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Resumo

A utilizacdo do peixe-zebra como modelo em pesquisas farmacoldgicas e
comportamentais vem crescendo consideravelmente. Isto se deve ao fato da
espécie possuir muitas vantagens quando comparada a outros modelos
vertebrados. O repertério comportamental descrito € relativamente complexo
permitindo a analise de uma série de parametros tanto individuais quanto
sociais. O comportamento social em peixe-zebra reflete uma interagdo
complexa entre numero de animais que se movem juntos de maneira
coordenada em um determinado ambiente. O etanol estda entre uma das
substancias psicoativas mais ingeridas, exercendo diversos efeitos no sistema
nervoso central (SNC). Apesar do numero crescente de trabalhos investigando
0s mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos do alcool sobre o SNC,
poucos trabalhos avaliam os efeitos da exposicdo ao etanol sobre o
comportamento social do peixe-zebra. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos promovidos pela exposicdo aguda ao etanol sobre
parametros do comportamento de grupo em peixe-zebra adulto. Foram
utilizados peixes-zebra adultos expostos a concentracbes de 0,5% de etanol
durante uma hora. As analises comportamentais foram realizadas em um
tanque circular e os parametros avaliados foram frequéncia das distancias
entre individuos, distdncia média entre individuos, area média e distancia
média dos animais em relagdo ao centro do aparato ao longo do tempo. Os
animais tratados apresentaram maior porcentagem de frequéncia em intervalos
de maiores distancias, bem como um aumento das distancias médias entre
individuos e quando comparados ao grupo controle. Além disso, os animais

expostos ao etanol apresentaram uma maior area formada pelo grupo ao longo



do tempo quando comparados ao grupo controle. Nao houve alteragéo
significativa nas distdncias em relagdo ao centro do aparato em ambos os
grupos testados. Estes resultados nos indicam que as modificagoes
comportamentais ocasionadas pelo etanol sobre o peixe-zebra levam a uma

menor coesao do cardume.
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1. Introdugao

O peixe-zebra (Danio rerio) € um pequeno teledsteo (3 a 4 cm) de agua
doce pertencente a familia Cyprinidae. Durante anos, foi amplamente utilizado
como peixe ornamental e, a partir da década de 80, através dos trabalhos
desenvolvidos por George Streisinger e seu grupo de pesquisa no Caltech
(Pasadena, CA, USA), passou a ser utilizado como modelo experimental em
estudos genéticos e de biologia do desenvolvimento. Atualmente, tornou-se um
modelo experimental consolidado em diversas areas do conhecimento, tais
como, genética e genbmica, teratologia e toxicologia [1].

A utilizagdo do peixe-zebra como um organismo modelo em pesquisas
farmacolégicas e comportamentais vem crescendo consideravelmente nos
ultimos anos. Esta espécie vem se tornando um modelo animal complementar
aos roedores principalmente para estudos translacionais em larga escala, o
que favorece a descoberta de novos mecanismos envolvidos em diferentes
aspectos fisiopatologicos relacionados a injuria cerebral, bem como na busca
de estratégias terapéuticas inovadoras [2-6]. Isto se deve ao fato da espécie
possuir muitas vantagens intrinsecas, tais como mecanismos bioquimicos e
sistemas de neurotransmissdo evolutivamente conservados, baixo custo
requerido, facil manuseio e manutencao simples quando comparada a outros
modelos vertebrados [2, 6]. Além disso, o repertério comportamental descrito €
relativamente complexo permitindo a analise de uma série de parametros tanto
individuais quanto sociais. Estudos demonstram que o peixe-zebra possui uma
preferéncia por co-especificos, ou seja, possui preferéncia por permanecer
junto a individuos da mesma espécie [7-9]. O comportamento social em peixe-

zebra reflete uma interagdo complexa entre numero de animais que se movem



juntos de maneira coordenada em um determinado ambiente [10]. Este
fenbmeno caracteriza-se por ser um comportamento mantido em niveis
relativamente estaveis em animais adultos, sendo que o0 mesmo pode ser
modulado por aprendizagem social e possui uma maturagdo ao longo do
desenvolvimento [11, 12]. Sendo assim, a formagcdo de um cardume coeso
corresponde a uma unidade funcional em situagdes aversivas com a finalidade
de protecédo [8, 11]. O comportamento de grupo em peixe-zebra vem sendo
abordado em estudos envolvendo aspectos ontogenéticos, efeito de

estressores ambientais e de manipulagdes farmacoldgicas [13].

