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“Quanto mais pesado o fardo, mais proxima da
terra esta a nossa vida, e mais ela é real e
verdadeira. Por outro lado, a auséncia total de
fardo faz com que o ser humano se torna mais
leve do que o ar, com que ele voe, se distancie
da terra, do ser terrestre, faz com que ele se
torne semirreal, que seus movimentos sejam tao
livres quanto insignificantes.”

- Milan Kundera, a Insustentavel Leveza do Ser.



RESUMO

FABRIS, Caique Ortiz Colombo Arnoldi. Avaliagdo metodolégica de testes
comportamentais sequenciais com Danio rerio expostos ao etanol. 2022. 72 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) — Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

O zebrafish (Danio rerio) vem se destacando crescentemente como modelo
“alternativo” nas pesquisas em Ciéncias Neurocomportamentais. A excelente relagao
custo-beneficio, a facilidade de manutencdo e reproducdo, e a conveniéncia de
exposicao por imersao a compostos soluveis compdem o seu repertério de vantagens
sobre modelos mais classicos. Este trabalho propds a aplicacdo sequencial de trés
testes comportamentais sensiveis a parametros de estresse e ansiedade-simile como
metodologia promissora na reducao do tempo de empenho e esfor¢o amostral, sendo
executada com sucesso em roedores e ainda em processo de adaptacdo para peixes.
Esta bateria foi planejada para iniciar com o teste tipo claro-escuro, a fim de verificar
a afinidade ou esquiva ao ambiente claro, passando pelo teste tipo novel tank,
avaliando seus parametros de locomocéao, e finalizada com um teste de resisténcia
natatoria para avaliara capacidade de nadar contra um fluxo de agua crescente. Para
avaliar sua sensibilidade, modulamos o comportamento através da acédo
farmacoldgica do etanol em concentracdes 0%, 0,5% e 1% durante 1h, 24h e 96h.
Para investigar o possivel efeito de um teste antecedente sobre seu sucessor, e
também a eficiéncia da ordem de aplicacéo dos testes, o segundo e o terceiro testes
foram repetidos de maneira isolada, isto €, sem um teste antecedente, sendo que,
apos o teste de natacdo esponténea, inserimos um teste tipo claro-escuro para
obtermos um controle para a configuracdo original. A bateria-teste apresentou
sensibilidade na deteccéo da alteragcdo do comportamento de forma dose-dependente
e tempo-dependente. Nao houve diferenca estatistica entre testes em sequéncia e
testes isolados para a performance da natacdo espontanea e do claro-escuro. As
variacfes detectadas para ambas as metodologias foram as mesmas. A exposi¢ao ao
etanol por 1h aumentou a atividade natatéria sem impactar a fototaxia. As exposicoes
por 24h e 96h aumentaram a fototaxia e reduziram a atividade natatéria. Houve perda
de sensibilidade para testes aplicados em sequéncia, especialmente de natacdo
forcada, mas, para todos os testes, esta diferenca foi amenizada em tempos de
exposicdo mais longos. A aplicagdo de uma bateria-teste deve ser encorajada em
estudos com peixes cujo desenho experimental envolva diversos testes
comportamentais, uma vez que oferece reducao de recursos e empenho e possibilita
uma maior correlagdo dos parametros através dos testes.

Palavras-chave: zebrafish; comportamento; etanol; bateria-teste.



ABSTRACT

FABRIS, Caique Ortiz Colombo Arnoldi. Methodological assessment of a sequence
behavioral tests with Danio rerio exposed to ethanol. 2022. 72 p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Fisiol6gicas) — Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

The zebrafish (Danio rerio) has been increasingly highlighted as an “alternative” model
in several fields of Neurobehavioral research. The excellent cost-benefit ratio, the ease
of maintenance and reproduction, and the convenience of exposure are leading this
model over classic ones. This study proposed a sequential battery consisting of three
behavioral tests that are sensitive to stress and anxiety-like parameters as a promising
methodology in reducing sampling size and effort, being successfully performed with
rodents and still in the process of adaptation for fish. This battery was designed to start
with the light-dark test, evaluating affinity or avoidance to the light environment, going
through a novel-tank like test, to assess locomotion parameters, and ending in a
swimming endurance test, in order to evaluate the ability to swim against an increasing
stream of water. Ethanol was used at 0%, 0.5% and 1% in 1h, 24h and 96h exposures
to assess the sensitivity in detecting behavioral modulation. The second and third tests
of the tiered-test battery were repeated in a separate manner, i.e., without another test
being applied prior to it. This sequential battery revealed sensitive when detecting
anxiety-like behavior modulation within a dose-dependent and time-dependent pattern.
There was no statistical difference between tiered tests and separated tests when
accounting performance for light-dark and novel tank. The variations observed for both
methodologies were the same. Exposure to ethanol for 1h increased swimming activity
without impacting phototaxis. Exposures for 24h and 96h increased phototaxis while
reduced swimming activity. There was loss of sensitivity for tests applied in sequence,
especially endurance swimming, but, for all tests, longer exposures lessened this
contrast. The application of a tiered-test battery should be encouraged in studies
regarding fish undergoing several behavioral tests, since it reduces effort as well as
resources and allows for a greater correlation within parameters across tests.

Key words: zebrafish; behavior; ethanol; tiered-test battery.
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1 INTRODUCAO

A Psicofisiologia constitui uma ciéncia relativamente nova, mas incorpora uma
ideia antiga: unir conceitualmente o corpo e a mente. Ela parte do principio de que,
desde que o ser humano comegou a se experienciar como objeto de sua propria
consciéncia, teve uma nocéo intuitiva de que mudancas em seu corpo estavam, em
algum grau, relacionadas com seu humor e seus sentimentos. Unir estes dois
aspectos tao primordialmente controversos da esséncia humana tem sido um grande
desafio para filésofos, cientistas e outros pensadores de tempos imemoriais
(CACCIOPO et al., 2007).

As ciéncias neurocomportamentais compdem uma das principais linhas de
estudo da Psicofisiologia. O comportamento determina como um animal interage com
0 meio e, em Ultima instdncia, € a emergéncia da complexa relagcdo entre as
funcionalidades do sistema nervoso e o ambiente. O estudo do comportamento em
condicBes naturais apresenta gama rica e complexa de parametros, mas em
neurociéncias € preferivel uma abordagem mais reducionista, focando em
componentes isolados do arsenal comportamental e situacdes artificiais que permitem
um controle mais rigido dos parametros e a repeticdo das condi¢des experimentais.
Isso torna possivel a comparacéo entre os resultados, criando uma base estatistica
potente para a relacdo entre os comportamentos observados e as bases neurais
envolvidas (ORGER & POLAVIEJA, 2017).

O amadurecimento das tecnologias de investigacao permitiu uma abordagem
mais especializada dos mecanismos neurais que fundamentam o comportamento,
através de métodos como, por exemplo, a eletroencefalografia (SLAWECKI et al.,
2006), andlises de neuroimagens como as obtidas por tomografia por emissao de
positrons (PET, do inglés Positron Emission Tomography) e ressonancia magnética
(MRI, do inglés Magnetic Ressonance Image) (CALHOUN et al., 2004) e a
neuroquimica (MULLER et al., 2019). Outro grande avanco foi o desenvolvimento das
metodologias moleculares, capazes de relacionar com relativa preciséo alguns grupos
de comportamento a vias neurais especificas. Assim, areas como a Farmacologia e a
Toxicologia passam a adotar o estudo do comportamento na aplicacéo de substancias
com mecanismos de a¢do conhecidos para relacionar seus efeitos as repercussées

comportamentais observadas (RUSSEL et al., 1990). Desta forma, as metodologias
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neurocomportamentais contribuiram historicamente para a compreensdo dos
mecanismos biolégicos abordados pela Psicologia e Psiquiatria, envolvendo desde
processos como a atencao, aprendizado e memoria, até disfuncdes neuropsicoldgicas
como, por exemplo, ansiedade, depressdo, autismo, deméncia, psicopatia,
esquizofrenia e doencas de Alzheimer e Parkinson, possibilitando tratamentos cada

vez mais eficazes para estas condi¢coes (CACCIOPO et al., 2007).

Neste contexto, € muito comum o uso de animais ndo-humanos como modelos
experimentais, chamados de “modelos translacionais”, tanto em experimentos que
visam o entendimento das fun¢des normais do sistema nervoso quanto em testes pré-
clinicos de determinadas doencas e no desenvolvimento dos medicamentos utilizados
em sua farmacoterapia. Satisfazer o maior nimero de critérios possivel é de prima
importancia na escolha de modelos experimentais. A validacdo de face considera o
grau de semelhanca biolégica entre as espécies utilizadas. A validacao preditiva
considera a precisdo na previsao de efeitos de tratamento em uma espécie baseada
no desempenho de outra espécie. E, por fim, a validacdo construtiva considera a
relagdo tedrica que guia os mecanismos de interesse compartilhados entre as duas
espécies, baseando-se na definicdo adotada para o parametro (MAXIMINO et al.,
2010).

Tradicionalmente, as ciéncias neurocomportamentais fazem uso de mamiferos
como modelos translacionais, particularmente simios (ROWLAND et al.,, 2017) e
roedores de pequeno porte (HANKS & GONZALES-MAESO, 2016), uma vez que
satisfazem com exceléncia todos os critérios de validacdo necessarios. Porém,
modelos “alternativos” ou “complementares” também s&o utilizados quando atendem
aos critérios de validagdo. Para pesquisas que envolvem mecanismos celulares
conservados, os critérios permitem a inclusdo de uma surpreendente gama de
organismos além dos vertebrados, desde, por exemplo, a mosca-da-fruta Drosophila
melanogaster (SCHMITT et al., 2019) até o verme Caenoharbidtis elegans (LEUNG et
al., 2008). E dentro deste contexto que o peixe tropical Danio rerio ganhou notoriedade
particularmente nas duas Ultimas décadas, emergindo em uma onda crescente de

popularidade e relevancia em diversos setores da pesquisa cientifica (EISEN, 2020).

O Danio rerio (Fig. 1) € um pequeno teledsteo dulcicola, endémico das regides
sul e sudeste da Asia, com maior abundancia no nordeste indiano, Bangladesh e

Mianmar. Seu nome vem do bengali “dhani”, que significa “dos campos de arroz”,
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referente ao seu habitat em aguas rasas de lagoas e plantacdes. Pertence a familia
Cyprinidae, a mesma das carpas, fato que pode ser constatado pela presenca dos
barbilhdes popularmente conhecidos como “bigodes” em seu aparato bucal (SPENCE
et al., 2008). Quando adulto nado ultrapassa 5 centimetros de comprimento total, e seu
corpo possui listras horizontais paralelas alternadas, com cores que variam do azul
claro ao azul escuro sobre prata, levando ao seu nome popular “zebrafish” ou “peixe-
zebra” (GERLAI, 2000). Os individuos dessa espécie sdo conhecidos, no Brasil,
também como “paulistinha” (ABNT, 2003), pelo padrdo de cores semelhante a
bandeira do Estado de S&o Paulo. Possui dimorfismo sexual, sendo o macho
diferenciado da fémea por ser mais afilado e apresentar coloracdo mais intensa nas
nadadeiras peitorais. A expectativa de vida média em cativeiro é de aproximadamente
4 anos, atingindo maturidade reprodutiva ainda com trés meses de idade
(LAWRENCE, 2012).

Figura 1. Zebrafish ou “paulistinha” (Danio rerio)

Fonte: Google imagens.

Diversas vantagens podem ser apontadas no uso de D. rerio como modelo
experimental, como o custo de aquisicéo e utilizacao consideravelmente menores que
o de modelos tradicionais; 0 pequeno tamanho possibilita alta estocagem sem a
necessidade de uma instalagdo com infraestrutura muito sofisticada, permitindo que
até 100 exemplares adultos sejam acondicionados em tanques de 12 litros com
sistema de recirculacdo (DAMMSKI et al., 2011). Uma vez adquiridos, podem ser
facilmente reproduzidos, de forma rapida e abundante, contando com protocolos
detalhados disponiveis na literatura. A desova gera em média 100 ovos, que eclodem
dentro de 72 horas, com fertilidade diaria e perene (ALESTROM et al., 2019). O

desenvolvimento do embrido € externo e suas estruturas séo transparentes, visiveis



98

99
100
101
102
103
104
105
106

107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

129
130

15

através até mesmo dos equipamentos 6pticos mais simples, facilitando o estudo do
desenvolvimento embrionario, evidenciado no interesse inicial pela espécie no
comeco dos anos 60. Estas caracteristicas fizeram desta espécie de peixe um modelo
conveniente também para outros campos de estudo, como a Neurologia,
Farmacologia e Toxicologia. O mapeamento do genoma de zebrafish constatou
homologia genética com humanos, apresentando aproximadamente 87% de
similaridade, com diversas rotas metabdlicas evolutivamente conservadas, agregando
validacdo de face e permitindo a criacdo e manipulacdo de variantes genéticas que

melhor atendessem demandas mais especificas de pesquisa (HUNG et al., 2012).

