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RESUMO 

 

O presente trabalho investigou a relação entre dois comportamentos inatos dos peixes-
zebra (Danio rerio), a saber, o comportamento de alarme e o comportamento de 
acasalamento e a influência de um inibidor seletivo de recaptação de serotonina. Em 
estudo anterior, a interação do comportamento de alarme com o comportamento de 
acasalamento foi analisadaem resposta aos estímulos olfatórios com o extrato de pele, 
que provoca reação de medo e o feromônio liberado pela fêmea na fase ovulatória. No 
presente estudo foi analisada esta interação com estímulos olfatórios quantificáveis. O 
sulfato de condroitina (1 mg/L) foi utilizado em um aquário-teste como feromônio de 
alarme para pares de peixes machos ou de fêmeas, e a prostaglandina F2 alfa (PGF2α; 
3,5 µl/L) foi administrada como feromônio sexual para cada par de peixes machos. A 
administração da condroitina na água do aquário provocou a resposta de descida para 
o fundo do tanque (geotaxia). O tratamento prévio com de fluoxetina (50 µg/L) por uma 
semana inibiu a resposta ansiolítica dos peixes machos e fêmeas quando introduzidos 
no aquário-teste (teste do tanque novo), bloqueando também a geotaxia em resposta à 
condroitina. A administração de PGF2α em um lado do aquário atraiu os peixe-zebras 
machos para este lado do aquário. O tempo de atração foi maior naqueles sem 
exposição prévia à fluoxetina. O tempo de atração à PGF2α foi diminuído quando os 
peixes foram submetidos, também, à presença de condroitina, contudo estes animais 
que estavam respondendo à PGF2α não mostraram geotaxia emresposta à condroitina. 
Na interação dos dois comportamentos (resposta à PGF2α seguido de administração de 
condroitina), o tratamento prévio com fluoxetina inibiu mais a resposta à condroitina 
do que a resposta sexual, pois, neste teste, o tempo de interação com o feromônio de 
atração sexual foi similar ao dos peixes expostos à PGF2α com tratamento prévio de 
fluoxetina e sem condroitina. Os resultados apoiam a viabilidade de estudos do 
comportamento de alarme com o uso de um estímulo mais quantificável como o sulfato 
de condroitina em vez do extrato de pele. A condição de, supostamente, maior atividade 
do sistema serotoninérgico provocado pela administração de fluoxetina reduz ambas as 
respostas inatas aos feromônios analisados, mas com efeito inibitório maior sobre a 
resposta de alarme. A possível maior ativação do sistema serotoninérgico não alterou a 
esperada prioridade da resposta reprodutiva em relação ao comportamento de fuga. A 
prioridade para a resposta de acasalamento em relação à resposta à estímulos aversivos 
deve ser levada em conta em situações experimentais em que são mantidos peixe-
zebras adultos machos juntamente com fêmeas em fase ovulatória. 
 
Palavras-chave: acasalamento, comportamento de alarme, feromônio sexual, PGF2α, 
condroitina, serotonina, fluoxetina. 
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ABSTRACT 

 

The present study investigated the relationship between two innate behaviors of 
zebrafish (Danio rerio), alarm behavior and mating behavior, and the influence of a 
selective serotonin reuptake inhibitor on the expression of these behaviors. The 
interaction between alarm and courtship behavior has already been analyzed in 
response to pheromone from skin extract and to pheromone released by the female 
during the ovulatory phase. The present study analyzed this interaction with olfactory 
stimuli in a more quantifiable and easily repeatable way that allows better comparison 
with other studies. As an alarm pheromone, chondroitin sulfate (1 mg/L) was used in 
the tank test containing apair of male or female fishes, while prostaglandin F2α (PGF2α, 
3.5 µl/L) was used as sexual pheromone for each pair of male fish. The administration of 
chondroitin in the tank water caused geotaxis behavior (dive to the bottom). 
Pretreatment with 50 µg/L fluoxetine for one week inhibited the anxiolytic response of 
male and female zebrafish to the novel tank test, andblocking the geotaxis response to 
condroitin. Administration of PGF2α to one side of the test tank attracted male zebrafish 
to that side. The sexual attraction response time is greater in those animals without 
previous exposure to fluoxetine. When male zebrafish were exposed to chondroitin 
shortly after initiating the attraction response to PGF2α, the time the zebrafish spent on 
the sex pheromone side of the tank decreased, but they did not show the geotaxis 
response. When analyzing the interaction of the two behaviors (response to PGF2α 
followed by administration of chondroitin), it was observed that prior treatment with 
fluoxetine inhibited the response to chondroitin more than the courtship behavior, as in 
this context the attraction time to the PGF2α was similar toresponse of zebrafish exposed 
to PGF2α with prior fluoxetine treatment and without chondroitin. The results indicate 
the feasibility of studies of aversive behavior using a more quantifiable stimulus such as 
chondroitin sulfate, instead of skin extract. The condition of supposedly greater activity 
of the serotonergic system caused by the administration of fluoxetine reduces both 
innate responses to the pheromones analyzed, but with a greater inhibitory effect on 
the alarm response. The possible greater activation of the serotonergic system did not 
change the expected priority of the reproductive response in relation to aversive 
behavior. The priority for the mating response in relation to the response to aversive 
stimuli must be considered in experimental approaches, in which adult male zebrafish 
are kept together in the same tank with females in the ovulatory phase. 
 