O etanol esta entre uma das substancias psicoativas mais ingeridas no
mundo, a qual exerce diversos efeitos no sistema nervoso central (SNC). Com
relacdo ao consumo de etanol, sabe-se que o alcool pode modificar diversos
sistemas de neurotransmisséo e sinalizag&o celular, tais como glutamatérgico e
gabaérgico, tendo acdo ansiolitica em concentragdes mais baixas e um efeito
depressor/sedativo associado a um prejuizo motor em concentragdes mais
elevadas [14-16]. Esta resposta bifasica ja foi verificada em peixe-zebra, sendo
que os efeitos comportamentais observados aparentam estar relacionados aos
niveis de etanol detectados no SNC [4, 17-19]. Além disso, foi demonstrado
que o etanol pode influenciar os niveis cerebrais de dopamina, serotonina,
regulagdo dos niveis de AMP ciclico e da via de sinalizagdo das cinases
reguladas por sinal extracelular (ERKs) em peixe-zebra adulto [20, 21]. Apesar
do numero crescente de trabalhos investigando os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos nos efeitos deletérios do alcool sobre o SNC, poucos
trabalhos avaliam os efeitos da exposicdo aguda ao etanol sobre o

comportamento social do peixe-zebra, por isso os efeitos desta substancia no



comportamento social desta espécie ainda ndo sao totalmente conhecidos.
Portanto, a avaliacdo da interacdo social utilizando substancias que sejam
capazes de promover dependéncia, bem como alterar significativamente
parametros relacionados a locomogao e ao comportamento do tipo ansiedade
torna-se relevante a fim de elucidar potenciais mecanismos e caracteristicas

fenotipicas envolvidos no comportamento social da espécie.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos promovidos
pela exposi¢cao aguda ao etanol sobre parametros do comportamento de grupo

em peixe-zebra adulto.



2. Material e métodos

2.1. Animais

Foram utilizados peixe-zebra  (Danio  rerio) adultos (com
aproximadamente 4-7 meses de idade) de ambos os sexos da linhagem
heterogénea do fendtipo short-fin (SF). Os animais foram obtidos de
fornecedores especializados (Delphis, RS) e mantidos em aquarios moradia de
50,0 L (com uma densidade de 80-100 animais por tanque) e aclimatados por
duas semanas no biotério da Universidade em condi¢gdes padrdao de
manutencdo. Os aquarios foram preenchidos com agua de osmose reversa
contendo 0,018g/1 L de sal marinho sintético (Instant Ocean®) e mantidos sob
aeracgao, filtracdo quimica e mecanica constantes a uma temperatura de 26 +
2°C e pH 7,0. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 14/10
(luzes acendiam as 7 e desligavam as 21 h). Os animais foram alimentados
duas vezes por dia com racdo comercial flocada no turno da manh& (alcon
BASIC®, Alcon, Brasil) e extrato de Artemia nauplii+ragao flocada no turno da
tarde. Apos o0s experimentos comportamentais, o0s animais foram
crioanestesiados e, em seguida, eutanasiados por decapitagéo.
2.2. Administracao do etanol

O protocolo de exposicdo aguda ao etanol foi realizado conforme
descricao feita por [7, 22]. Os animais foram removidos dos aquarios moradia e
colocados em grupos de 5 individuos em aquarios de 2,0 L contendo agua de
osmose reversa+0,018g/1 L de sal marinho sintético (Instant Ocean®) e etanol
na concentracédo de 0,5%. Os peixes foram expostos durante 60 min a solugéo

de etanol. Os grupos controles consistiram de exposi¢do dos animais a agua



de osmose reversa+0,018g/1 L de sal marinho sintético (Instant Ocean®)
durante o mesmo periodo.
2.3. Avaliagao do comportamento de grupo