Outra vantagem muito atraente de D. rerio, particularmente para a
Neurociéncia, é o repertdrio comportamental rico e robusto recentemente revisado e
padronizado (KALUEFF et al., 2013). Os parametros comportamentais adotados sao
relativamente simples, mas possuem boa validagdo. Normalmente sdo analisados os
padrées individuais de locomogao, preferéncia por altura na coluna d’agua ou
luminosidade/tonalidade de um ambiente. A literatura jA conta com uma lista
promissora de dados em diversos dominios neurofenotipicos (KALUEFF et al., 2014).
Estudos abordando depressao, por exemplo, relatam uma reducdo na atividade
motora do peixe, acompanhado de uma elevacdo cronica dos niveis de cortisol
(ABREU et al., 2018). Os peixes desta espécie possuem excelente memaoria de curto
e de longo prazo, testada por meio de diferentes tarefas que avaliam o aprendizado,
além de apresentar sensibilidade a agentes amnésicos e promnésicos (HAMILTON et
al., 2016). O comportamento social da espécie também ja se mostrou robusto e
sensivel a manipulacéo farmacologica, apresentando modulacdo na proximidade ou
distancia entre os individuos de um cardume como resposta a exposicdo a
diazepinicos (ROSA et al., 2020). Também ja foram observadas a discriminacéo e
preferéncia por substancias de abuso, respondendo a estimulos de recompensa
(TRAN et al., 2017). Como modelo para doencas epiléticas, apresenta comportamento
hiperativo quando em crise epilética, padrées de encefalogramas com spikes e
suprarregulacdo da c-fos, sintomas caracteristicos da doenca em humanos e que
podem ser reduzidos nos peixes apos administracdo de antiepiléticos (GAWEL et al.,
2020).

Pelo exposto, Danio rerio se mostra uma alternativa promissora a utilizagao de

modelos mamiferos, como o0s roedores, mas também pode ser um excelente
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complemento como intermediario entre os modelos invertebrados e vertebrados
superiores. Por isso, existe um esforco crescente por parte da comunidade cientifica
em estabelecer metodologias anélogas as aplicadas em roedores para os peixes, de
forma a padronizar os dados e permitir um melhor entendimento das bases neurais
gue fundamentam os comportamentos analisados. Para este trabalho, vamos focar
especificamente nas metodologias que analisam o chamado comportamento

ansiedade-simile nestes animais.

Alguns autores propdem uma diferenciacdo entre ansiedade, medo e panico
baseados em um conceito de distancia defensiva, um constructo psicolégico que
aborda a postura do animal frente a iminéncia de um risco. Um risco meramente
potencial induz nos animais a ado¢do de uma postura investigativa refletida em sua
atividade exploratéria, equivalente ao estado de ansiedade. Riscos distantes podem
eliciar comportamento de fuga, ou agressivo — equivalentes ao medo, enquanto que
riscos urgentes desencadeiam ataques ou uma resposta defensiva caracteristica tanto
em peixes quanto em roedores, chamada freezing (do inglés, congelamento), onde ha
inibicdo de toda a movimentacdo do corpo por imobilizagdo tdnica, equivalente ao
panico. O freezing é considerado uma estratégia evolutivamente estavel e conservada
em varios animais, incluindo invertebrados, uma vez que previne a detecc¢ao do animal
frente a um possivel predador (MAXIMINO et al., 2010).

Por ser um peixe de habitos diurnos e ocupar aguas rasas, existe uma
preferéncia natural do zebrafish por ambientes mais claros e estratos superiores da
coluna d’agua, onde encontra os insetos e plantas que compdem sua dieta in natura
(SPENCE et al., 2008). Este padrao comportamental fundamenta alguns dos testes

mais utilizados para avaliar seu comportamento tipo-ansioso.

Paralelo aos roedores, a exposi¢cao dos peixes a um ambiente desconhecido
induz a deflagragdo de comportamentos ansiedade-simile, refletido na redugéo da
atividade exploratoria. Este paradigma fundamenta os testes de novidade (novelty
tests), contando com o teste de campo aberto para roedores e o novel tank test
equivalente para os peixes. Em ambos, ha um padrdo consistente de movimentagéo
através da periferia, proximo as paredes ou fundo do aquario, de forma a evitar o
centro do novo ambiente. Este padrdo comportamental € chamado de tigmotaxia, e
constitui uma das principais medidas de ansiedade. A arena de teste é dividida em

duas porc¢des de igual propor¢éo e videos digitais sdo gravados para anélise posterior
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através de softwares especificos. Os parametros avaliados normalmente incluem o
tempo de permanéncia em cada porcéo, a distancia percorrida e a velocidade média
de movimento (STEWART et al., 2012). A exposicdo do peixe a substancias de alarme
aumenta o tempo de permanéncia no estrato inferior e reduz a distancia e a velocidade
meédia de movimentacao total, configurando um estado de ansiogénese. Da mesma
forma, a exposicao a substancias como o etanol (em determinadas concentracdes) e
benzodiazepinicos, reconhecidamente ansioliticos, induz o quadro inverso dos
mesmos parametros (TRAN & GERLAI, 2013).

A sensibilidade dos parametros de locomoc¢do na exposicdo a diferentes
substancias é expandida para além do comportamento exploratério e da natacéo
espontanea dos peixes. Especialmente em areas como a Ecotoxicologia, que avalia o
impacto de contaminantes sobre o comportamento animal, a capacidade de um peixe
em resistir a um fluxo de agua, que pode ser constante ou gradativamente crescente,
e pode ser modulada através da aplicacdo de agentes farmacologicos (PLAUT, 2001).
Em condi¢cbes naturais, a capacidade de um peixe em resistir a um fluxo pode
determinar seu sucesso de fuga, captura ou reproducao, cujo desempenho reflete sua
aptidao fisica, estado fisioldgico, nutricdo e bem-estar (SAGLIO et al.,, 2003). A
resisténcia ao fluxo esta diretamente relacionada com a velocidade maxima que o
peixe é capaz de suportar, sendo conceitualmente dividida em trés categorias
principais (BAEMISH, 1978). A velocidade de natacédo sustentada, que € mais baixa,
observada em situagOes rotineiras de forrageio, deslocamento e migracéo, pode ser
aplicada por longos periodos sem causar fadiga. A velocidade de natacao prolongada
requer mais empenho dos peixes, ndo excede 240 minutos de atividade e resulta na
fadiga muscular devido ao constante aporte metabdlico por vias aerObias. A
velocidade de natacéo de explosdo € mais alta, observada em situacdes de fuga ou
captura de presas, nao é suportada por mais de 60 segundos, obtém energia por vias

anaerobias e resulta em rapida fadiga muscular (REIDY et al., 2000).

A capacidade de peixes em resistir a um fluxo continuo foi proposta pela
primeira vez por CAIRNS (1966) como medida importante do impacto de
contaminantes, conferindo ao parametro um valor ambiental. Desde entdo, medidas
de resisténcia natatoria sdo utilizadas para definir os limites e a tolerancia de uma
espécie a toxicidade de diferentes agentes. VIERA e colaboradores (2009)

observaram reducéo neste parametro apés exposicédo a 50 pg.L* de cobre. BLAZINA



197
198
199
200
201

202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224

225
226
227
228
229

18

e colaboradores (2013) demonstraram que a aplicacdo de etanol, clonazepam e
haloperidol também reduz o tempo médio de resisténcia ao fluxo. IniUmeros fatores
contribuem para a performance do peixe em um teste de aptidao fisica, pois esta
requer uma integracado de todos os sistemas fisioldégicos para emergir em forca e
motivacdo (MELO, 2011).

Outro paradigma explorado pelos testes comportamentais € a afinidade ou
aversdo a ambientes iluminados, fortemente relacionado aos habitos naturais dos
animais. Em roedores, de habito noturno, existe uma preferéncia natural por
ambientes mais escuros. O inverso é verdade para peixes de habito diurno, que
apresentam preferéncia natural para ambientes mais claros. Utilizando este
paradigma simples, porém robusto, pesquisadores conseguem investigar os efeitos
ansiogénicos ou ansioliticos provocados por determinada condi¢cdo. Os testes de
claro-escuro sao globalmente aplicados para avaliacdo dos parametros relacionados
a este paradigma. Originalmente desenvolvimento para roedores, ele foi adaptado
com sucesso para peixes. Consiste em inserir o animal, normalmente individualmente,
em um ambiente dicotdmico para claridade, com duas porc¢des de igual tamanho, isto
€, uma clara e outra escura. Como o zebrafish, especificamente, € um animal gregario,
encontrar-se sozinho em um ambiente desconhecido, além da manipulacdo humana
qgue o introduz ali, contribui para a deflagracdo de comportamento ansiedade-simile
quando sobrio. Este comportamento é refletido por uma preferéncia inicial pelo
ambiente escuro, presumindo-se ser evolutivamente estavel por dificultar a deteccao
visual do animal por um possivel predador em condi¢cdes naturais. Esta preferéncia
diminui com o tempo, provavelmente devido a habituacdo. Assim, o tempo que o
animal despende em cada compartimento e 0 nimero de vezes que ele troca de
compartimento configuram medidas objetivas de sua ansiedade (STEWART et al,
2010). Coerentemente, a aplicagdo de substancias ansioliticas reduz ou até mesmo
anula o tempo de permanéncia ho ambiente escuro, enquanto que a administracdo de

ansiogénicos aumenta este parametro (MAXIMINO et al., 2012).

Quando se estuda o comportamento, parametros fisiologicos podem ser
adicoes valiosas para a interpretacdo das observacdes. Em Danio rerio, 0 eixo
hipotalamico-hipofisario-interrenal € fundamental nas vias neuroenddcrinas que
medeiam as respostas comportamentais da ansiedade-simile, envolvendo uma

cascata de hormonios relacionados ao estresse. Notavelmente, nos peixes desta
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espécie, assim como nos humanos, € o cortisol ao invés de corticosterona, como nos
roedores, que desempenha o papel de sinalizador primario das respostas de estresse,
agregando valor adicional no emprego destes peixes como modelo para estudo da
fisiologia do estresse em humanos (EGAN et al., 2009). O cortisol possui papel chave
na homeostase do metabolismo energético, e variagcbes em sua concentragcdo no
sistema circulatorio interferem diretamente na performance natatoria dos peixes por
alterar a disponibilidade de glicose plasmatica para abastecimento das vias aerébias
do tecido muscular (MASSE et al., 2013). Neste contexto, a glicemia pode ser
considerada um parametro valido ndo so para avaliacao indireta dos niveis de cortisol,
mas, também, para refletir o esforco e o desempenho dos peixes em testes que
envolvam tarefas fisicamente exigentes, como € o caso da resisténcia ao fluxo
(EAMES et al., 2010).

Fica evidente, entdo, que estes testes apresentam uma caracterizagdo nao
somente qualitativa do estado de ansiedade dos animais, mas também quantitativa,
através, por exemplo, da modulacédo farmacoldgica dos parametros relacionados ao
comportamento tipo-ansioso. A administracao de substancias psicoativas como, para
citar alguns exemplos, fluoxetina, clonazepam, diazepam, buspirona, etanol e cafeina
altera sensivelmente os parametros levantados de forma similar em roedores e peixes
(CHAMPAGNE et al., 2010), com a vantagem de que, nestes, a administracdo pode
ser feita diluindo a substéncia diretamente na agua (quando soluvel) para ser
absorvida através das branquias e pele (BASNET et al., 2019), enquanto que, em
roedores, € administrada via gavagem ou por injecao intraperitoneal, atrelando um
fator de stress e invaséo adicional a sua manipulacdo (BROCARDO et al., 2016). O
etanol, em especifico, € uma substéncia ideal para analisar a modulagéo
neurofarmacolégica dos parametros ansiedade-simile por ser altamente soltvel em
agua, garantindo a absorcao pelo peixe, ser de aquisi¢do barata e simples, além de
contar com extensa lista de estudos na literatura, conferindo um amplo pool de

comparacao de dados.