Key words: courtship, alarm behavior, sexual pheromone, PGF2α, chondroitin, 
fluoxetine, serotonin. 
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INTRODUÇÃO 

 

O repertório comportamental dos animais abrange uma vasta gama de 

comportamentos que desempenham papéis cruciais em sua sobrevivência e 

reprodução. No entanto, em meio a essa diversidade, as pesquisas ao longo do tempo 

têm demonstrado que os sistemas e circuitos neurais subjacentes aos processos 

motivacionais e emocionais básicos são evolutivamente conservados (Darwin 1872; 

Anderson & Adolphs 2014). Essa conservação sugere uma base neurobiológica 

subjacente a muitos comportamentos animais, independentemente de sua 

complexidade aparente. 

A modulação da expressão emocional em resposta a diferentes contextos ainda 

permanece uma área de pesquisa desafiadora. A capacidade de escolher uma resposta 

comportamental dentre uma série de comportamentos possíveis, com base em 

estímulos ambientais específicos ou estados internos motivacionais, é uma habilidade 

comum aos animais (Tang & Guo 2001; Briggman et al 2005; Zhang et al 2005; Burgess 

et al 2010; Lau et al 2011). No entanto, as demandas conflitantes que surgem colocam 

os animais em situações desafiadoras, onde devem tomar decisões complexas sobre 

como alocar seus recursos e energia limitados (Lima & Dill 1990; Brown & Smith 1996; 

Kavaliers et al 2001). Essa interseção entre a conservação evolutiva dos sistemas neurais 

básicos e a complexidade das escolhas comportamentais em resposta a contextos 

variáveis oferece um campo fértil para a investigação científica. O modelo teórico 

conhecido como "relação entre risco de predação e obtenção de energia" (Lima & Dill 

1990) propõe uma compreensão dessa interação complexa. Esse modelo postula que os 

animais precisam fazer escolhas em relação à alocação de recursos limitados, como 

tempo e energia, entre atividades relacionadas à alimentação, reprodução e evitar a 

predação. As decisões comportamentais dos animais são influenciadas por diversos 

fatores. Um dos principais é a probabilidade de encontro com predadores, que pode 

variar de acordo com a disponibilidade de abrigo, o tipo de habitat e a presença de 

outros predadores ou presas. Os animais devem avaliar constantemente o risco de 

predação e ajustar seus comportamentos de acordo com essa avaliação. Por exemplo, 

um animal pode optar por reduzir a atividade alimentar em locais com maior presença 

de predadores ou durante períodos do dia em que o risco é mais elevado. Além da 
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tomada de decisões em relação à alimentação, as decisões sobre comportamentos 

reprodutivos também são decisivas sobre valores adaptativos básicos para as espécies. 

Por exemplo, em situações em que o risco de predação é alto, os animais podem optar 

por investir mais em estratégias reprodutivas, como o cuidado parental, em detrimento 

da busca por alimento. Essa alocação de recursos visa aumentar as chances de 

sobrevivência da prole e, consequentemente, o sucesso reprodutivo. A pressão seletiva 

exercida pelos predadores na modelagem dos comportamentos alimentares e 

reprodutivos dos animais pode levar à evolução de estratégias específicas de busca por 

alimento, seleção de parceiros e uso de habitat (Lastein et al 2008), levando a decisões, 

por exemplo, de desenvolver estratégias de forrageio mais cautelosas, como a escolha 

de presas de menor tamanho ou o uso de áreas com maior cobertura vegetal para 

refúgio. 

Neste estudo, procuramos compreender uma dessas complexas interações, 

explorando como os animais respondem a conflitos comportamentais induzidos por 

diferentes estímulos ambientais, particularmente no que diz respeito à tomada de 

decisões em cenários que envolvem acasalamento e predadores. Um exemplo dessas 

interações pode ser encontrado em experimentos envolvendo a carpa comum 

(Carassius carassius), cuja resposta de alarme, uma reação fundamental para a 

sobrevivência, foi suprimida durante o contexto comportamental reprodutivo, dada a 

sua importância como processo biológico vital para a espécie (Lastein et al 2008). 

A interação entre o risco de predação e o acasalamento cria um dilema 

comportamental, uma vez que maximizar a probabilidade de sucesso no ritual de 

acasalamento exige amplos movimentos e atividades, tornando os animais mais visíveis 

e vulneráveis à detecção por predadores (Burk 1982, Magnhagen 1991). Portanto, a 

tomada de decisões em tais contextos envolve uma avaliação dos benefícios de evitar a 

predação ou ameaças em comparação com os custos associados a essa decisão em 

termos de eficácia nas respostas de acasalamento ou alimentação (Abrams 1986; 

Kavaliers et al 2001; Brown et al 2006). 

Há amplo conhecimento já acumulado sobre a resposta de alarme em peixes 

(Døving & Lastein 2009). Um dos modelos amplamente adotados para estudar essa 

resposta envolve a exposição dos peixes a extratos de pele coespecíficos ou a 

substâncias isoladas desses extratos. O efeito aversivo do extrato de pele coespecífico, 
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inicialmente descrito por von Frisch (1938), tem servido como um ponto de partida 

fundamental para a investigação nesse campo. A quantificação das concentrações 

dessas substâncias, uma contribuição significativa para a compreensão da resposta de 

medo em peixes-zebra, foi proposta por Waldman (1982) e com contribuições 

posteriores de Speedie e Gerlai (2008). Esses métodos têm demonstrado eficácia e 

reprodutibilidade em uma variedade de protocolos farmacológicos (Maximino et al 

2014a; Quadros et al 2016; Lima et al 2015, 2016; Ziani et al 2018) e estudos fisiológicos 

(Egan et al 2009; Canzian et al 2017; Faustino et al 2017) envolvendo peixes-zebra. 