As analises comportamentais foram realizadas em um tanque circular,
similar ao descrito por [23]. O tanque consistiu de um aparato cilindrico
transparente (30 cm de didmetro), contendo uma lamina de 3 cm de agua de
osmose reversa+0,018g/1 L de sal marinho sintético (Instant Ocean®). Apds a
exposi¢cao ao etanol ou agua, os grupos de 5 animais foram transferidos ao
centro do aquario teste e filmados por um periodo de 6 min. Os videos foram
analisados individualmente com a utilizagdo de screenshots realizados a cada
15 s de teste, totalizando 25 screenshots (0 a 360s) para cada n experimental
(grupo de 5 individuos). Os parametros comportamentais avaliados foram:
frequéncia média das distancias entre os peixes (frequéncia relativa); distancia
média entre os peixes do grupo ao longo do tempo; area formada pelo grupo
(ao longo do tempo); e distancia média dos individuos em relagdo ao centro do
aparato. O centro do aparato foi definido através de duas linhas transversais
com interseccado de 90°. Para a quantificacdo das medidas de distancia e de
area citadas acima, cada screenshot foi analisado no software Image J 1.37 for
Windows® com a imagem previamente calibrada em relagdo as dimensdes do
aparato.
2.4. Andlise estatistica

Os dados de frequéncia média das distancias entre individuos foram
expressos como meédiaterro padrao e analisados por ANOVA de duas vias
seguida do teste de Bonferroni. Os dados de distdncia média entre os

individuos, distancia do centro e area ao longo do tempo foram expressos



como mediaterro padrédo e analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste de Bonferroni. O dado de correlagao (distancia
média entre individuos versus area média) foi analisado segundo o teste de
correlagdo de Pearson. Para todas as analises, P < 0,05 foi considerado
significante. As analises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando o
programa GraphPad® (San Diego, CA, USA, verséao 5.0).
2.5. Consideragoes éticas

Todos os procedimentos descritos no presente projeto foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS) sob o numero

22446.
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3. Resultados
3.1. Frequéncia média das distancias entre individuos (Frequéncia
relativa).

Foi observada uma forte interacdo entre o tratamento X tempo com
relacdo a frequéncia relativa das disténcias entre individuos (F(5) = 31,02; p <
0,0001) (Fig. 1A).

No grupo controle observou-se que conforme o intervalo das distancias
aumenta, ocorre uma diminuicdo da frequéncia relativa das mesmas. Ja o
grupo tratado, apresentou uma maior frequéncia no intervalo de distancias
entre 5-10 cm, apresentando uma diminuicdo das frequéncias nos préximos
intervalos de distancia. O intervalo de 0-5 cm apresentou menor frequéncia que
o intervalo de 5-10 cm nao apresentando diferenca estatistica dos intervalos de
10-15, 15-20 e 20-25 cm. Também houve diferenca estatistica quando
comparado o grupo controle x etanol nos intervalos de 0-5 cm (grupo etanol
apresentou menor frequéncia comparado ao controle) e grupos 10-15, 15-20 e
20-25 cm (grupo etanol apresentou maior frequéncia comparado aos
controles).

Por apresentar as maiores diferengas entre grupo controle x tratado o
intervalo de 0-5 cm avaliamos de forma mais detalhada o intervalo de
distancias entre 0 a 10 cm, expressando estes resultados em intervalos
menores (a cada 2 cm).

Foi observada uma forte interacdo entre o tratamento X tempo com
relacdo a frequéncia relativa das disténcias entre individuos (F(4) = 11,42; p <
0,0001) (Fig. 1B). O grupo controle apresentou o intervalo entre 2-4 cm como

sendo o de maior frequéncia de distancias entre individuos onde os intervalos
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de 0-2, 4-6 e 6-8 cm (ndo apresentando diferencas estatisticas entre si)
apresentaram frequéncias menores quando comparados ao intervalo 2-4 cm e
apresentou uma diminuicdo no ultimo intervalo 8-10 cm quando comparado aos
intervalos restantes.

3.2. Distancia média entre individuos ao longo do tempo de teste.

Foi observada uma forte interagdo entre tratamento X tempo com
relacdo a distdncia meédia entre individuos (F(24) = 3,043; p < 0,0001).
Verificou-se um aumento nas distancias entre os individuos do grupo etanol
gquando comparados aos respectivos controles principalmente a partir do tempo
120 s, onde encontrou-se diferenga estatistica na maior parte dos tempos até o

final do teste entre o intervalo de 120 a 360 s (Fig. 2).

3.3. Area média ao longo do tempo de teste.

Houve uma forte interacao entre tratamento X tempo com relagao a area
media (F(24) = 3,246; p < 0,0001). Observa-se um aumento na area média
formada pelos 5 peixes do grupo etanol quando comparados aos respectivos
controles a partir do tempo 150 s, apds persistindo esta diferenga estatistica
até o final do teste na maior parte dos tempos entre o intervalo de 150 a 360 s

(Fig. 3).

