantidos em ciclo claro/escuro de 14/10 h.
Os peixes foram transferidos para tanques moradia de 16 L (40 x 20 x 24 cm)
com agua nao clorada, mantidos sob constante filtragdo mecanica, biolégica e
quimica, na densidade maxima de dois animais por litro. A dgua dos tanques
satisfez as condi¢cbes controladas exigidas para a espécie (26 £ 2 -C; pH 7,0
0,3; oxigénio dissolvido a 7,0 £ 0,4 mg/L; amodnia total a <0,01 mg/L; dureza
total a 5,8 mg/L; alcalinidade a 22 mg/L CaCO3 e condutividade de 1500-1600
pS/cm). A alimentagéo foi fornecida duas vezes ao dia (ragdo comercial em
flocos (Poytara®, Brasil) com suplemento de artémia salina. As condigbes
fisico-quimicas da agua foram avaliadas diariamente. A agua dos aquarios foi
parcialmente renovada (em torno de 50%) semanalmente.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(#42179). Os experimentos com animais sao relatados em conformidade com
as diretrizes ARRIVE 2.0 (Atkinson, 2022), visando garantir o melhor
aproveitamento e uso de menor numero de animais. Os experimentos foram
realizados utilizando 20 animais por grupo (controle e ECI) para o desfecho

tempo na zona de interagao (teste de preferéncia social) e 8 cardumes de 4
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individuos por grupo para o desfecho area ocupada pelo cardume (teste de
interagéo social). Os peixes eram adultos e de tipo selvagem.

Os animais foram alocados nos grupos experimentais seguindo
procedimentos de randomizacdo. Havia 2 aquarios com peixes controle e 2
com peixes estressados. Cada grupo experimental foi originado de dois
tanques moradia idénticos. Os animais foram designados aleatoriamente para
0s grupos experimentais seguindo procedimentos de randomizagao simples
sem estratificacdo utilizando o software random.org (numeros aleatorios
computadorizados). Todos os pesquisadores que analisaram as imagens e
videos foram cegados para o tratamento/intervengéo - cada grupo experimental
recebeu um codigo que foi revelado somente apds as analises serem
realizadas (a codificacao foi realizada por um pesquisador que nao participou
das analises).

O comportamento animal foi gravado em video e analisado com o
software de rastreamento ANY-Maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL, EUA) para
os dados do experimento de preferéncia social e pelo software ImagedJ para os
dados de interacdo social. Todas as analises foram realizadas por
pesquisadores cegos para o0s grupos experimentais. Todos os testes foram
realizados entre 8h e 12h.

Apods os testes, os animais foram eutanasiados por choque hipotérmico
de acordo com as Diretrizes da AVMA para a Eutanasia de Animais (Leary et
al., 2020). Resumidamente, os animais foram expostos a agua gelada a uma
temperatura entre 2 e 4 °C por pelo menos 2 minutos apds a perda de
orientagdo e cessagao dos movimentos operculares, seguido de decapitagao

como segundo passo para garantir a morte.

3.2 Protocolo de estresse crénico imprevisivel (ECI)

Apos duas semanas de habituacdo, os peixes foram submetidos ao
protocolo de ECI (Piato et al., 2011; Mocelin et al., 2019; Marcon et al., 2019).
Duas vezes ao dia, durante 14 dias os animais foram submetidos a um dos
seguintes agentes estressores: aquecer a agua do aquario (30 minutos,
aquecer a agua a 33°C), isolamento social (45 minutos, isolar o animal do
cardume), esfriar a agua do aquario (30 minutos, esfriar a agua a 23°C),
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estresse por aglomeragao (50 minutos, colocar 12 peixes em um béquer de
400 mL), diminuir o nivel de agua (2 minutos, expor o dorso do animal), trocar a
agua do aquario (trocar 3 vezes a agua do aquario), trocar o aquario (trocar 3
vezes 0s animais de aquario) e perseguicao (8 minutos, perseguir os animais
com uma rede). Para prevenir uma possivel habituagdo aos agentes
estressores, os mesmos foram apresentados de forma aleatéria, inclusive em
relacdo aos horarios. Um grupo de animais controle n&o estressados
permaneceu na mesma sala (sem contato visual com o grupo ECI), entretanto

nao foi submetido a nenhum agente estressor.