A substância sintetizada na epiderme e liberada para o meio externo é uma 

mistura complexa de diferentes compostos, cuja análise tem sido objeto de investigação 

ao longo de décadas (Pfeiffer 1963; Peiffer et al 1985; Lebedeva et al 1975; Jesuthasan 

& Mathuru 2008) e têm lançado luz sobre a composição e as propriedades desses 

compostos. Entre as substâncias contidas no extrato bruto de pele, o glicosaminoglicano 

condroitina (identificado por Van de Winkel et al 1986), possui a capacidade de 

desencadear as respostas de medo em peixes-zebra, além de ativar a mesma região no 

bulbo olfatório que o extrato bruto de pele (Mathuru et al 2012). No entanto, é 

importante observar que, embora a condroitina seja capaz de induzir respostas de 

medo, sua eficácia é menor à amplitude das respostas provocadas pelo extrato bruto de 

pele. Essa diferença substancial sugere a possível presença de outras substâncias ativas 

no extrato, ainda não totalmente identificadas, que contribuem para a completa 

resposta de medo observada (Mathuru et al 2012). O desenvolvimento de um modelo 

que envolve a exposição a um estímulo específico, quantificável e com uma 

reprodutibilidade mais precisa pode auxiliar na compreensão das bases neurobiológicas 

das respostas de medo e servir de ferramenta para pesquisas que envolvem, por 

exemplo, estratégias terapêuticas e a avaliação de potenciais tratamentos para 

distúrbios relacionados ao estresse em peixe-zebra. 

A compreensão das respostas de medo em peixes-zebra é um campo dinâmico, 

repleto de fatores epigenéticos que podem influenciar e alterar essas respostas. Dentre 

os diversos elementos que têm sido identificados, destacam-se fatores ambientais, 

sociais e hormonais que demonstraram a capacidade de modificar as reações de medo 

em peixes, contribuindo para a complexidade desse fenômeno comportamental Os 

fatores ambientais desempenham um papel significativo, com estudos evidenciando 
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que fatores antropogênicos, como a presença de poluentes, podem impactar as 

respostas de medo em peixes-zebra (Hintz & Relyea 2017, Leme et al 2018, Attaran et 

al 2019). Além disso, as interações sociais desempenham um papel crucial, uma vez que 

indivíduos isolados tendem a apresentar respostas de medo mais pronunciadas 

(Faustino et al 2017). No domínio hormonal, estudos destacaram a influência de 

substâncias como o neuropeptídeo kisspeptina, associada ao controle do eixo 

hipotálamo-hipófise-gonadal (Nathan et al 2015; Ogawa et al 2014; Comninos & Dhillo 

2018; Ogawa & Parhar 2018), na modulação da resposta de medo. Além disso, em outra 

espécie de peixe ciprinídeo (Pimephalespromelas) a testosterona foi identificada como 

tendo um efeito inibitório sobre a resposta de alarme (Smith 1973). 

Em um esforço para compreender melhor a influência do contexto sexual na 

resposta de medo em peixes-zebra, investigações recentes foram conduzidas, inspiradas 

por descobertas semelhantes em carpas (Lastein et al 2008). Os resultados iniciais 

desses estudos sugerem uma correlação inversa entre o comportamento de corte e a 

resposta ao extrato de pele, indicando que a resposta de alarme é atenuada em 

concentrações baixas e médias da substância de alarme em animais envolvidos em 

contextos de acasalamento (Rocha 2019). Resultado semelhante também foi descrito 

em outro estudo, corroborando a influência do contexto sexual na resposta de medo 

em peixe-zebra (Diaz-Verdugo et al 2019). Esses estudos destacam a complexidade da 

interação das respostas comportamentais básicas, como medo e reprodução em peixes-

zebra. 

O comportamento de acasalamento nos machos de peixes-zebra é um processo 

altamente regulado, desencadeado na presença de fêmeas em fase ovulatória que 

ocorre aproximadamente a cada 10 dias (Laale 1977). A atração instintiva dos machos 

em direção às fêmeas é mediada pelo feromônio prostaglandina F2alfa (PGF2α), que é 

liberado na urina das fêmeas durante o período de ovulação. As prostaglandinas do tipo 

F, como a PGF2α, pertencem a um grupo de mediadores lipídicos bioativos que 

desempenham diversas funções, atuando tanto de forma parácrina quanto como 

hormônios, através da ativação de receptores específicos acoplados a proteínas G.  

A PGF2α é mais conhecida em mamíferos por seu papel em processos 

reprodutivos, como a luteólise e o parto (Challis et al 2000; Stouffer et al 2013). Nos 

peixes fêmeas a PGF2α atua como um hormônio sexual no estágio final do ciclo estral, 
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induzindo a ovulação e a desova (Stacey & Goetz 1982; Kobayashi et al 2002). Quando 

inalada pelos peixes-zebra machos, a sinalização da PGF2α é transmitida dos neurônios 

receptores olfatórios para glomérulos específicos localizados na parte ventromedial do 

bulbo olfatório. Em seguida, essa sinalização é transmitida para neurônios de áreas 

centrais olfatórias, incluindo a área telencefálica ventral e a parte anterior do núcleo 

hipotalâmico pré-óptico parvocelular, o núcleo hipotalâmico lateral e a zona caudal do 

hipotálamo periventricular (Yabuki et al 2016).A exposição à PGF2α libera o peptídeo 

isotocina no Carasius auratus, que é responsável pelo comportamento sexual dos machos 

(Mennigen et al 2010). 

Além de buscar compreender a interação do controle dos comportamentos 

básicos, o aversivo e o acasalamento, utilizando estímulos desencadeadores destes 

comportamentos que possam ser quantificáveis, o presente estudo busca compreender 

a participação do sistema serotoninérgico nesta interação. O sistema serotoninérgico 

desempenha um papel significativo na regulação de uma ampla variedade de processos 

comportamentais e emocionais. 