O etanol, ou alcool etilico € um alcool primario, de formula C2HsO (ou C2HsOH)
(fig. 2), derivado da hidroxialquilagdo de um dos hidrogénios do etano. Sua aparéncia
€ a de um liquido incolor, possuindo um caracteristico odor avinhado e sabor pungente
(PUBCHEM, 2021). E um produto encontrado nas emissdes de plantas, fogo, vulcées,

excretas animais e fermentacéo natural de agucares.
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Cabe aqui uma observacédo acerca das nomenclaturas utilizadas no presente
trabalho para o composto em questéo. Nesta introducéo, sera utilizada a denominacéo
genérica “alcool” e suas derivagdes para a maior parte das mengdes ao etanol
enquanto substancia de uso recreacional, mesmo porque este termo tem carater
geneérico, popular, e bebidas fermentadas naturalmente podem conter concentracfes
traco de outros alcoois como metanol, propanol e butanol (DESTANOGLU & ISMAIL,
2019). O termo “etanol”’, e suas derivagdes, sera adotado para citacoes referentes a
trabalhos e estudos cientificos, sendo especificamente atribuido ao farmaco
psicoativo. Para o manuscrito sera utilizado a denominagao “EtOH” por ser a forma

mais comum encontrada nos artigos consultados.

Devido a alta solubilidade, o etanol possui importante utilidade comercial como
solvente para produtos de limpeza, perfumes e cosméticos, além de ser utilizado como
aditivo para combustiveis e farmacos (O’NEIL, 2013). Ademais, € o principal composto
ativo em bebidas alcodlicas utilizadas globalmente como psicoativos recreativos por
potencializarem a desinibicdo, a sociabilidade e a euforia (RITCHIE & ROSER, 2019).
No entanto, seu consumo excessivo tem sido relacionado a situacfes adversas a
saude e a sociedade, como danos fisicos, comportamento sexual de risco, gravidez
indesejada, infarto agudo do miocardio, violéncia doméstica, acidentes de transito,
dependéncia psicoldgica ou quimica, além de estar associado ao aumento do indice
de mortalidade em diversas condi¢cbes patolégicas, como, por exemplo, esteatose
hepética, hepatite, pancreatite, doencas cardiovasculares, neuropatia e atrofia
cerebelar (HECKMAN & SILVEIRA, 2009).

Figura 2. Formula estrutural da molécula de etanol. Imagem de dominio publico.

o
H-C~C~0-H
H H

Fonte: PUBCHEM, 2021.

O consumo recreativo de alcool tem origem em tempos muito antigos. A
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“hipotese do macaco bébado” propde que a atragdo dos humanos pela substancia
remonta a dezenas de milhares de anos, sendo derivada de seus ancestrais primatas.
Esta hipétese parte do principio de que o etanol, por ser um produto natural da
fermentacdo de aguUcares presentes nas frutas e sementes que compunham a dieta
dos hominideos ancestrais, constituiu 0 odor desses alimentos. Uma vez que € possui
molécula relativamente leve e volatil, o etanol teria a capacidade de ser carregado
rapidamente pelos ventos através da vegetacdo, ajudando alguns individuos a
encontrar frutas maduras com maior facilidade, conferindo, assim, uma vantagem
seletiva aos que possuiam maior sensibilidade ao seu aroma (DUDLEY, 2014).
Evidéncias arqueolégicas de cunho mais rigoroso, no entanto, datam do comeco do
periodo Neolitico, ha aproximadamente 8.000 A.C. e apontam para diversas culturas
ao redor do globo, sugerindo que a producdo de bebidas alcodlicas tenha surgido de
maneira espontanea e independente em vérias civilizacbes (VIDRIH & HRIBAR,
2016). O uso de alcool como uma droga recreativa perdurou até os dias atuais,
tornando-se um tema de crescente relevancia, abrangendo também questdes clinicas,

epidemioldgicas e socioeconémicas (AXLEY et al., 2019).

A principal motivacdo das pessoas em consumir determinadas bebidas é
desfrutar dos efeitos prazerosos provenientes da intoxicacdo pelo etanol, que, em
doses relativamente baixas, incluem sedacdo moderada, desinibicdo social e uma
sensacao subjetiva de bem-estar. Doses mais altas, no entanto, podem interferir na
coordenacdo motora, causar nauseas, vOmitos, convulsbes, coma e, em casos
extremos, morte por inativacao de fungbes vegetativas, conferindo a substancia um
efeito bifasico (VALE, 2007). Essas alteracdes fisiologicas e comportamentais séao
produto de seu mecanismo de intoxicacdo. Apesar de ser uma droga muito antiga,
seus mecanismos de acdo ainda ndo sdo completamente compreendidos. A
neurofarmacologia do etanol € muito complexa devido ao tamanho relativamente
pequeno da molécula, carga elétrica resultante praticamente nula e alta solubilidade,
permitindo que ela transite livremente através de membranas biologicas, interagindo
nao sO com receptores e proteinas especificos do seu mecanismo, mas, por alterar
parametros como a permeabilidade da membrana, interferindo nas mais diversas

funcdes intracelulares, dependendo de sua concentragao (VENGELIENE et al., 2008).

Parcela significativa da literatura sobre o &lcool, no entanto, é voltada para o

tratamento da doenca de seus adictos, o alcoolismo. Por isso, grande parte dos
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estudos utiliza como base a fisiologia de mamiferos, com finalidade translacional para
seres humanos. Publicagcbes relatando com profundidade satisfatéria a
farmacodindmica e farmacocinética do etanol em teledsteos como o zebrafish sé&o
extremamente escassas. Porém, uma vez que o0s principais sistemas de
neurotransmissores de mamiferos descritos nestes mecanismos estdo
evolutivamente conservados em D. rerio (STEWART et al., 2015) e a regulacéo génica
e as enzimas envolvidas no seu metabolismo oxidativo estdo presentes em ambos 0s
grupos (MOCELIN et al., 2019), € seguro assumir que compartilham ao menos alguns
pontos chave dos processos farmacoldgicos envolvendo essa substancia (HOWARTH
et al., 2011).

Sua administragcdo em mamiferos, incluindo nos humanos, € normalmente feita
por via oral. Uma vez que possui carga elétrica resultante praticamente nula, ele é
capaz de atravessar as membranas das mucosas gastrintestinais livremente, sendo
absorvido por difusdo passiva seguindo naturalmente o gradiente de concentracdo. A
absorcao pela mucosa intestinal, especificamente no duodeno e no jejuno, no entanto,
€ muito mais rapida que pela mucosa géstrica, sendo essa, portanto, a principal via
de entrada do alcool no sangue. Neste caso, a taxa de absor¢cdo dependera, entéo,
da biodisponibilidade, do gradiente de concentracdo e da taxa de esvaziamento
gastrico. A biodisponibilidade do etanol nas porcbes gastrintestinais citadas é
influenciada por uma série de fatores que contribuem para o efeito de primeira
passagem. Na mucosa gastrica, ele sera oxidado pela atividade das isoformas da
enzima Alcool Desidrogenase (ADH), especificamente a 6ADH, e as ADHs de classes
I e Ill. Na mucosa intestinal, serA degradado pela atividade da microbiota
(KOURKOUMPETIS & SOOD, 2019). A administracdo em peixes oferece uma
vantagem quando comparada a de mamiferos, uma vez que o etanol pode ser
simplesmente diluido no meio de exposicdo e absorvido principalmente pela mucosa
branquial, seguindo os mesmos principios fisico-quimicos e alcangando diretamente
a circulacao sistémica (GERLAI, 2000). Nao se sabe com preciséo, porém, a extenséo

do efeito de primeira passagem nos peixes.

Uma vez que o etanol atinge a circulagdo sistémica, sua distribuicdo néo
depende de nenhuma proteina transportadora, e a perfusdo é determinada pela taxa
de fluxo sanguineo, massa, dimensdes e proporcao relativa entre 4gua e gordura dos

tecidos. A concentracao no sangue se da pela razao simples entre a taxa de absorcéao
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pela taxa de oxidacdo (CEDERBAUM, 2012). A taxa de oxidacao, por sua vez, sera
determinada por fatores genéticos do individuo e pela saturacdo das enzimas
envolvidas no metabolismo oxidativo (DLUGOS & RABIN, 2003).

Os efeitos comportamentais podem ser observados pouco tempo ap6s contato
com a substancia, que alcanca rapidamente o Sistema Nervoso Central (SNC).
MATHUR et al. (2011) detectou no cérebro de zebrafish uma concentracédo
proporcional a décima parte da solugcédo-teste com apenas 20 minutos corridos de
exposicdo por imersdo, descrevendo também alteragdes subsequentes no
comportamento e indicando que este tempo foi suficiente para exercer efeito
farmacoldgico. Com uma taxa de absorcdo constante pelas branquias e pela pele, os
niveis de etanol no cérebro e no sangue atingem ponto de equilibrio dentro de 40
minutos (GERLAI, 2000).

Tanto em mamiferos quanto em peixes, a oxidacdo do etanol acontece
majoritariamente através de rotas enzimaticas no figado, por duas vias principais: a
das alcool desidrogenases (ADH), especialmente pelas desidrogenases de Classe | e
lll, e, numa proporcdo muito menor, a do complexo Citocromo P450, pela acdo das
isoformas da CYP2E1. As ADHs sdo enzimas citosolicas portadoras de Zinco e
constituidas de duas sub-unidades de aproximadamente 40 kDa cada, responsaveis
pela transformacdo do etanol em acetaldeido através da reducdo da coenzima
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*) em NADH. Como a constante de Michaelis
(Km) da maioria das isozimas € muito baixa (aproximadamente 1 mM), a saturacao
acontece em pequenas concentracdes, fazendo com que a dinamica de eliminacao
esteja sempre em velocidade maxima (Vm) €, uma vez que este grupo proteico &
responsavel pela maior parte da oxidagao, ele rege o ritmo oxidativo resultante, sendo
este, portanto, linear. A taxa de eliminacdo média do etanol para um ser humano
adulto de 70 Kg é de aproximadamente 7 g.h1, mas animais com dimensdes menores
metabolizam muito mais rapidamente, sugerindo que o processo esta relacionado com
a taxa metabdlica basal do organismo (CEDERBAUM, 2012).

Analises filogenéticas de duas ADHSs de D. rerio demonstram que elas dividem
ancestralidade com as ADHs de classe | e Ill de mamiferos. Os genes para estas
enzimas foram mapeados e localizados no cromossomo 13, sendo nomeados Adh8a
e Adh8b. A sequéncia de aminoacidos codificada pela Adh8a apresenta similaridade
de 82% e 72% para as enzimas homologas de humanos e roedores, respectivamente.
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A capacidade de metabolizagdo do etanol (Vmax) € de 13,4 nmol.min't por miligrama
de proteina e sua afinidade (Km) € de 0.7 mM. A Adh8b, apesar de sua similaridade
constitucional com a de mamiferos, ndo compartilha das mesmas funcionalidades,
tendo maior eficiéncia na oxidagdo de cadeias maiores que cinco carbonos. Ambos
0S genes sao expressos ainda durante o desenvolvimento embrionario e prosseguem
no cérebro, coracdo, nadadeiras, branquias, musculos e figado dos adultos
(REIMERS et. Al, 2004).

O etanol também € oxidado a acetaldeido pelas enzimas microssomais do
CYP450 através das isoformas da CYP2EL1 presentes no reticulo endoplasmaético liso.
Esta via esta presente tanto no figado quanto no cérebro, porém se faz mais presente
neste. Ela atua por intermédio da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADP+) sendo reduzida @ NADPH. As vias microssomais possuem afinidade
muito menor ao etanol quando comparadas as ADHs, e geram proporcionalmente
mais espécies reativas de oxigénio (EROs) como produto, notavelmente peréxido de
hidrogénio (H202) e superoxido (O2). A expressdo das isoformas da CYP2E1l é
positivamente induzida pelo etanol, e acredita-se que alguns dos efeitos deletérios da
substancia as células nervosas esteja relacionado ao estresse oxidativo causado pela
atividade destas enzimas (BERNARDO et al., 2019).