3.3 Anadlises comportamentais

Apos o protocolo de ECI, diferentes levas de animais foram avaliados
em dois protocolos comportamentais: teste de preferéncia social (Zimmermann

et al., 2016) e teste de interagao social (Fontana et al., 2018).

3.3.1 Teste de preferéncia social

Apds a exposi¢cao ao ECI, os animais foram colocados por 7 minutos
em um tanque (30 x 10 x 15 cm) flanqueado por dois tanques idénticos (15 x
10 x 13 cm), sendo um vazio (estimulo neutro) e um contendo 10 peixes-zebra
(estimulo social) (Benvenutti et al., 2021) Todos os trés tanques foram
preenchidos com agua a um nivel de 10 cm. A posi¢cdo do estimulo social
(direita ou esquerda) foi contrabalangada ao longo dos testes. A agua no
tanque experimental foi trocada a cada animal analisado. Para avaliar o
comportamento social, o aparato de teste foi virtualmente dividido em trés
zonas Vverticais (interagdo, meio e neutro). Os videos foram gravados
frontalmente. Os animais foram habituados ao aparato por 2 minutos e depois
analisados por 5 minutos. Quantificou-se: distancia total percorrida, tempo
gasto na zona de interagao, velocidade média, velocidade maxima, tempo de
imobilidade, tempo no topo, tempo no fundo e numero de cruzamentos entre as

Zonas.

19



Test

®©5min

~

13 cm
{

-——

|

l_!
K
13cm
15 cm

siw. == || Interaction Middle Neutral S

2
70

0/77\\ g

15 cm 30 cm 15 cm

Figura 1 — Teste de preferéncia social: reprodugao autorizada de Benvenutti et
al. (2021).

3.3.2 Teste de interagao social

Quatro peixes foram colocados simultaneamente no tanque de teste
(dimensdes do tanque: 25x15x10 cm comprimento x altura x largura) e o
comportamento do grupo foi analisado durante o periodo de exposi¢ao de 1
hora (Fontana et al., 2018). Peixes-zebra formam cardumes maiores em seu
ambiente natural, porém dados anteriores mostram que o comportamento
social é reproduzivel utilizando quatro peixes por cardume (composto por 4
peixes; n= 8 cardumes). Observamos o comportamento dos peixes em
diferentes intervalos de tempo (T1: 0-5 min; T2: 30-35 min; T3: 55-60 min).
ApOs a gravacgéao, o aparato foi limpo e um novo grupo foi testado. Os videos
foram exportados para o software Imaged que foi utilizado para quantificar o
comportamento de cardume usando capturas de tela tiradas a cada 15
segundos durante os trés intervalos de 5 minutos (T1, T2 e T3). Foram
mensuradas: a area ocupada pelo cardume, a distdncia média entre os
coespecificos, a distancia média do vizinho mais proximo e a distancia média
do vizinho mais distante, ao longo do tempo nos diferentes grupos

experimentais (controle e ECI).
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3.4 Analise estatistica

A normalidade e homogeneidade das varidncias foram confirmadas
para todos os conjuntos de dados utilizando os testes D'Agostino-Pearson e
Levene, respectivamente. Os resultados sdo apresentados como média *
desvio padrdo da média. Os dados foram analisados por teste t de Student ou
por ANOVA de duas vias, sendo um fator o tempo e o outro fator a intervencéao
(controle ou estresse). O nivel de significancia utilizado foi p<0,05. Os dados
foram analisados e os graficos foram construidos no GraphPad Prism versao

8.0.1 para Windows.
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