Em Danio rerio, o sistema serotoninérgico tem sido descrito a partir da 

identificação de três grupos distintos de neurônios serotoninérgicos, cada um com 

funções e projeções específicas. Esses grupos incluem os núcleos da rafe, cujas 

projeções chegam a diferentes regiões telencefálicas e no bulbo olfatório, as populações 

tubérculo-hipotalâmicas posteriores e a área pré-tectal (Kaslin & Panula 2001; Lillesaar 

2011; Lillesaar et al 2009). Há diferenças entre o sistema serotoninérgico de mamíferos 

e o de peixes entre a localização e número de núcleos de neurônios serotoninérgicos, 

diferenças de genes para as proteínas transportadores receptoras (SERT) e para os 

receptores serotoninérgicos, devido à duplicação gênica dos peixes teleósteos 

(Herculano & Maximino 2014). Apesar destas diferenças existentes, os efeitos 

comportamentais de drogas sobre o sistema serotoninérgico no peixe-zebra são 

análogos às ações descritas em mamíferos (Maximino & Herculano 2010; Herculano & 

Maximino 2014; Maximino et al 2015). 

A fluoxetina é um fármaco pertencente à classe dos inibidores seletivos da 

recaptação de serotonina (ISRS) que se caracterizam por sua ação direta no aumento 

das concentrações de serotonina mediada pelo bloqueio de SERT, e consequentemente, 

inibição da recaptação do neurotransmissor na fenda sináptica (Stahl 1998). Os níveis 



16 
 

de serotonina encefálicos variam durante e após tratamentos com ISRS em peixes, 

dependendo da concentração e do período de exposição (Stoczynski & van den Hurk 

2020). Os níveis de serotonina periférica aumentam em peixes (Rainbow trout) 

decorrente da administração de ISRS (Caãmano-Tubío et al 2007). A administração de 

ISRS em peixes-zebra tem revelado efeito ansiolítico, seja em adultos (Egan et al 2009; 

Sackerman et al 2010; Maximino et al 2014b, Wong et al 2013) ou em larvas de peixe-

zebra (Airhart et al 2007), diminuindo respostas de geotaxia e as respostas ao feromônio 

de alarme (em adultos e juvenis a partir de 42 dias), e diminuição da resposta ao estresse 

(Giacomini et al 2016). As respostas ansiolíticas à fluoxetina variam, dependendo da 

forma de tratamento e tempo de exposição. Quando administrado por duas semanas, a 

fluoxetina tem ações ansiolíticas em peixes-zebra, diminuindo a escototaxia e o 

congelamento (Egan et al 2009). Sob tratamento agudo, a fluoxetina não mostra efeito 

sobre alguns comportamentos, não altera movimentos erráticos, nem congelamento 

(Maximino et al 2014b). Para mamíferos, sugere-se que para o organismo como todo o 

sistema serotoninérgico facilita integrações de funções necessárias para uma resposta 

comportamental, podendo até inibir alguma atividade do sistema sensorial que seja 

irrelevante para o comportamento em curso (Jacobs & Fornal 1993). 

O interesse nos efeitos do sistema serotoninérgico sobre o comportamento dos 

peixes também tem recebido atenção pelos possíveis impactos dos ISRS nos efluentes 

aquáticos (Johnson et al 2005; McDonald 2017), que poderiam afetar a reprodução dos 

peixes. Nos teleósteos, evidências sustentam o envolvimento da serotonina nas funções 

reprodutivas, estimulandoa liberação de gonadotrofina em corvina (Micropogonia 

sundulatus, Khan & Thomas 1992) e no Carassius auratus (Somoza et al 1988). A 

serotonina exerce influência tanto de forma central, atuando sobre o eixo de controle 

reprodutivo, como de maneira direta nas gônadas. Genes de 3 subtipos de receptores 

de serotonina foram identificadosno testículo de peixe-zebra (Prasad et al 2015). A 

presença de receptores de serotonina foi confirmada nas regiões encefálicas do peixe-

zebra que abrigam neurônios produtores do hormônio liberador das gonadotrofinas 

(GnRH) (Norton et al 2008). Isso se assemelha à forma de controle já observada em 

mamíferos (Li & Pelletier 1995; Kim et al 2006). A regulação da liberação de GnRH pela 

serotonina pode ocorrer também de maneira indireta, possivelmente por meio do 

neuropeptídeo kisspeptina (Gopurappilly et al 2013). Um achado intrigante em peixes-
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zebra é a relação entre a kisspeptina, a serotonina e o comportamento de alarme. Foi 

observado que a kisspeptina é capaz de suprimir a resposta de medo induzida pelo 

feromônio de alarme, e esse efeito foi anulado pela administração de um antagonista 

do receptor 5HT1A (Nathan et al 2015). Outra ligação entre o sistema serotoninérgico e 

a reprodução foi evidenciada pelos efeitos inibidores da fluoxetina na maturação sexual 

do peixe-mosquito Gambusia (Henry & Black 2008) e na inibição da liberação de 

estradiol em fêmeas de Melanotaeniafluviatilis (Bain et al 2016) e de Carassiusauratus 

(Mennigen et al 2017). Mas sob tempos de exposição maiores de fluoxetina a liberação 

de estradiol foi aumentada no peixe-arroz Oryzias (Foran et al 2004).Em peixe-zebra, foi 

verificado que a fluoxetina (32 µg/L) administrada por uma semana provocou 

diminuição na produção de ovos/fêmea e diminuição na expressão ovariana de 

aromatase e de receptores de FSH e de LH, comprometendo a esteroidogênese e 

diminuição de estradiol gonadal (Lister et al 2009). E sob tratamentos mais longos com 

ISRS, como sertralina, fluoxetina e paroxetina, foi observada uma redução na produção 

de ovos e no número de ovos fertilizados (Venkatachalam et al 2023). 