Altas concentracfes do produto final da via oxidativa citoplasmatica do etanol,
o acetaldeido, estdo diretamente relacionadas com as sensacdes desagradaveis que
seguem 0 consumo excessivo da substancia, como nauseas, vomitos e cefaleia. A
molécula de acetaldeido possui alto poder reativo e pode desencadear efeito deletério
em proteinas e acidos nucleicos, modificando estas estruturas por interacdo com o
grupamento amino e, consequentemente, interferindo em sua funcdo. O acetaldeido
resultante das vias de metabolizacédo € entéo, por sua vez, oxidado a acetato em um
processo catalisado pela acdo da enzima acetaldeido desidrogenase (ALDH),
encontrada exclusivamente no interior das mitocondrias. Esta reacdo também
acontece por intermédio da coenzima NAD* sendo reduzida a NADH. O acetato passa
por uma outra etapa de oxidacdo, sendo convertido a Acetil-CoA em uma reacao
catalisada pela acetil-CoA sintetase onde, a partir dai, divide sua rota metabdlica com
lipideos, proteinas e carboidratos que também geram Acetil-CoA como subproduto
(MUGGIRONI et al., 2013).

Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, o etanol atravessa com facilidade
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a barreira hematoencefalica, alcancando equilibrio quimico no cérebro rapidamente.
Uma vez que ele influencia uma ampla gama de vias neuroquimicas e metabdlicas,
seu efeito € caracterizado como pleiotropico. Sabe-se que, no geral, o efeito
neurocomportamental esta relacionado com influéncia direta sobre vias inibitérias e
excitatérias do SNC, e indiretamente pelo sistema de recompensa mediado pela
dopamina (DA) e serotonina, ou 5-hidroxitriptofano (5-HT). E considerado uma droga
neurodepressora por potencializar a acdo do principal neurotransmissor inibitorio, o
acido gama-aminobutiruco (GABA) e concomitantemente, diminuir a acéo do principal
neurotransmissor excitatério, o glutamato. Ademais, ele também reduz o fluxo
transmembrana de fons Ca?* através da inibicdo dos Canais de Ca?* tipo L,
relacionados com comportamentos depressivos e com a neuroadaptacédo induzida

pela exposicdo a substancia (HARRISON et al., 2017).

O sistema de recompensa modulado pela DA e 5-HT esta relacionado com a
regulacdo de parametros comportamentais como a locomoc¢ao, cogni¢cdo, emocao,
agressividade e ansiedade. Mesmo em doses baixas, o0 etanol é capaz de influenciar
uma enorme liberagdo de DA e 5-HT no nucleus accumbens, reforcando
positivamente o0 uso da substancia. A super-ativacdo desta via esta associada a
sensacOes de prazer que facilitardo nova busca pela droga. Em contrapartida, o
consumo exagerado e cronico reduz a concentracdo desses neurotransmissores, 0
gue sugere que estdo envolvidos com o0s sintomas comportamentais observados
durante a abstinéncia (MATHUR et al., 2011).

A via serotoninérgica, em especial, desempenha papel central no
comportamento de consumo, recompensa, preferéncia e dependéncia ao etanol. Este
neurotransmissor regula comportamentos de impulsividade, agressividade, motivacao
e medo. O consumo da droga influencia diretamente a ativacdo desta via e a
expressao de seus receptores, alterando sua atividade e homeostase (MULLER et
al.,2020). A exposicdo aguda produz aumento dos niveis extracelulares de
concentracdo de 5-HT, enquanto que o consumo crbnico leva, em geral, a uma
reducdo nesta neurotransmisséo, evidenciado pela reducdo dos niveis de seu
metabdlito primario, o &cido 5-hidroxidoindoleacético, em deteccdo no fluido
cerebroespinal de alcodlatras em andlises post-mortem (VIRKKUNEN & LINNOILA,
1990). As vias serotoninérgicas também influenciam de maneira indireta a

neurotransmissédo de GABA e aumentam a producéo de DA, repercutindo no processo
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de tomada de decisdes e em comportamentos emocionais.

Alguns estudos relacionam a atividade serotoninérgica no cérebro de D. rerio
com a deflagracdo de comportamentos especificos, como medo e ansiedade. Os
genes que codificam as sequéncias de aminoacido das proteinas envolvidas na
sintese, transporte, sinalizacdo e degradagéo em zebrafish dividem alta similaridade
com os de outros vertebrados, sugerindo que os efeitos das drogas que alteram o
metabolismo de 5-HT é conservado nestas espécies. Coerentemente, a exposi¢ao de
D. rerio a agonistas e antagonistas de 5-HT possui relagdo positiva com parametros
comportamentais de ansiedade e locomocao. Considerando que manipulagbes
farmacoldgicas envolvendo o sistema serotoninérgico em peixes produzem efeito
comportamental robusto, € razoavel concluir que esta € uma espécie promissora para

estudos envolvendo esta via de neurotransmissdo (STEWART et al., 2014).

Os receptores GABAA também s&o alvos promissores do estudo de efeito
farmacodinamico direto do etanol. Estudos com roedores knock-out para proteinas de
sintese destes receptores reduzem os efeitos comportamentais relacionados ao
etanol (CHANDRA et al., 2008), e, coerentemente, agonistas GABAEérgicos 0s
potencializam (TRAN et al., 2017). Estes receptores sdo canais ionotropicos ligante-
dependentes que possuem como agonista enddgeno o neurotransmissor GABA,
principal neurotransmissor inibitério do SNC. Uma vez em sua conformacéo ativa, o
receptor permite o influxo de ions cloreto, aumentando o niumero de cargas negativas
no interior da célula pés-sinaptica e reduzindo a chance de disparo de um potencial
de acao, inibindo, em Ultima instancia, a neurotransmissao. Ensaios eletrofisioldgicos
in vitro constataram que o etanol em concentra¢des entre 1 mM e 50 mM administrado
em culturas celulares ap6s remog¢éo aguda proporcionam potencializagdo da atividade
dos receptores GABAaA em neurdnios da regido dorsal, hipocampal e cortical de ratos,
camundongos e galinaceos. Esta potencializacdo acontece, a nivel de receptor, por
aumentar tanto a frequéncia dos eventos de abertura, quanto o tempo médio do
estado ativo (LOBO & HARRIS, 2008).

Outro receptor muito presente nos neurbnios centrais que possui afinidade
relatada ao etanol € o N-metil-D-aspartato (NMDA), um tipo de receptor que possui
como agonista endogeno o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, o
glutamato. Quando ativado pela ligagdo com o glutamato, o receptor produz uma

excitacdo na célula pés-sinaptica por permitir influxo catiénico. O rapido movimento
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de cargas positivas para o interior celular reduz a diferenca de potencial que existe
para com o ambiente externo, facilitando, assim, o disparo de um potencial de acéo.
Estudos com cultivos celulares demonstram que etanol administrado mesmo em
baixas concentragdes (0,03% v/v) é capaz de inibir o influxo catiénico provocado pelos
receptores NMDA, sugerindo que a droga exerce efeito farmacoldgico em quantidades
relevantes para o consumo humano. O mecanismo molecular que fundamenta este
efeito ainda ndo foi completamente elucidado, mas é consenso que existe um
decréscimo na taxa de influxo de ions Ca?*. A inibicdo da excitabilidade p6s-sinaptica
causada pelo EtOH sobre as vias glutamatérgicas repercute em outras vias
importantes da sinalizacdo central, reduzindo a neurotransmissdo dopaminérgica,
serotoninérgica e colinérgica por impedir a liberacdo das vesiculas dos respectivos
neurotransmissores. Especificamente nas vias hipocampais, esta interacao pode estar
relacionada aos efeitos deletérios do etanol sobre a memoria e a aprendizagem
(GONZALES & JAWORSKI, 1997). A exposicao cronica ao etanol também aumenta
a expressdo de proteinas associadas a sintese dos receptores NMDA, apresentando
efeito direto sobre a plasticidade neural por aumentar a populagdo destes receptores

através de mecanismos de suprarregulacdo (ALASMARI et al., 2018).

O etanol configura, entdo, uma substancia ideal para a modulacdo
farmacoldgica do comportamento do D. rerio por apresentar conveniéncias como facil
acesso e preco aquisitivo, além da facilidade de administracdo. Também, o efeito do
etanol sobre o comportamento do zebrafish e outros modelos experimentais é
amplamente relatado na literatura, possibilitando um bom repertério de comparacao
de dados. Além disto, sabe-se que o zebrafish possui as estruturas neurais envolvidas
no efeito farmacolégico relacionado a suas expressdes comportamentais
evolutivamente conservadas, validando-o como modelo. Desta forma, o etanol permite
a modulacdo quantitativa dos parametros comportamentais avaliados nos testes de
comportamento abordados até entdo. No entanto, na maioria das vezes, estes testes
sdo aplicados separadamente. A aplicacdo de diferentes testes comportamentais
sequencialmente, numa bateria de testes, oferece muitas vantagens, e constitui uma

metodologia exercida com roedores e ainda ndo transferida para peixes.

Mesmo entre individuos de uma mesma espécie é possivel encontrar
diferencas morfologicas, preferéncias, aptiddes no desenvolvimento de tarefas e

vulnerabilidades. O repertério comportamental individual de cada espécime oferece
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um desafio no estudo das bases neurobioldogicas do comportamento (LEITE-
FERREIRA et al., 2019). O tamanho de um animal, sua posicdo numa hierarquia ou
seu background genético sdo apenas alguns dos fatores que podem influenciar sua
tomada de deciséo frente a situagdes de risco. Desta forma, é natural que o fenotipo
comportamental tipo-ansioso seja deflagrado com diversidade intraespecifica e
interindividual. Testes comportamentais aplicados separadamente coletam dados
comportamentais de uma populacdo, mas excluem essas variagbes, uma vez que o
comportamento adotado por um animal em um dos testes pode n&o ser relacionado
com o resultado de outro teste para 0 dominio comportamental abordado (MCILWAIN
et al., 2001). Por exemplo, um peixe de proporcdes relativamente grandes ou em grau
alto de sua hierarquia, poderia estar mais confiante em explorar as porgdes superiores
do aquério de natacdo espontanea (novel tank), ndo apresentando o fendtipo
comportamental tipico do padrdo tipo-ansioso, a tigmotaxia, mas ainda assim
apresentar aversao ao estimulo luminoso em um teste de claro-escuro. Utilizando este
espécime ilustrativo em apenas um teste, ndo apenas limitamos a diversidade
fenotipica observada no experimento como também necessitariamos de outro
individuo para o outro teste, dobrando a quantidade de individuos utilizados
(HARRISON et al., 2020).

Ademais, a utilizacdo de modelos experimentais nas Uultimas décadas
acompanhou também um enrijecimento das medidas bioéticas necessarias para a
execucao dos trabalhos envolvendo pesquisas com animais. O Principio dos 3 R’s,
como foi batizado pelos idealizadores RUSSEL & BURCH (1959), prevé uma eficacia
maior na utilizacdo destes modelos. Ela implica nos preceitos Replace, Reduction e
Refinement nas metodologias experimentais. Por Replacement, do inglés
“substituicdo”, entende-se a substituicdo dos modelos tanto quanto possivel, por
metodologias ou tecnologias que ndo envolvam seres vivos, mas também pela adogéo
de modelos que se acredita possuirem menor grau de experienciar dor ou sofrimento.
Por Reduction, do inglés “reducao”, entende-se reduzir a quantidade de individuos
utilizados sem impactar o respaldo estatistico da pesquisa, garantindo sua validagao.
E por fim, Refinement, do inglés “refinamento”, implica na adog¢ao de procedimentos
gue proporcionem uma relagédo mais eficiente entre severidade e resultados (KOLAR,
2006). A aplicacao de baterias testes contempla todos os trés pontos, substituindo

modelos mamiferos, reduzindo 0 numero de animais necessarios para o
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desenvolvimento das pesquisas e ampliando o fenétipo comportamental observado,

garantindo dados mais robustos para a analise.