3.5. Teste de correlagdao entre distancia média entre individuos e area
média ao longo do tempo.

Na (Fig. 4) os parametros distdncia média entre individuos e area média
formada pelos peixes ao longo do tempo apresentaram uma forte correlagao

em ambos o0s grupos (controle e etanol).
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3.6. Distancia média do centro do aparato de teste ao longo do tempo de
teste.

Houve interagdo entre tratamento X tempo com relagdo a distancia
média dos peixes ao centro do aparato (F(24) = 1,817; p < 0,0119). O grupo
etanol apresentou diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle
apenas nos tempos 60, 90, 150 e 165 s. Nestes tempos o grupo etanol
apresentou menores distancias em relagdo ao centro do aparato de teste (Fig.

5).
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4. Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram o importante efeito do etanol
sobre o comportamento de grupo em peixe-zebra. Com relagdo a distancia
média entre os individuos, a exposi¢cdo aguda ao etanol na concentragdo de
0,5% aumentou o nivel de dispersdo dos animais a partir de 120 s (Fig. 2)
quando comparado ao grupo controle. Um perfil semelhante foi observado
quando analisou-se a area média formada pelo grupo ao longo do tempo (Fig.
3). As medidas de distadncia média entre individuos e area média do grupo
apresentaram uma forte correlagdo positiva (Fig. 4), indicando que ambas as
medidas podem ser utilizadas na avaliagdo do comportamento de grupo nesta
espécie. Assim, pode-se sugerir que os individuos tratados com etanol
apresentaram uma diminui¢do significativa na coes&do de grupo quando
avaliados na tarefa do open field para peixe-zebra. Nos tempos iniciais, ndo
houve diferenga entre os grupos nestas duas medidas, demonstrando que os
animais nao diferem em relacdo ao comportamento de coesao durante o inicio
do teste. Isto pode estar relacionado a um aumento do comportamento
aversivo a novidade [24] apresentado pelo peixe-zebra quando exposto a
ambientes novos. Nos primeiros 120 s, o grupo EtOH 0.5% pode estar
apresentando uma resposta a novidade similar ao grupo controle, contudo ao
decorrer do tempo, o ultimo torna-se mais habituado ao ambiente ficando mais
coeso, enquanto o grupo EtOH aumenta a exploragdo do ambiente de forma
dispersa.

A concentragcdo de etanol de 0,5% foi utilizada baseada em estudos
prévios [7] que demonstraram alteracbes no comportamento emocional do

peixe-zebra quando exposto ao etanol. Além disso, [25] demonstrou que a
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exposi¢cao crénica do peixe-zebra ao etanol aumenta as distancias entre os
animais, diminuindo a coesao do grupo.

Atualmente, praticamente todos os trabalhos que avaliam a coes&o do
grupo em peixe-zebra fazem uso da distancia média entre os individuos [13].
Em nosso trabalho, podemos observar que tanto a distancia média entre os
individuos quanto a area formada pelo grupo podem ser utilizados como
parametros para avaliacdo da coesdo do cardume, visto que observamos uma
forte correlacdo entre estes dois parédmetros (Fig. 4). Além disso, no intuito de
compreender melhor a dispersdo dos animais no teste de open field, avaliamos
também a frequéncia relativa das distancias médias entre os individuos ao
longo do teste. Esta avaliagdo possibilitou observar que as distdncias médias
entre individuos, compreendidas entre o intervalo de 0-10 e 10-15 cm,
possuem uma maior frequéncia no grupo controle. Com isso, é possivel
observar que o grupo controle apresentou uma maior frequéncia em curtas
disténcias (0-5 cm), apresentando este grupo um total de aproximadamente
40% das distancias médias entre os individuos entre o intervalo de 0-10 cm. No
entanto, o grupo etanol apresentou um perfil bastante distinto neste mesmo
intervalo de distancias (20% de frequéncia) (Fig. 1A). Isto corrobora com os
dados apresentados na Fig. 1, indicando que o tratamento agudo com etanol
altera o comportamento de grupo do peixe-zebra na tarefa de open field.