Quanto à interferência dos ISRS no acasalamento ou atração sexual, 

encontramos um estudo em peixes (Pimephalespromelas) em que a fluoxetina 

administrada por 4 semanas não provocou alteração no comportamento de perseguição 

do macho à fêmea (chasing), mas diminuiu o comportamento de cuidar e defender o 

ninho (Weinberger & Klaper 2014). E encontramos apenas mais um estudo que mostra 

a interferência da fluoxetina sobre o efeito da PGF2α em machos de Carassiusauratus, 

diminuindo seu efeito estimulador da liberação de isotocina pelo hipotálamo e o 

comportamento sexual dos machos (Mennigen et al 2010), o que poderia explicar o efeito 

inibidor da modulação serotoninérgica pelos ISRSs sobre a reprodução. Em mamíferos, 

entretanto, há mais estudos que relatam a diminuição da libido, como efeito dos 

tratamentos antidepressivos em humanos com ISRSs (Shen & Hsu 1995; Montejo et al 

1999; Corona et al 2009). Em ratos machos também se observou um efeito da fluoxetina, 

com administração subcrônica, na redução da motivação sexual em ratos machos e na 

menor receptividade das fêmeas (Matuszczyk et al 1998). 

O presente estudo foi proposto para preencher algumas lacunas na 

compreensão sobre a interação de dois comportamentos básicos do peixe-zebra e que 

possam contribuir para a neurofarmacologia e ecologia comportamental deste 
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importante modelo experimental. Uma das questões a serem abordadas é a validade da 

utilização de estímulos quantificáveis que desencadeiam o comportamento de 

acasalamento e a resposta de alarme, de maneira a estabelecer uma forma mais precisa 

e de fácil repetição dos testes de estimulação aversiva em comparação com os métodos 

convencionais, como o uso de extratos de pele (Barbosa et al 2012, Egan et al 2009, 

Maximino et al 2011, Ogawa et al 2014, Quadros et al 2016), e para a estimulação do 

acasalamento sem a presença da fêmea e sem precisar usar a água em que ocorreu o 

acasalamento como odorante de estimulação, as quais têm sido as abordagens 

utilizadas no estudo da interação destes dois comportamentos (Lastein et al 2008; Díaz-

Verdugo et al 2019; Rocha 2019). O presente estudo testa a validade do uso do sulfato 

de condroitina, um componente do extrato de pele (Mathuru et al 2012), como uma 

alternativa para permitir a reprodutibilidade e um método mais controlável para 

analisar os comportamentos aversivos, e utiliza o feromônio PGF2α para analisar o 

comportamento de acasalamento, como já havia sido proposto anteriormente (Yabuki 

et al 2016). 

Outra pergunta que este estudo busca responder é se um aumento na 

concentração geral de serotonina no encéfalo facilitaria ou inibiria a expressão do 

comportamento de acasalamento e, quando os dois estímulos – oferomônio de 

acasalamento e o feromônio de alarme – são apresentados conjuntamente, se o 

aumento geral de serotonina diminuiria ainda mais a resposta de alarme na presença 

do feromônio de acasalamento. A administração prévia de fluoxetina aos peixes-zebraé 

uma opção para investigar a interferência do sistema serotoninérgico nos dois 

comportamentos. 

A utilização de D. rerio como modelo experimental translacional para estudos em 

humanos é respaldada por ampla gama de argumentos que abrangem desde aspectos 

genéticos até facilidades práticas de manutenção, tornando o peixe-zebra um sistema 

muito relevante para investigações científicas. Um dos argumentos fundamentais é a 

similaridade genética entre o peixe-zebra e Homo sapiens, aproximadamente 70% dos 

genes humanos possuem ao menos um ortólogo no genoma do peixe-zebra (Howe et al 

2013). Ortólogos são genes de diferentes espécies que evoluíram a partir de um 

ancestral comum. De 18.968 genes humanos já analisados, foram encontrados 

ortólogos com 11 vertebrados, entre esses, o peixe-zebra (Matsuya et al 2008). 
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A utilidade do peixe-zebra em estudos farmacológicos vem sendo demonstrada 

pelas respostas comportamentais do peixe-zebra à administração de drogas de abuso 

ou a fármacos utilizados no tratamento de diversas doenças (Ridges et al 2012; Phillips 

& Westerfield 2014; Maximino et al 2015; Mocelin et al 2019; Marcon et al 2019). Isso 

o torna um modelo valioso para a pesquisa de novas terapias e compreensão dos 

mecanismos de ação de substâncias farmacológicas. O aspectoexterno translúcido dos 

embriões desta espécie, a possibilidade de estudos genéticos por meio do knockdown 

ou superexpressão de genes, além da similaridade genética com os humanos,tem 

estabelecido o peixes-zebra como um modelo experimental alternativo aos mamíferos 

(Howe et al., 2013; Stewart et al., 2014). Contudo, é importante destacar que assim 

como há diferenças significativas entre o sistema serotoninérgico entre mamíferos, 

como entre ratos e humanos (Hodge et al, 2019), também é importante considerar as 

diferenças entre espécies mais distantes filogeneticamente. O que não invalida a 

realização de estudos com outros modelos animais, como o peixe-zebra, desde que as 

diferenças entre as espécies sejam levadas em conta para garantir a interpretação 

correta dos resultados. 

Por último, mas não menos importante, é a vantagem da fácil manutenção do 

peixe-zebra em laboratório, além do seu custo relativamente baixo em comparação com 

outros modelos animais. Essa facilidade de criação e manuseio, acessível para uma 

ampla gama de estudos, contribui para acrescente popularidade do peixe-zebra como 

modelo experimental. 