Portanto, a avaliagcdo de varias respostas comportamentais de um mesmo
peixe em diferentes testes permite uma correlagdo entre os fendétipos de diferentes
dominios, ampliando a compreensao dos padrdes comportamentais interindividuais e
trazendo mais confianca na interpretacdo das diferencas observadas. Ao expor um
mesmo individuo a varios testes sequencialmente padronizados, reduz-se também a
quantidade de animais necessarios para a pesquisa (PAYLOR et al., 2006). Porém,
existem desafios relacionados a esta metodologia. Nao se sabe com precisdo qual a
extensdo do impacto da manipulacdo de um individuo seguidas vezes, nem a
interferéncia dos testes antecedentes. E possivel contornar esses obstaculos
definindo uma sequéncia padronizada, partindo de testes menos desafiadores em
termos de esforgo fisico e também menos “invasivos”, ou seja, que requerem menos
manipulacdo, para testes progressivamente mais exigentes ou intensos nestes
quesitos (WOLF et al., 2016). Outro ponto € o fator de habituacdo do animal. Testes
de novidade serdo burlados por animais “treinados”, ou seja, uma vez que o animal
foi retirado de seu aquario de residéncia e inserido em um novo ambiente, é possivel
gue a reinsercdo em um segundo novo ambiente reduza o fator de novidade,
interferindo em sua resposta comportamental. E necessario avaliar até que ponto

estas desvantagens interferem na validacado desta metodologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia da aplicacdo de uma bateria de testes comportamentais
aplicados de maneira sequencial utilizando peixes Danio rerio como modelos

experimentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar através da acédo farmacoldgica do etanol sobre o comportamento de
Danio rerio em uma bateria de testes comportamentais aplicados em sequéncia,

guanto existe, ou se existe, impacto de um teste antecessor sobre o teste sucessor.

Obter, através da inversdo da ordem dos dois primeiros testes da bateria-teste,
um vislumbre do impacto que a ordem de aplicacdo dos testes pode oferecer sobre a

sensibilidade e o resultado final da bateria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS: ORIGEM E CONDICOES DE MANUTENCAO EM

LABORATORIO

Para este estudo, foram utilizados 414 individuos adultos de Danio rerio
linhagem selvagem (AB), de sexo sortido, comprimento total médio de 3,4 £ 0,4 cm e
peso médio de 0,3 + 0,1 g, sem experiéncia prévia com o experimento, provenientes
de um fornecedor comercial (Angelfish, Londrina-PR). Os peixes foram aclimatados
no Laboratorio de Ecofisiologia Animal (LEFA) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) por pelo menos 10 dias em aquarios de vidro contendo aproximadamente 70 L
de agua de cultivo (agua de torneira desclorada por filtro de carvdo ativado),
respeitando-se a densidade populacional maxima de 1 g de peixe por litro de dgua. A
alimentacéo foi feita com ragéo comercial Alcon Basic® e ocorreu duas vezes ao dia.
As condicbes de manutencdo simularam um ambiente tropical, com temperatura
mantida a 26 + 1 °C através do uso de aquecedores dotados de termostato, e
fotoperiodo de 14 horas claro e 10 horas escuro. Os seguintes parametros fisicos e
quimicos foram monitorados (valores entre parénteses): pH (7,0 £ 0,5); condutividade
elétrica (110 + 10 uS cm). nitrito e amonia ndo-ionizada (maximos de 0,25 mg Lt e
5 ug L1, respectivamente; ambos Labcon Test®). Para manter a qualidade da agua e
o bem-estar dos animais foi realizada a retirada de residuos por sifonagéo sempre que
notados no fundo dos aquarios e renovacdo parcial da agua (de 50 a 75%) com
frequéncia semanal, além da utilizacdo de bombas ligadas a filtros de esponja e a

aeradores.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

3.2.1 Configuracdo das Baterias-Teste

Para avaliar a eficacia e viabilidade de execucéo de testes comportamentais de
forma sequencial, foram realizados, em um primeiro momento trés tipos de testes em

uma ordem pré-estabelecida, com os mesmos individuos passando de um teste para
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0 outro e, em um segundo momento, a aplicacdo dos mesmos testes de forma
individual ou com a posicéo invertida na sequéncia. A figura 3 permite uma melhor
compreensdo da metodologia adotada. Para fins didaticos estes dois momentos de
realizacdo dos testes foram denominados Bateria 1 (BT1) e Bateria 2 (BT2) de

experimentos.

Figura 3. Baterias 1 e 2 de experimentos. Bateria 1: trés testes comportamentais em sequéncia. Bateria
2: inversdo dos dois primeiros testes da bateria 1 e teste de resisténcia natatéria em separado. Os
testes marcados com asterisco (*), mesmo constituindo uma bateria, tém carater de testes isolados,
pois séo os primeiros da sequéncia. CE = teste claro-escuro; NE = teste de nata¢do espontanea; RN =
teste de resisténcia natatoria.

BATERIA 1: CE, NE e RN em sequéncia

1/vez dums

= p—— x /839,

T - T I

1Ex2pA?S|(gasoh Claro-Escuro E Natatciao Resistélnc_:ia
(1, e ) (15min) spontanea N:f\tatorla
(CTR, 0,5 e 1,0%) (15 min) (até 12 min)

BATERIA 2: sequéncia de NE e CE; RN em separado

1/vez wdumm

_—
—— ——
— ——
—— ——
-
— e em—

fx;osnc;aSOh Nata(,léo Claro-Escuro
(1, 24 e ) Espontanea (15min)
(CTR, 0,5 e 1,0%) (15 min)
1/vez dum
-_— - - = =—=— )
L= Resisténcia
— - - Natatodria
Exposic3o (até 12 min)

(1, 24 e 96h)
(CTR, 0,5 e 1,0%)

Fonte: o préprio autor.
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Para avaliacdo da eficacia de um determinado teste e do possivel efeito de
testes precedentes em testes seguintes, repetiu-se 0s experimentos com 0s testes
integrantes da bateria-teste de forma isolada. E importante esclarecer que a
terminologia teste “isolado” ndo é, necessariamente, um teste fora de uma sequéncia,
mas sim um teste que ndo tem a influéncia de testes precedentes, como € o caso do
teste claro-escuro na bateria de 3 testes (BT1), na qual ele € o primeiro. Do mesmo
modo, na BT2, a natacdo espontdnea é o primeiro e tem carater “isolado” na

sequéncia NE-CE.

A bateria-teste inicia-se com o teste claro-escuro, estabelecido como o primeiro
por ser considerado o mais sensivel a parametros de ansiedade (KYSIL et al., 2017),
e, assim, amenizar possiveis interferéncias causadas naturalmente pela manipulacao
do animal. Prossegue-se a finalizacdo do primeiro teste com a cuidadosa realocacao
imediata do mesmo individuo para o segundo teste, de nata¢do espontanea, no qual
€ avaliada sua atividade exploratoria em um ambiente desconhecido. Para evitar que
fatores externos (por exemplo, fluxo de pesquisadores no laboratorio ou ruidos)
influenciem nos parametros observados, estes dois primeiros testes foram aplicados
em uma caixa de isolamento (fig. 6) de medidas 0,80 x 1,20 x 1,20 m (largura,
comprimento, altura) na sala de analises comportamentais do LEFA. As imagens do
interior da caixa de isolamento foram capturadas por duas cameras de circuito fechado
de televiséo (CFTV), acessadas em tempo real e gravadas digitalmente por meio do
software Geovision®. A bateria 1 teve fim com o teste de resisténcia natatéria, no qual
os peixes foram desafiados, um a um, por um fluxo crescente de agua corrente. A
medida que um individuo avancou para o teste seguinte na bateria-teste, outro entrou
no lugar de seu antecessor, de tal modo que a aplicacdo dos trés testes se sobrepds

com peixes em todos 0os compartimentos, com excec¢do dos individuos iniciais e finais.

Para compararmos a performance dos testes dentro da bateria-teste, ou seja,
para avaliarmos se existe, ou quanto existe de influéncia de seus testes antecedentes,
aplicamos, num segundo momento, os testes de natacdo espontanea e resisténcia
natatéria isoladamente. Para estes testes isolados, a metodologia de manipulacdo e
exposicao foi rigorosamente mantida. O teste claro-escuro ndo exige uma aplicagéo
isolada, uma vez que € o primeiro da bateria e constitui-se como um controle para si
mesmo. No entanto, como ndo haveria prejuizo para o teste de natacdo espontanea,

como checagem de um potencial efeito ansiogénico da manipulacdo neste teste,
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optou-se pela realizacdo do teste claro-escuro apos o teste isolado de natacao
espontanea. Embora intuitiva e conceitualmente julgamos ser mais adequado realizar
um teste de ansiedade como o0 primeiro em uma sequéncia, procuramos vislumbrar
com essa inversao verificar a influéncia de um teste antecedente em um cenario onde
0 teste claro-escuro ndo seria adotado como o primeiro. Assim, resumidamente,
podemos definir os testes deste trabalho em trés principais momentos, divididos em
duas partes: a primeira parte contendo a bateria-teste e aplicacdo sequencial dos trés
testes, e uma segunda parte dividida entre a aplicacdo do teste de natacéo
espontanea isoladamente (seguido pelo teste claro-escuro), e a aplicacdo do teste de
resisténcia natatéria isoladamente. A ndo realizacdo do teste de resisténcia natatoria
antecedendo os testes de natacdo espontanea e claro escuro na bateria 2, como um
espelho da BT1, justifica-se:

a) pelo carater fisicamente exigente deste teste, em que o animal nada contra
a corrente, o que poderia constituir um forte fator de confusédo para os demais testes
por: i) potencialmente provocar esgotamento de reservas energéticas; i)
potencialmente ser um provocador de estresse e/ou ansiedade; iii) produzir
desigualdade de condi¢Bes no grupo testado, uma vez que o término do teste ndo tem

tempo pré-definido, mas € dado pela resisténcia de cada individuo;

b) por ndo possuir tempo de duracdo fixo, o que impossibilita a

introducdo/passagem simultanea de peixes em testes subsequentes;

C) por exigir, por isonomia metodoldgica, a realizacao de, no minimo, mais uma
bateria para o reposicionamento dos outros testes, o que significaria um dispéndio
muito maior de animais para a testagem de sequéncias que consideramos menos

l6gicas dos que as que utilizamos no presente trabalho.

3.2.2 Exposi¢ao ao Etanol

Todos os experimentos foram realizados apos exposi¢céo ao etanol por 1, 24 e
96 horas, nas concentracbes de O (controle), 0,5 e 1,0% em todos os tempos de
exposi¢cao, com um nuamero de peixes igual a 16 por grupo experimental. A efetividade
das concentracbes e o numero amostral adotado foram baseados em trabalhos

preliminares realizados em nosso laboratério e em trabalhos na literatura com a
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espécie (GERLAI, 2000; DUGLOS & RABIN, 2003; ROSEMBERG, 2012; MATHUR &
GUO, 2011; TRAN & GERLAI, 2013), mostrando consisténcia da acao farmacologica
da substancia nessas concentragfes. Os tempos de exposi¢cdo adotados sao periodos
cldssicos em estudos ecotoxicoldgicos de exposicdo aguda a xenobidticos.

Para a exposicdo aguda rapida (1h), os peixes foram transferidos
individualmente de seu aquéario de aclimatacdo para um recipiente plastico
transparente de 250 mL contendo 200 mL de solucéo. Individuos do grupo controle
foram inseridos em meio contendo somente agua de cultivo. Para confeccéo de todos
0S meios de exposicdo, retirou-se do compartimento uma porcao de volume de agua
de cultivo proporcional ao volume de EtOH (PA 99,9%) que seria introduzido
posteriormente para alcancar a concentracdo desejada. Os animais permaneceram
no recipiente de exposi¢ao por 30 minutos até o inicio da bateria-teste. O primeiro e o
segundo teste da bateria tiveram, cada um, duracdo de 15 minutos. A agua dos
aguarios destes dois testes continha EtOH em concentragdo proporcional ao do
recipiente de exposicao para evitar que houvesse depuracédo da substancia ao longo
do experimento. Desta forma, o tempo de exposicdo total ao EtOH foi de 45 minutos
ao final do teste claro-escuro e inicio do teste de natacdo espontanea, e 1h ao final do
teste de natacdo espontanea e inicio do teste de resisténcia natatéria. Neste, os
organismos foram expostos apenas a agua de cultivo em todos os grupos testados,
uma vez que foi a Ultima etapa. Além disso, o aparato que mantém o fluxo de agua é
complexo, de tamanho grande e exigindo uma constante renovagdo do meio para
manter a concentracao estavel, uma vez que a configuracdo do sistema, com agua
recirculante e uma caixa de escape aberta poderia facilitar a volatilizagcdo do EtOH. E
importante ressaltar que ensaios preliminares sugerem ndo haver alteracdo
consideravel dos parametros comportamentais entre 30 minutos e 1 hora de

exposicao ao EtOH.

Para exposi¢cdes agudas de carater mais prolongado (24h e 96h), os peixes
foram retirados de seu aquario de aclimatacao e inseridos em aquarios experimentais
contendo 30 L de solugdo, onde foram aclimatados sob o mesmo regime de
manutencgao por pelo menos 5 dias antes do inicio da exposi¢cao. Uma vez introduzido
o EtOH nestes aquaérios, os filtros foram retirados, e a oxigenacao foi reduzida para
atenuar impactos na biodisponibilidade. Por razdes de padronizagéo, os peixes foram

retirados dos aquarios transcorrido o tempo de exposicao e inseridos individualmente
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em recipientes de 250 mL contendo 200 mL de solugcéo durante os 30 minutos que

antecederam os testes.