No intuito de avaliar em maior detalhe o perfil da distribuicdo das
frequéncias neste primeiro intervalo de distancia (0-10 cm), realizamos uma
analise da distribuicdo das frequéncias em intervalos menores de distancia
entre os animais (0-2, 2-4, 4-6, 6-8 e 8-10 cm) (Fig. 1B). Nesta analise, a

diferenca entre os grupos controle e tratado tornou-se mais evidente,
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mostrando que o grupo tratado com etanol apresenta menores frequéncias das
distédncias compreendidas entre os intervalos de 0-2 até 4-6, ndo havendo
diferencgas nos intervalos de 6-8 e 8-10.

No intuito de avaliar a dispersdo do grupo no aparato, ou seja, se 0s
peixes estdo localizados mais ao centro ou mais na periferia do tanque,
avaliou-se as distancias dos animais em relagdo ao centro do aparato. Além
disso, gostariamos de saber se esta possivel tigmotaxia apresentada pelo
peixe-zebra em outras tarefas comportamentais [26] poderia ser avaliada neste
aparato. A Fig. 5 mostra a preferéncia pelos animais ficarem mais afastados do
centro em relagcdo ao grupo controle, demonstrando o comportamento
tigmotaxico do peixe-zebra neste aparato. Frente ao tratamento agudo de
etanol, podemos ver em alguns momentos do teste uma maior preferéncia pelo
centro, mas ndo uma preferéncia constante no decorrer de todo o teste (Fig. 5).
Futuras varreduras envolvendo outros farmacos com caracteristicas ansioliticas
ou ansiogénicas, ou até mesmo uma curva de outras concentragdes de etanol,
podera vir a contribuir para melhor compreender este comportamento no
aparato de campo aberto.

Com este trabalho, podemos concluir que o etanol foi capaz de alterar a
coesao de grupo em peixe-zebra adulto. Além disso, podemos ressaltar que as
medidas ja abordadas na literatura e em nosso trabalho, como distancia média
entre 0s animais, sdo bons parametros para se avaliar a coesdo de grupo em
peixe-zebra na tarefa de open field. Porém, acreditamos que a medida de
frequéncia de distancias seria uma ferramenta auxiliar e complementar na

avaliacdo do comportamento de cardume. Contudo, futuros estudos sé&o
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necessarios para uma melhor validacdo e entendimento destes parametros

para medida de coesao de grupo.
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Legendas das figuras

Fig. 1. (A) Efeito do etanol sobre a frequéncia média das distancias entre
individuos (intervalo de 0-30 cm) no teste do open-field ao longo de 360 s. (B)
Efeito do etanol sobre a frequéncia média das distancias entre individuos
(intervalo de 0-10 cm) no teste do open-field ao longo de 360s. Os dados estéo
expressos como porcentagem das frequéncias médias + E.P.M. n = 8 grupos
com 5 individuos em cada grupo. Simbolos indicam diferenga estatistica entre
os grupos controle e tratado (ANOVA de duas vias seguida do teste de
Bonferroni, **= p<0,01; *** = p<0,001). Letras minusculas indicam diferenca
dentro do grupo controle. Letras maiusculas indicam diferenga dentro do grupo
tratado. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA de duas vias

seguida do teste de Bonferroni, p<0,05).

Fig. 2. Efeito do etanol sobre a distdncia média entre individuos ao longo de
360 s. Os dados estdo expressos como meédia £ E.P.M. Os simbolos indicam
diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo tratado no respectivo
tempo. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do teste de Bonferroni; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** =

p<0,001.

Fig. 3. Efeito do etanol sobre a area média do grupo ao longo de 360 s. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M. Os simbolos indicam diferenga
estatistica entre o grupo controle e o grupo tratado no respectivo tempo. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas

seguida do teste de Bonferroni; * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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Fig. 4. Correlagdo entre a distdncia média entre individuos e a area média
formada pelos peixes ao longo do tempo. R? grupo controle= 0,8355 (P <

0,0001); R?grupo EtOH= 0,9368 (P < 0,0001).

Fig. 5. Efeito do etanol sobre as distdncias médias em relagdo ao centro do
aparato ao longo de do tempo. Os dados estdo expressos como média *
E.P.M. Os simbolos indicam diferenca estatistica entre o grupo controle e o
grupo tratado no respectivo tempo. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida do teste de Bonferroni; * = p<0,05; **

= p<0,01.
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Figura 5

8
tempo (s)

*
T
Q
wn
-—

*%
T
(=]
(=]

-e- controle
- EtOH 0,5%
<

[ T T -0
(1] <t ™~ o 0 (<]
- -— — -

(wo) onudd Op eIpsW eouUR)SIp

27