 

Em resumo, este estudo tem como objetivo principal investigar a interação entre 

o comportamento aversivo e a fase de atração sexual do comportamento de 

acasalamento, utilizando estímulos quantificáveis e que permitam reprodutibilidade dos 

experimentos. E outro objetivo é comparar esta interação comportamental sob ação do 

ISRS fluoxetina, por meio da qual o sistema serotoninérgico dos animais esteja mais 

ativado. 

 Mesmo com a utilização de apenas um componente do feromônio de alarme – 

sulfato de condroitina – como estímulo olfatório para esta resposta e apenas com a 

PGF2α como estímulo olfatório para evocar o comportamento de atração sexual, 

propomos que será possível identificar uma preferência de resposta de acasalamento 
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em detrimento da diminuição da resposta de alarme. E, apesar do reconhecido papel da 

serotonina em comportamentos sociais, há apenas um estudo sobre o envolvimento da 

serotonina no comportamento de acasalamento no peixe Pimephales promelas. Um 

suposto nível de serotonina mais elevado, determinado pela administração de 

fluoxetina por alguns dias, provavelmente interferirá na interação sexual e de atração 

pela PGF2α, podendo ser inibitório se o efeito for similar ao relatado para mamíferos. E 

quanto à resposta de alarme, a fluoxetina poderia ser inibitória de forma mais 

acentuada nos animais sob o contexto sexual. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Investigar a interação entre o comportamento aversivo e a fase de atração sexual 

do comportamento de acasalamento de Danio rerio, utilizando estímulos olfatórios 

quantificáveis e que permitam reprodutibilidade dos experimentos, e comparar esta 

interação comportamental sob ação do ISRS fluoxetina, por meio da qual o sistema 

serotoninérgico dos animais esteja mais ativado. 

 

Objetivos específicos 

 

 Analisar em D.rerio adultos machos e fêmeas o comportamento de alarme 

desencadeado pela detecção olfatória do sulfato de condroitina (componente do 

feromônio de alarme) isoladamente e após um tratamento prévio de fluoxetina (50 µg/L) 

por uma semana.  

 Analisar em D.rerio adultos machos o comportamento de acasalamento em 

resposta a administração de PGF2α (feromônio de acasalamento) isoladamente e após 

um tratamento prévio de fluoxetina.  

 Analisar em D.rerio adultos machos o comportamento de alarme desencadeado 

pela detecção olfatória do sulfato de condroitina imediatamente após a exposição de 

PGF2α e comparar a interação após um tratamento prévio de fluoxetina (. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Animais 

 Foram utilizados 208 peixes-zebra (Danio rerio) selvagens adultos jovens (acima 

de 90 dias de vida), 136 machos e 72 fêmeas, obtidos na loja Delphis Pet Atacado, Porto 

Alegre. Os peixes-zebra foram mantidos em aquários com água potável sem cloroe 

parâmetros físico-químicos adequados (temperatura 26 ± 1° C; pH 7,0 ± 0,3; oxigênio 

dissolvido a 7,0 ± 0,4 mg/L; amônia total < 0,01 mg/L; dureza total a 5,8 mg/L; e 

alcalinidade a 22 mg/L CaCO3).  

 Todos os procedimentos foram realizados em consonância com a resolução 

normativa n° 13, de 20 de setembro de 2013 e a resolução normativa n° 30, de 02 de 

fevereiro de 2016 do CONCEA e de acordo com a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, 

que estabelece os procedimentos para o uso científico de animais, além dos princípios 

internacionais para a prática envolvendo animais, constantes do Guide for theCareand 

Use of Laboratory Animals (do National Research Council of the National Academies, 

2011). Os experimentos foram iniciados após a aprovação do projeto (nº 38393) pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UFRGS (CEUA/UFRGS) 

Todos os peixes foram mantidos por uma semana de aclimatação ao ambiente 

de laboratório, sendo mantidos em aquários de 4 L (1,5 peixes/litro; Fig. 1). O 

fotoperíodo (12 h/12 h claro/escuro) também foi controlado. As redes para captura dos 

peixes foram mantidas submersas nos respectivos aquários, para que os peixes se 

habituem a elas e tenham menor grau de estresse ao serem capturados. Os animais 

foram alimentados uma vez ao dia com ração industrializada (Supervit, Tropical®). O 

bem-estar de todos os animais foi guiado pelo preceito dos 3 Rs (replace, refine and 

reduce), visando garantir o melhor aproveitamento e uso de menor número de animais. 

Os animais foram anestesiados (descrição no item 5 do material e métodos) e 

eutanasiados de acordo com normas específicas (Westerfield 2000; Köhler et al 2017). 
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Figura 1. Esquema da distribuição dos aquários onde foram mantidos os peixes 
utilizados no experimento. Fonte: autor 
 

2. Grupos experimentais e tamanho das amostras 

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em grupos experimentais. Todos 

os grupos foram submetidos a testes comportamentais em pares com os respectivos 

odorantes ou veículo. O uso de pares foi escolhido por diminuir o fator ansiogênico do 

isolamento (Faustino et al 2017) e, para fins de comparação, fica similar, em número, 

aos testes realizados em estudo comportamental anterior, também com pares (Rocha 

2019). 