Para os testes da bateria 2, a metodologia seguiu rigorosamente o tempo de
exposicdo inicial de cada teste da bateria 1. Desta forma, para o teste de natagéo
espontanea, os individuos foram retirados de seus aquarios e inseridos
individualmente em recipientes plasticos contendo 200 mL de solucdo, onde
permaneceram por 45 minutos até o inicio dos testes. Assim, para o teste de
resisténcia natatéria, o tempo de permanéncia neste recipiente de exposicdo se
estendeu para 1h. Assim como na bateria-teste, os grupos de exposicao prolongada
foram expostos coletivamente em aquarios experimentais contendo 30 L de solucéo
antes de serem realocados para o recipiente plastico que precede os testes, sob as

mesmas condi¢bes de manutencao e aclimatacéo.

3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS E SEUS PARAMETROS DERIVADOS

3.3.1 Teste Claro-Escuro

Para este teste, os peixes foram individualmente inseridos com cuidado no
compartimento central de um aquario com dimensdes 18 x 49 x 9 cm (altura,
comprimento e largura) (fig. 4) contendo 6,8 L de solucdo. Para manter a temperatura
constante, um aquecedor foi intalado na regido mediana (espaco de aclimatagédo) com
o sensor digital do termostato, de cor preta, instalado na parede da extremidade
escura. Foi determinado um periodo de 5 minutos para aclimatacdo dentro do
compartimento central, que restringe a exploracao e o contato visual com as demais
regides do aquario. Decorrido este tempo, a diviséria do compartimento foi suspensa
com auxilio de um sistema de acesso remoto por fio, acionado do lado de fora da caixa
de isolamento, liberando o animal e permitindo sua circula¢do. O aquario simulou dois
ambientes de equiparaveis dimensdes: um claro e um escuro, produzidos pela
aplicacao de adesivos plasticos de cores branco e preto sobre a parede externa do
aquario de vidro. Em condi¢des de nao exposicdo, ha uma tendéncia de preferéncia
pelo ambiente escuro (chamada de escototaxia) que pode ser intensificada em

situacOes de ansiedade ou medo, configurando um parametro comportamental
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(MAXIMINO et al., 2010; STEWART et al., 2011). Os animais tiveram sua atividade
monitorada durante 10 minutos com auxilio do software Geovision® e de uma camera
fixada em posicdo zenital ao aquario. Os videos foram posteriormente analisados
visualmente e com o auxilio de um cronémetro digital para avalicdo dos seguintes
parametros comportamentais: 1) primeira escolha (ambiente que o peixe escolheu
para explorar primeiro); 2) laténcia (tempo, em segundos, decorrido entre a liberagao
do peixe e o inicio de sua atividade exploratdria); 3) tempo de permanéncia (tempo de
permanéncia do peixe no lado claro). Este parametro foi coletado assistindo aos
videos e disparando o crondbmetro sempre que havia transito pelo lado claro e
pausando o tempo quando o animal retornava para o lado escuro. O tempo de
permanéncia no lado escuro foi calculada pela subtracdo do tempo de permanéncia
no lado claro do tempo total de avaliagdo do teste; 4) nUmero de trocas (nUmero de
vezes que o animal passou de um ambiente para o outro) e 5) tempo médio por
investida no ambiente claro, parametro derivado da razao simples entre o tempo de

permanéncia no claro pelo numero de trocas.

Figura 4. Aquario utilizado para os testes de claro-escuro. As medidas séo apresentadas em
centimetros.

Fonte: o proprio autor.
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3.3.2 Teste de Natacédo Espontanea

Os peixes foram cuidadosamente inseridos de forma individual em um aquario
tipo novel tank (EGAN et al., 2009) de dimensdes 14 x 24,3 x 4,5 cm (fig. 5) contendo
solucdo em 1,5 L de volume. Para garantir o formato trapezoidal do plano frontal,
caracteristico de novel tanks, foram utilizados fundo e laterais falsos de acrilico fosco,
impedindo, também, a producéo de reflexos que pudessem estimular comportamento
agressivo (GERLAI, 2000) e imagens duplicadas. Uma camera digital posicionada
frontalmente ao aquario foi utilizada em conjunto com o software de monitoramento
GeoVision® para captura de imagens, gerando videos de 15 minutos, dos quais 0s
cinco primeiros foram considerados periodo de aclimatacdo. Os videos foram
posteriormente analisados com auxilio do Software de Analise do Comportamento de
Animais em Movimento (SACAM) (CAETANO et al., 2006). Para as analises, o aquario
foi virtualmente dividido em dois estratos, superior e inferior, e 0S seguintes
parametros foram avaliados: (1) a distancia total percorrida pelo animal durante o
tempo de execucéo do teste, uma vez que sua atividade exploratdria é sensivel a acédo
de psicofarmacos (STEWART et al., 2012); (2) o tempo (em segundos) de locomocao
(tempo de movimento). Para este parametro, subtraiu-se do tempo total de avaliacdo
do teste (480 segundos) o tempo em que ndo ha deteccdo de movimento pelo
SACAM; (3) a velocidade média, correspondente a razdo entre a distancia total
percorrida pelo tempo de movimento, descrito como um parametro alterado em
quadros de ansiedade (STEWART et al., 2012). Adotou-se o calculo da velocidade
por tempo de movimento porque a velocidade derivada do tempo total (480 segundos)
produz relagdes idénticas as de distancia, configurando redundéancia; (4) Por fim, foi
observada a preferéncia por um estrato inferior ou superior, apresentada em forma de

porcentagem do tempo de deteccdo de movimento dos individuos em cada estrato.
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Figura 5. Aquario utilizado para os testes de natacdo espontanea. As medidas em preto correspondem
a altura e comprimento totais do aquario. As medidas em amarelo correspondem a altura e
comprimento superior e inferior da area Util para natagdo do animal. Os valores sdo apresentados em
centimetros.
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Fonte: o proprio autor.

Figura 6. Espaco interno da caixa de isolamento onde foram aplicados os testes de claro-escuro e
natacdo espontanea.

Fonte: o proprio autor.
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3.3.3 Teste de Resisténcia Natatoria

Este teste explora a tendéncia natural de alguns actinopterigeos,
principalmente ciprinideos (familia que inclui o D. rerio), a nadar contra um fluxo de
agua corrente (chamado de reotaxia). Aqui, 0s animais foram inseridos
individualmente, sempre com bastante cuidado, em um equipamento (fig.7) baseado
no projeto de MELO (2011), em processo de adaptacdo e automatizacdo. Este
equipamento € constituido por uma bomba que gera gradiente de pressao, criando
um fluxo que pode ser controlado manualmente através de um registro. A corrente de
adgua passa do registro através de uma rede interna a tubulacdo (que impede a
movimento do animal por todo o sistema) para um tubo de acrilico transparente, de
diametro interno de 18 mm, ligado pela outra extremidade a caixa de escape contendo
aquecedor e termdmetro para controle da temperatura, além da bomba, definindo um
percurso circular para a agua. Os peixes foram inseridos no tubo através de uma
abertura superior, contendo uma tampa em sua base, que impede o retorno do animal
ao recipiente de inser¢cdo uma vez gque o teste € iniciado. A fim de evitar contato visual
e diminuir interferéncia de fatores externos, aproximadamente 75% do tubo foi
coberto, em sua porcdo medial, com folha de aluminio. A vazao inicial do teste foi
determinada em 1 L min'! (vazdo de aclimatagdo), aumentada em 1 L mint a cada
minuto, até atingir a vazdo maxima de 12 L min-! (vazao de expulséo). Eventualmente,
0s peixes podem nao responder ao estimulo da vazao inicial e sdo carregados pelo
fluxo até a caixa de escape (captura). Assim, foi estipulada uma tolerancia maxima de
cinco tentativas de reinsercdo para individuos que nao responderam ao fluxo e

desistiram ainda na vazao inicial.

O resultado final foi avaliado na forma de um indice de Resisténcia Natatéria
(IRN), representado pela somatoéria das vazdes suportadas por um minuto, com a
altima vazéo ponderada pelo tempo (em segundos) suportado, conforme a seguinte
equagao:

tempo (s) na ultima

vazao
60

IRN = Z vazdes suportadas por 1 min + Gltima vazao x

Por exemplo, se um peixe resistiu por 30 segundos na vazao de 10 L/min, o

IRN calculado para este peixe sera: 1+2+3+4+5+6+7+8+9+10x30/60 = 50
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Valores baixos de IRN refletem uma menor capacidade do animal em manter a
natacdo contra o fluxo e podem ser relacionados a diversos fatores, como deplecao
de reservas energéticas, catabolismo proteico, distirbios neuromusculares, sedacéo

ou até mesmo ao estado animico ou motivacional.

Figura 7. Sistema utilizado para aplicacdo do teste de resisténcia natatoria.

Fonte: o proprio autor.

3.4 BIOMETRIA, SEXAGEM, DETERMINACAO DE GLICEMIA E FINALIZACAO

Ao término das atividades experimentais, os peixes foram realocados
individualmente para um recipiente de vidro contendo agua de cultivo em banho-maria
com gelo para anestesia. Transcorrido um tempo minimo de 1 minuto para acdo do
efeito anestésico, e observado o completo cessamento dos batimentos operculares,
os peixes foram retirados com auxilio de uma rede e tiveram o0 excesso de agua
removido para pesagem do corpo (Wt), com uma balanca digital com duas casas
decimais de precisdo. Com um paquimetro, foram medidos o comprimento total (Lt),
correspondente ao valor da extremidade rostral até a extremidade caudal, e o
comprimento padréo (Ls) correspondente ao valor da extremidade rostral até o inicio
dos raios da cauda, desconsiderando-a. A partir da razdo simples entre peso (em

gramas) pela terceira poténcia do comprimento (em centimetros), calculou-se o fator
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de condicéo de Fulton (Kf). Como este quociente resulta em valores numéricos muito
baixos, foi realizada a multiplicacdo por 10°, para a apresentacdo em valores da
primeira ordem de unidade. O sexo foi discriminado através de parametros
morfoldgicos, pela observagcédo de ganchos ou rugosidades nos raios das nadadeiras
peitorais (presente somente em machos). Utilizou-se uma tesoura de aco cirdrgico
para efetuar uma seccdo medular na altura da regido caudal, onde uma amostra de
sangue foi imediatamente coletada para andlise da glicemia, por meio de um
glicosimetro portatil Abbott Freestyle® modelo Optium Neo. As carcacas foram
posteriormente depositadas em um tubo Falcon® para armazenamento em freezer a -
80 °C até o momento do descarte, de acordo com o sistema de coleta de materiais

biolégicos da UEL.

Todos os procedimentos experimentais foram formalmente submetidos a
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEL) e aprovados sob o oficio
040.2020.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Com a intencdo de sintetizar a estrutura de variabilidade dos dados, de
construir grupos de elementos amostrais que apresentassem similaridades e de
verificar as relacdes de dependéncia entre as varidveis, foram realizadas analises
multivariadas, especificamente analises de componentes principais (PCAs) (Mingoti,
2005). A partir delas foi possivel identificar, dentre as muitas variaveis, inclusive as
nao diretamente relacionadas aos fatores comportamentais, como fator de condicao
e glicemia, quais sdo os componentes principais oriundos das combinacgdes lineares
das variaveis originais. Ainda a partir dessas andlises, pela verificagdo das cargas de
cada variavel, foi possivel verificar quais as mais significativas nas comparacoes, por
analise univariada, entre os testes dentro de uma sequéncia e seu analogo (mesmo
tempo de exposicao e concentracéo) realizado isoladamente (ou em posicéo diferente
em outra sequéncia). Foram utilizadas, para as analises de componentes principais,
o software Past, e para as analises univariadas, o software SigmaPlot 11.0. Para todas
as analises univariadas os dados foram submetidos a um teste de normalidade. Para

dados n&o-paramétricos, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis. Para dados
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paramétricos, aplicou-se em todos os testes, com excecao do claro e escuro, a analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes mdultiplas de Student-
Newman-Keuls (SNK). O teste t de Student foi adotado para o parametro de
preferéncia por um estrato no teste de natacdo espontanea e preferéncia por um
ambiente no teste claro-escuro. O teste de McNemar foi adotado para o parametro de
primeira escolha no teste claro-escuro. Em todos os testes, o nivel adotado como

significativo foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Nas figuras 8 e 9 podemos observar os graficos de cargas da andlise de
componentes principais. As figuras apresentam, respectivamente, a componente 1 e
a componente 2. Nas duas baterias de testes, de modo geral, para a componente 1,
0S parametros com maior correlacdo positiva foram a distancia total percorrida, o
tempo total de movimentacdo, a velocidade média e a resisténcia ao fluxo, todos
relacionados a atividade natatéria do animal, assim a nomeando. Da mesma forma,
para a componente 2, 0os parametros com maior correlacéo positiva foram o tempo de
permanéncia no ambiente claro e o tempo meédio por investida, relacionados a
fototaxia.

Na BT1, o nimero de tentativas, o tempo médio por investida e o tempo de
permanéncia no claro apresentaram correlacdo negativa com a atividade natatoria.
Em contrapartida, o nimero de trocas, a exploracdo do estrato superior e o fator de
condicdo de Fulton apresentaram correlagcdo positiva, mas todos com magnitude
moderada. A glicemia, a primeira escolha e o tempo de laténcia ndo apresentaram
correlacdo relevante para esta componente (Figura 9A). Na BT2, a laténcia, o tempo
meédio por investida, o nUmero de tentativas e o tempo de permanéncia no claro se
correlacionaram de maneira negativa com esta componente. A primeira escolha, a
glicemia e o fator de condicdo de Fulton ndo apresentaram correlacdo relevante
(Figura 9B).

O tempo médio por investida, a exploracdo do extrato superior, o nimero de
tentativas, a velocidade média, a distancia percorrida e o tempo total de movimento
apresentaram correlacdo positiva, ainda que moderada, com a fototaxia na BT1,
enquanto que o tempo de laténcia e a resisténcia ao fluxo apresentaram a relagao
inversa. A glicemia, o fator de condicao de Fulton e o niUmero de trocas ndo atingiram
magnitudes relevantes para esta componente. Na BT2, o tempo total de movimento,
a exploracdo no estrato superior e a primeira escolha foram parametros que se
relacionaram positivamente com a fototaxia, enquanto que o numero de trocas, a
velocidade média, a resisténcia ao fluxo e o tempo de laténcia apresentaram
correlacdo negativa. A magnitude de variacdo do numero do fator de condicdo de
Fulton, da glicemia e do nimero de tentativas néo atingiu valores relevantes para esta

componente.
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Figura 8. Gréficos de cargas da componente 1 (atividade natatdria). A) BT1; B) BT2. As variaveis séo,
da esquerda para a direita: distancia total percorrida, tempo total de movimento, velocidade média,
indice de Resisténcia Natatéria, nimero de tentativas, tempo de permanéncia no claro, primeira
escolha, tempo de laténcia, tempo médio por investida, nimero de trocas, exploracdo do estrato
superior, glicemia e fator de condicdo de Fulton (Kf, fator de condicdo dos peixes finalizados apds o
término da sequéncia dos trés testes na primeira bateria, sendo o Ultimo teste o de resisténcia
natatéria); KINE2, dos peixes finalizados apods a natacdo espontanea; KfRN2, dos peixes finalizados
apos o teste de resisténcia natatoria).
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Fonte: o proprio autor.

Figura 9. Graficos de cargas da componente 2 (fototaxia). A) Bateria 1; B) Bateria 2. As variaveis séo,
da esquerda para a direita: distancia total percorrida, tempo total de movimento, velocidade média,
indice de Resisténcia Natatoria, nimero de tentativas, tempo de permanéncia no claro, primeira
escolha, tempo de laténcia, tempo médio por investida, nimero de trocas, exploracdo do estrato
superior, glicemia e fator de condicdo de Fulton (Kf, fator de condi¢éo dos peixes finalizados apés o
término da sequéncia dos trés testes na primeira bateria, sendo o Ultimo teste o de resisténcia
natatoria); KINE2, dos peixes finalizados apds a natacao esponténea; KfRN2, dos peixes finalizados
apos o teste de resisténcia natatoria).

A B

0.754 -
0.60

0.604
0.454

0.45-1
0.301

0.30

0.15
0.154 H
0.00 —— - -

0.00

Correlation

—]
—

-0.154

—
=
—
Cl
|

-0.15+
-0.301

=
—

-0.30
-0.454

Disténcia
Tempo mov
Velocidade
Resisténcia
Tentativas
Perm claro
Escolha claro
Laténcia
Tempo/inv
Trocas
Estrato sup
Glicemia

Kf

Distancia
Tempo mov
Velocidade
Resisténcia
Tentativas
Perm claro
Escolha claro
Laténcia
Tempo/inv
Trocas
Estrato sup
Glicemia
Kf (NE2)
Kf (RN2)

Fonte: o préprio autor.
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A figura 10 apresenta os graficos de dispersdo da analise multivariada. Para
facilitar a visualizacdo, ambas acompanham graficos derivados destacando cada um
dos seus trés tempos de exposicao (1h, 24h e 96h) nos anexos deste trabalho.

Na BT1, podemos observar que a distancia total percorrida, a velocidade média
e o0 tempo total de movimento apresentam posicado proxima no quadrante superior
direito, com forte correlagcdo com a atividade natatoria e moderada correlacdo com a
fototaxia. O tempo de permanéncia no ambiente claro, a escolha pelo claro, o tempo
meédio por investida e 0 nUmero de tentativas de resisténcia ao fluxo sdo parametros
gue ocupam o quadrante superior esquerdo, indicando forte correlacdo positiva com
a fototaxia, e uma correlagdo negativa moderada para a atividade natatoria. A laténcia
se correlacionou negativamente com a fototaxia, enquanto a resisténcia,
positivamente com a atividade natatoria. O fator de condicdo, embora com menor
forca, se correlacionou mais com a atividade natatoria do que com a fototaxia negativa.
A glicemia, o numero de trocas e a laténcia ndo apresentaram relacao relevante com
nenhuma das componentes.

Na BT2, a distancia total percorrida, o tempo total de movimento, a exploracao
do estrato superior, a resisténcia e a velocidade tiveram forte relacdo com a
componente 2, atividade natatéria, com as duas ultimas variaveis relacionando-se
inversamente com a fototaxia, assim como o niumero de trocas, mas este com menor
forca. O tempo de permanéncia no claro, juntamente com o tempo médio por investida
foram variaveis fortemente relacionadas a fototaxia, assim como o tempo de laténcia,
mas com correlacdo moderadamente negativa. Assim como na BT1, a glicemia nao
apresentou magnitude relevante para se relacionar com nenhuma componente na
BT2; o mesmo foi observado para o fator de condicéo e o numero de tentativas nessa

segunda bateria.
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Figura 10. Grafico de dispersado das baterias 1 (acima) e 2 (abaixo) de testes. Individuos expostos
a diferentes concentracGes de EtOH sédo representados por: circulo (CTR), triangulo invertido
(0,5%) e estrela (1%). As cores representam tempo de exposicao: azul (1h), amarelo (24h) e
vermelho (96h). Os vetores biplot mostram as relacdes de cada variavel com cada componente.
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As variaveis que apresentaram correlacdo de maior magnitude com as
componentes principais apontadas pelas PCAs foram tempo de permanéncia no claro,
distancia percorrida, e resisténcia natatéria, e sdo apresentadas de forma comparada,
em analises univariadas, entre as duas baterias nas figuras 11, 12 e 13.

N&do houve diferenca significativa entre o0s grupos analogos (mesma
concentracdo e mesmo tempo em testes em sequéncia comparados aos isolados)
para o tempo de permanéncia no claro e distancia total percorrida. Para o indice de
Resisténcia Natatoria, no entanto, as médias de todos 0s grupos em exposi¢do por
1h, e os grupos 0,5% e controle de 24h foram significativamente maiores para o teste
de resisténcia natatdria que integra a 0s testes sequenciais em comparacdo ao
mesmo teste quando aplicado de forma isolada.

Para o tempo de permanéncia no ambiente claro, ndo houve variacao
significativa na exposicédo de 1h em nenhum grupo. Em 24h houve crescimento dose-
dependente apenas para o teste de claro e escuro integrante dos testes sequenciais.
Em 96h houve crescimento dose-dependente para as duas baterias. Quando o teste
claro-escuro foi o primeiro da sequéncia, 0S grupos expostos ao EtOH em
concentracdo 0,5% e 1% alcancaram notavel proximidade com o limiar de diferenca
significativa (p = 0,051), mas ao ser aplicado em sequéncia ao teste de natacéo
espontanea, apenas 0 grupo exposto a 1% apresentou crescimento significativo em
relacdo aos outros dois do mesmo tempo de exposicao.

A distancia total percorrida apresentou efeito tempo-dependente de natureza
bifasica nos testes sequenciais, crescendo de maneira dose-dependente em 1h e
decrescendo de maneira dose-dependente em 96h, ndo apresentando variacdo na
exposicao por 24h. Quando o teste de natacdo espontanea foi aplicado em primeiro
lugar, o grupo exposto ao EtOH em 0,5% por 24h nadou uma distancia
significativamente menor que o grupo controle, sendo estes dois nao diferentes de
EtOH a 1%. Em 96h, a exposicdo ao EtOH em concentragdo 1% acarretou numa
distancia de nado consideravelmente menor em relacdo as outras duas
concentracoes.

O indice de Resisténcia Natatéria decresceu significativamente em todos os

tempos de exposicéo a 1%, além de 0,5% em 96h no teste aplicado de forma isolada,

revelando um padrdo aproximado dose e tempo-dependente. No teste de resisténcia

natatéria aplicado em sequéncia aos demais, houve reducgéo significativa deste indice
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somente na maior concentracdo em 24h e 96h.

Figura 11. Grafico comparando o parametro de permanéncia no claro entre testes claro-escuro
sequenciais (Seq) e isolados (Iso). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
analogos em um mesmo tempo de exposi¢ao e concentragdo. Letras indicam diferenca estatistica (p <
0,05) entre os grupos dentro de um mesmo tempo de exposi¢cdo, sendo minlsculas para testes
sequenciais e mailsculas para testes isolados. Os asteriscos (*) indicam forte tendencia de diferenca
estatistica entre os dois grupos (p = 0,051).
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Fonte: o préprio autor.

Figura 12. Grafico comparando o parametro de distancia total percorrida entre testes de natagéo
espontanea sequenciais (Seq) e isolados (Iso). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s grupos analogos em um mesmo tempo de exposicdo e concentracdo. Letras indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os grupos dentro de um mesmo tempo de exposigdo, sendo minusculas para
testes sequenciais e mailsculas para testes isolados.
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 13 Gréafico comparando o parametro de Iindice de Resisténcia Natatoria entre testes de
resisténcia natatéria sequenciais (Seq) e isolados (Iso). Asteriscos (*) indicam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os grupos analogos em um mesmo tempo de exposigao
e concentragdo. Letras indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os grupos dentro de um mesmo
tempo de exposigdo, sendo minUsculas para testes sequenciais e mailsculas para testes isolados.

Indice de resisténcia natatdria mse @iso

CTR  0,5% 1% CTR  0,5% 1% CTR  0,5% 1%
1h 24h 96h

Fonte: o préprio autor.

As figuras 14, 15, 16 e 17 mostram parametros do teste de claro-escuro em analises
univariadas.

Para o parametro de laténcia, quando o teste claro-escuro € aplicado em
primeiro lugar na bateria, a grande variancia nao permitiu que fossem detectadas
diferencas significativas entre os grupos sob concentracdo de 0,5%, que
apresentaram maior tempo médio de tomada de decisdo em relacdo aos outros dois
grupos em todos os tempos de exposicdo. Quando o teste claro-escuro sucede a
natacao espontanea, as médias crescem de maneira proporcional a concentracao e
ao tempo de exposicao, porem também sem qualquer diferenca estatisticamente

significativa.
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Figura 14. Tempo de laténcia (para escolha no teste claro-escuro) no teste em segunda posicdo, apos
a natagdo espontanea, na bateria 2 (a esquerda) e em primeira posigao, “isolado”, na baterial (a
direita). Letras diferentes indicam diferencga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de
exposigéo.
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Fonte: o proprio autor.