 Para os testes comportamentais com as substâncias PGF2α, sulfato de condroitina 

e fluoxetina, foram constituídos os seguintes grupos experimentais: 

1) Controles machos: adicionado DMSO à água do aquário; volume igual ao das 

substâncias a serem testadas 

2) Machos sob fluoxetina (50 µg /L) 

3) Machos sob condroitina (1 µg/ml) 

4) Machos sob fluoxetina antes da exposição à condroitina 

5) Machos sob PGF2α (3,5 µl/L ou 10-4 M) 

6) Machos sob fluoxetina antes da exposição à PGF2α 

7) Machos sob PGF2α e condroitina 

8) Machos sob fluoxetina antes da exposição à PGF2α e à condroitina 

9) Controles fêmeas 

10) Fêmeas sob fluoxetina 

11) Fêmeas sob condroitina 

12) Fêmeas sob fluoxetina e condroitina 



24 
 

 

3. Tratamento com fluoxetina 

 Para o tratamento com fluoxetina os peixes foram alojados em tanques de 4 L 

com água filtrada por filtro PP 5 micra 10” x 2.1/2” e cloro neutralizado por tiossulfato 

de sódio, com aeração constante e sem filtro de aquário. A água foi mantida com 

fluoxetina racêmica 50 µg/L (cloridato de fluoxetina Daforin©, EMS, Hortolândia, SP) 

durante uma ou duas semanas logo que são colocados no aquário do laboratório. A água 

foi trocada a cada 3 ou 4 dias, considerando a meia-vida descrita para fluoxetina em 

meio aquoso (Johnson et al 2005). Para a realização da troca de água foram montados 

outros aquários com condições idênticas às iniciais deste experimento e os peixes foram 

transferidos para eles com o auxílio de redes. Os peixes-zebra sem tratamento de 

fluoxetina foram submetidos a um procedimento idêntico de troca de água/aquário. 

Alguns animais dos grupos 1, 2, 9, e 10 (grupos previstos com um número um pouco 

maior para este teste inicial) foram testados antes dos demais, com o objetivo de 

esclarecer qual o período ideal de tratamento prévio com fluoxetina para resultar em 

efeito ansiolítico. Sendo ambos os tempos de pré-tratamento igualmente efetivos para 

diminuir a ansiedade dos animais quando colocados no aquário de teste, os demais 

grupos tratados previamente com fluoxetina oram de apenas uma semana. 

 A concentração de fluoxetina utilizada foi baseada nos estudos com efeito 

ansiolítico já demonstrado (Abreu et al 2014, 2017). Os animais que foram tratados com 

fluoxetina ou veículo, e sem os estímulos com os dois tipos de odorantes, foram 

observados assim que colocados no aquário teste (teste do tanque novo, novel tank 

test), com o objetivo de confirmar o efeito ansiolítico da fluoxetina. 

 

4. Testes comportamentais  

A) Teste de reação à substância de alarme - Sulfato de condroitina (Grupo 3, 4, 

11, 12) 
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Figura 2. Esquema do delineamento experimental para testar o feromônio de alarme. 

Fonte: autor 

 

Neste experimento o objetivo foi observar resposta de medo ao sulfato de 

condroitina. Os seguintes parâmetros foram analisados: latência para a geotaxia, 

latência para o retorno à metade superior do aquário, número de subidas e descidas, 

presença ou não de congelamento e natação errática (Egan et al 2009; Speedie & Gerlai 

2008; Mathuru et al 2012). Um par de animais, machos ou fêmeas, foram aclimatizados 

para o aquário teste (26 cm x 15 cm x 6 cm; C x A x L), contendo 2 litros de água, entre 

5 e 10 minutos (com fluoxetina e sem fluoxetina), antes da administração do odor teste. 

Após este períodos, foi adicionado 1 mg/L de sulfato de condroitina (Sigma-Aldrich©, 

C4384) no aquário através de micropipeta introduzida por meio de uma abertura na 

tampa do aquário (Fig. 2), sobre a superfície da água, evitando algum movimento ou 

fluxo para não perturbar o animal. O tempo de análise do comportamento foi de 3 min. 

A concentração final de sulfato de condroitina correspondeu a 1 µg/ml nos tanques-

teste (Mathuru et al 2012).  

 O aquário de testes possui uma tampa para que a incidência de luz seja indireta 

e proteções na parte de trás e laterais, de forma que o peixe não perceba o 

experimentador, conforme estudo similar (Egan et al 2009). O aquário teste é mantido 

sobre uma placa quente na temperatura de 26,3° C. A câmera foi posicionada a uma 

distância a 50 cm da frente do aquário, e a filmagem registrou desde a colocação dos 

peixes no aquário até o final destes experimentos. 

     1 semana                                5 min                                    3 min 

aclimatação 
com ou sem 
fluoxetina 

teste 
tanque 
novo 

condroitina 
ou veículo eutanásia 
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Figura 3. Estrutura e organização do aquário de testes. A linha vermelha divide as 
porções superior e inferior do aquário. Na seta azul está indicado o local onde a pipeta 
é inserida para administrar os diferentes compostos. Fonte: autor. 
 

 A resposta comportamental foi avaliada pelas seguintes medidas: latência para 

retornar à zona superior do aquário, número de entradas na zona superior e inferior do 

aquário, tempo de permanência na zona superior e inferior ao longo do tempo e número 

de episódios de imobilidade (“congelamento” ou ausência de movimento, exceto dos 

opérculos e dos olhos por mais de 2 segundos). Esta substância provoca reação de medo, 

análogo a exposição a um choque em teste de esquiva inibitória ou condicionamento de 

medo em ratos (Speedie & Gelai 2008; Ruhl et al 2017), ainda que as respostas de 

estresse fisiológicas, como glicose plasmática e o nível de cortisol, mostram 

levesaumentos e de curta duração (Silva et al 2015). 

 Grupos 1, 2, 9 e 10, também em pares, foram submetidos à mesma situação 

descrita acima, entretanto, não foi administrado o sulfato de condroitina, apenas 

volume igual de veículo. Estes animais também foram filmados durante o período todo 

no aquário teste, com o objetivo de avaliar a influência da fluoxetina nos seguintes 

indicadores de ansiedade (que se espera observar em animais naive, logo que são 

colocados em ambiente novo): latência para explorar a metade superior do aquário, 

tempo gasto na zona superior, número de entradas na porção superior, número e tempo 

de movimentos erráticos e número e tempo de respostas de imobilidade (ZBC 1.5). 
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 A análise do comportamento dos animais foi feita a partir das filmagens obtidas 

durante os períodos experimentais utilizando o Behavioral Observation Research 

Interactive Software (BORIS, versão 8.22.6 Universidade de Torino, Italia). A análise foi 

feita por um observador, mas de forma cega (arquivos renomeados). 

 

B) Teste de atração do peixe-zebra macho com o feromônio sexual - PGF2α 

(Grupos 5 e 6) 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema do delineamento experimental para o teste de atração sexual. Fonte: 

autor 

 

Neste teste buscamos comprovar o efeito atrativo do feromônio sexual. Em 

aquário e condições similares às descritas no item anterior, dois machos, após o período 

de aclimatação, foram expostos à concentração final de 10-4 M de PGF2α (Cayman®), 

dissolvido em DMSO (dimetilsulfóxido), aplicado em apenas um lado do aquário e seus 

movimentos foram caracterizados e monitorados por vídeo por 3 min, com uma câmera 

frontal, conforme descrito no item 4A Foi avaliada a duração total de tempo na qual o 

peixe permanece no lado do odor aplicado em relação à resposta ao veículo (DMSO) 

(Yabuki et al 2016) e o tempo que o peixe leva para retornar à metade oposta ao 

estímulo. Os animais controles (parte do grupo 1) foram submetidos ao mesmo contexto 

que os anteriores, entretanto foi administrado veículo. 

 

C) Teste da interferência da PGF2α sobre a resposta de alarme induzida por 

sulfato de condroitina (Grupos 7 e 8) 

 Os animais adultos machos, após o período de aclimatação, descrito em (A), 

foram primeiramente expostos à PGF2α em uma concentração final de 10-4 M, dissolvido 

em DMSO (1mg/10mL) sob as condições descritas no item 4B. Em seguida, os animais 

     1 semana                                5 min                                    3 min 

aclimatação 
com ou sem 
fluoxetina 

teste 
tanque 
novo 

PGF2α
 ou 

veículo eutanásia 
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foram expostos ao sulfato de condroitina (Sigma, 1 µg/mL) conforme descrito em 4A. As 

respostas dos animais foram monitoradas por um período de 3 minutos após a 

administração da substância de alarme. Para o grupo 8, os animais foram tratados por 

uma semana com fluoxetina antes de serem submetidos aos testes da exposição em 

sequência aos dois odorantes, descrito acima.  

O esquema do delineamento experimental está exposto na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema do delineamento experimental para o teste em sequência do 

feromônio sexual seguido do feromônio de alarme. Fonte: autor 

 
5. Coleta das gônadas 

 Após os testes, os animais foram crioanestesiados por 15 minutos e decapitados 

para a obtenção de suas gônadas. As gônadas, situadas lateroventralmente à bexiga 

natatória e rostral ao ânus, foram removidas sob microscópio cirúrgico (D.F. 

Vasconcellos, RJ) para confirmação do sexo do peixe. 

 

6.  Análise estatística 

Os dados obtidos dos testes comportamentais foram expressos em média, 

mediana e intervalos interquartílicos (percentis 25 – 75) ± erro padrão da média. Os 

resultados foram analisados pelo teste ANOVA de uma via ou duas vias (para os dados 

dos grupos submetidos a mais de um odorante), com o teste post-hoc de Tukey ou pelo 

teste de Kruskal-Wallis, com post-hoc de Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados 

significativos. A análise estatística foi realizada com o auxílio do software Statistica® 

(10.0, Stat Soft, Estados Unidos da América). 
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CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstrou, pela primeira vez, a interação entre os 

comportamentos de alarme e reprodutivo pelo peixe-zebra, desencadeados por 

estímulos olfatórios mais específicos e quantificáveis, ou seja pelo sulfato de condroitina 

e pela PGF2α, respectivamente. Até então, o estudo da interação destes 

comportamentos em peixe-zebra tinham utilizado extrato de pele, como estímulo 

aversivo, e a presença da fêmea ou da água onde houve acasalamento, como estímulo 

de atração sexual. No contexto de conflito da resposta reprodutiva, provocada por 

PGF2α, com a resposta de alarme, provocada pelo sulfato de condrotina, há sempre uma 

priorização da resposta de acasalamento, contudo o tempo de interação com a PGF2α é 

menor se comparado ao grupo exposto ao feromônio de acasalamento sem condroitina. 

A fluoxetina diminui tanto a resposta dos animais ao feromônio de acasalamento como 

ao de alarme, mas, em situação conflito entre o estímulo aversivo e o estímulo 

reprodutivo, a fluoxetina aumentou o tempo de interação dos peixe-zebra machos com 

a PGF2α. Isto sugere que o sistema serotoninérgico reforça a expressão comportamental 

reprodutiva do peixe-zebra em uma situação de conflito com estímulo aversivo. 

Esses resultados levantam questões importantes sobre os mecanismos 

subjacentes a essa interação complexa e destacam a necessidade de investigar mais 

detalhadamente, utilizando marcação de neurônios serotoninérgicos, localização de 

circuitos neurais envolvidos nessa interação comportamental e utilização de 

bloqueadores dos receptores de serotonina, por exemplo, para entender melhor como 

a serotonina afeta esses circuitos de maneira específica. 

Em resumo, este estudo não apenas contribui para uma melhor compreensão 

dos efeitos comportamentais em contextos de acasalamento em peixes-zebra, mas 

também propõe protocolos padronizados de estímulos mais quantificáveis e 

reproduzíveis para evocar respostas comportamentais reprodutivas e de alarme em 

peixes-zebra. 
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