Quanto a preferéncia por um dos lados no momento de liberacdo (primeira
escolha) do peixe no aquério de claro e escuro, 0s peixes dos grupos controles, em
todos os tempos de exposicdo quanto o teste € aplicado em primeiro lugar, ndo
apresentaram preferéncia significativa por nenhum dos ambientes. Nos grupos sob
ambas as concentracbes de exposicdo aguda rapida (1h) ao EtOH, mais peixes
escolheram o lado escuro primeiro em relagdo ao grupo controle. Para os grupos sob
exposicao aguda prolongada, houve preferéncia pelo lado claro na primeira escolha
para ambas as concentracdes de EtOH em 96h, e na maior concentracdo em 24h, na
qual, notavelmente, todos os individuos escolheram o lado claro primeiro (Figura 15a).
Quando o teste claro-escuro foi aplicado em segundo lugar, houve preferéncia
significativa pelo ambiente claro nos grupos expostos ao EtOH em contracdo 1% por
1h, e concentracéo 0,5% por 96h. Os peixes do grupo controle da exposicéo por 96h
também demonstraram preferéncia significativa pelo lado claro na primeira escolha
(Figura 15b).
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Figura 15. Grafico de barras empilhadas mostrando a proporcao entre claro e escuro para a primeira
escolha (no teste claro-escuro) na bateria 2 (teste em segunda posicdo, apés a natacdo espontanea),
a esquerda) e na bateria 1 (teste em primeira posigéo, “isolado”), a direita. Letras diferentes indicam
diferencga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposigéao.
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Fonte: o proprio autor.

O nuamero de vezes em que houve troca de ambientes entre o claro e o escuro
nao apresentou diferenca significativa em nenhum grupo deste teste quando aplicado
em primeiro lugar, com excec¢ao do grupo sob concentracdo de 0,5% em exposicao
por 96h, que foi significativamente maior que os outros dois grupos do mesmo tempo
de exposicao (Figura 16a). Quando o teste claro-escuro foi aplicado em segundo
lugar, houve aumento significativo do nimero de trocas no grupo exposto ao EtOH em

concentracéo 0,5% por 24h e queda para EtOH 1% em 96h (Figura 16b).

Figura 16. Numero de trocas (entre os lados no teste claro-escuro) no teste em segunda posi¢do, apos
a natagao espontanea (a esquerda) e em primeira posigédo, “isolado” (a direita). Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposigao.
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Fonte: o préprio autor.

No teste claro-escuro em primeiro lugar, houve aumento do tempo médio por
investida no ambiente claro por parte do grupo exposto a 1% por 24h. Embora os dois
grupos expostos ao EtOH (0,5% e 1%) por 96h apresentem a mesma tendéncia, nao

foi detectada uma diferenca significativa entre eles. Para o teste de claro e escuro
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aplicado em sequéncia, apenas 0 grupo exposto ao EtOH em concentracdo 1%

durante 96h apresentou aumento significativo deste parametro (Figuras 17 a e b).

Figura 17. Tempo médio por investida no ambiente claro no teste claro-escuro em segunda posigdo na
bateria 2, apds a natagcdo espontanea (a esquerda) e em primeira posigao, “isolado”, na bateria 1 (a
direita). Letras diferentes indicam diferencga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de
exposigéo.
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Fonte: o proprio autor.

Nas figuras 18, 19 e 20, podemos observar os parametros da natacao

espontanea em andlise univariada.

Nos testes sequenciais, 0s grupos expostos ao EtOH em concentracéo 1% por
24h e 96h apresentaram menor tempo de movimentacdo em relacdo a 0,5%, sem
qualquer variagao significativa para este parametro nos grupos sob 1h de exposicao.
No teste isolado, o tempo total de movimento na exposi¢cdo de 1h foi menor em
concentracdo 1% em relacdo aos dois outros grupos do mesmo tempo. Em
contrapartida, houve aumento deste parametro para dois grupos sob concentracao
0,5%: na exposicao por 24h em relacdo ao grupo exposto a 1%, e na exposicao por

96h em relacao ao grupo controle.
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Figura 18. Tempo total de movimentacéo no teste de natacdo espontanea em sequéncia, na bateria 1
(a esquerda) e isolado, em primeira posi¢ao, na bateria 2 (a direita). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposi¢ao.
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Fonte: o proprio autor.

Em ambas as posi¢cdes na sequéncia (em primeiro lugar, “isolado”, ou apos o
teste claro-escuro), o estrato inferior foi prevalente para os grupos que demonstraram
preferéncia, com excecdo do grupo sob EtOH a 0,5% por 24h, apresentando
surpreendente inversdo. Para o teste de natacdo espontanea aplicado em primeiro
lugar, todos os grupos sob exposicao por 1h preferiram o estrato inferior, além do
grupo sob 1% em exposi¢cao por 24h. Quando em segundo lugar, foram o0s grupos
expostos por 24h que apresentaram, todos, preferéncia pelo estrato inferior, além dos
grupos expostos a 1% durante 1h e 96h.

Figura 19. Preferéncia por um estrato no aquario de natacéo espontanea em sequéncia (a esquerda) e
isolado (a direita). Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo

tempo de exposicao. Asteriscos (*) indicam preferéncia estatisticamente significativa (p < 0,05) por um
estrato especifico.
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Fonte: o préprio autor.

A velocidade média apresentou variacao significativa, no teste em sequéncia,
apenas para 0 grupo exposto a 1% por 1h, sendo maior que 0s outros grupos que

dividem o mesmo tempo de exposicdo. No teste isolado, a velocidade média foi menor
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em concentracdo 0,5% durante 24h e em concentracdo 1% durante 96h, néo

apresentando variacao significativa para os grupos sob exposicéo por 1h.

Figura 20. Velocidade média de natacao espontanea em sequéncia (a esquerda) e isolado (a direita).
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de
exposicao.
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Fonte: o préprio autor.

Nas figuras 21 e 22 podemos observar, respectivamente, o namero de
tentativas de resisténcia ao fluxo e a glicemia. A tabela 1 apresenta os valores de fator
de condicao de Fulton.

N&o houve variacéo significativa para o numero de tentativas de resisténcia ao
fluxo em nenhum grupo dos testes sequenciais. Para o teste de resisténcia natatéria
aplicado isoladamente, no entanto, os peixes submetidos ao EtOH em concentracao
1% precisaram de mais tentativas para responder ao estimulo quando comparados
aos outros dois grupos do mesmo tempo de exposi¢cdo. Em 96h, o grupo sob EtOH
0,5% precisou de mais tentativas em relagéo ao controle somente. Nenhuma variacao

significativa foi detectada para os peixes expostos por 24h.

Figura 21. Namero de tentativas de resisténcia ao fluxo no teste de resisténcia natatéria em sequéncia
(a esquerda) e isolado (a direita). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre grupos
de um mesmo tempo de exposi¢ao.
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Fonte: o proprio autor.



1220
1221
1222
1223
1224

1225

1226
1227
1228

1236
1237

56

A glicemia aumentou significativamente, nos testes sequenciais, para 24h 1%
e 96h 0,5% em relacdo aos seus respectivos grupos por tempo de exposicéo. Para o
teste de resisténcia natatoria aplicado fora da bateria-teste, houve aumento para 1h
0,5% em relacéo aos outros dois grupos de mesmo tempo de exposi¢ao e decréscimo

significativo para 24h 1% em relac&o ao controle somente.

Figura 22. Concentracéo de glicose plasmatica coletada apds o fim da sequéncia de todos os testes (a
esquerda), na bateria 1, e apés o teste isolado de resisténcia natatéria (a direita). Letras diferentes
indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre grupos de um mesmo tempo de exposigéao.
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Fonte: o préprio autor.

Figura 23. Tabela contendo o fator de condi¢&o de Fulton (Kf) para todos os grupos testados. Os valores
correspondem a média + erro padrdo para a bateria completa dos trés testes sequenciais (BT),
sequéncia NE-CE e teste isolado de resisténcia natatéria (RN).

K 1h 24h 96h
CTR 0,5% 1% CTR 0,5% 1% CTR 0,5% 1%
BT 164+ |1,73+| 1,76+ 152+ |158+|150+ 163+ | 148+ 1,50+
0,05 0,05 0,08 0,08 0,05 0,05 0,08 0,06 0,04
NE-CE 1,78+ |1 2,01+ | 207+ ( 1,77+ | 222+ | 1,77+ | 181+ | 169+ 194+
0,08 0,05 0,07 0,08 0,25 0,08 0,09 0,06 0,07
RN 149+ 1191+ | 161+ 167+ |148+ | 154+ |145+| 1,20+ 1,38+
0,04 0,14 0,07 0,09 0,09 0,11 0,08 0,08 0,07

Fonte: o préprio autor.
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5 DISCUSSAO

Os testes tipo claro-escuro sdo considerados os testes mais sensiveis na
avaliacdo do comportamento ansiedade-simile (KYSIL et al., 2017). Assim, a
sequéncia dos testes foi planejada, no presente trabalho, para iniciar por esses testes,
amenizando possiveis alteracdes pela manipulacdo sucessiva do animal, e
avancando até testes que envolvem tarefas fisicamente mais exigentes e desafiadoras
(resisténcia natatéria). A insercdo de um peixe num teste sucessor, implica em outro
entrando no antecessor, de maneira que todos o0s peixes passam pelas mesmas
provas, sempre na mesma ordem e de maneira sobreposta, com a possibilidade de
aplicacéo de todos os testes em paralelo, se houver um individuo para cada teste.
Metodologias similares j4 apresentam sucesso com roedores (BLANCHARD et al.,
1993; BLOKLAND et al., 2012; HARRO et al., 2018) mas ainda carecem de adaptacao
equivalente para os peixes, por serem modelos relativamente novos da pesquisa
comportamental, mas com popularidade ainda crescente.

Para avaliar a sensibilidade da bateria-teste, escolhemos o psicoativo etanol
como modulador farmacoldgico do comportamento dos peixes. E uma substancia de
facil acesso e baixo custo de aquisicdo, e a alta solubilidade em agua permite
exposicao eficiente e conveniente, bastando apenas sua diluicdo no meio de solucéo
para absorcdo direta pelas branquias através de imersdo. As mudancas
comportamentais caracteristicas que seguem a exposicao a esta substancia podem
ser avaliadas através de testes simples e de rapida execucdo. Este trabalho avalia,
resumidamente, duas questdes: a primeira, se existe, através da exposicao ao etanol,
uma diferenca perceptivel e significativa no comportamento observavel entre peixes
gue se submetem a testes de maneira sucessiva e peixes submetidos a apenas um
teste isolado. Para investigarmos isso, repetimos, noutro momento, o segundo e o
terceiro teste da bateria-teste de forma isolada, ou seja, sem qualquer teste
antecedente, oferecendo um controle para sua performance em sequéncia. A segunda
guestao € o impacto da ordem de aplicacéo dos testes no resultado final da bateria-
teste. Para termos um vislumbre disto, adicionamos sucessivamente ao teste de
natacdo espontanea isolado, um teste de claro e escuro, arbitrariamente invertendo,
assim, sua ordem original na bateria.

Uma vez que, para a bateria-teste, os individuos submetidos a todos os testes

sdo 0s mesmos, interpretar o resultado de cada teste de forma independente e
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analisa-los em separado ignora a necessidade de uma correlacdo entre seus
parametros, além de limitar a capacidade de abstrair conclusdes de natureza inter-
teste. Neste contexto, a aplicacdo de uma andlise multivariada de componentes
principais se mostra como opc¢ao mais apropriada para administrar os dados através
de todos os testes. Aplicamos esta analise tanto para os experimentos da BT1 quanto
para a BT2, para melhor comparacéo dos resultados.

O gréfico de cargas da analise multivariada de componentes principais
demonstrou que a componente 1 esta fortemente relacionada com a atividade
natatoria do animal. As maiores magnitudes observadas foram de distancia total
percorrida, tempo de movimento, velocidade média e capacidade de resisténcia ao
fluxo, indicando que todos esses parametros tiveram variacdo positivamente
correlacionada. Assim, no grafico de dispersdo da analise multivariada, o eixo x esta
relacionado a atividade natatdria. O eixo y esta relacionado a fototaxia porque, para a
componente 2, as maiores magnitudes de variacdo foram as de tempo de
permanéncia no claro e tempo médio por investida. Desta forma, os parametros que
ascendem no eixo y (componente 2) se relacionam positivamente com a fototaxia,
assim como o0s parametros que se deslocam através do eixo x (componente 1) se
relacionam com a atividade natatoria.

Podemos notar em ambos os graficos, uma variacdo muito clara do efeito do
etanol sob o comportamento de Danio rerio de maneira tempo-dependente.
Analisando os individuos expostos a concentracdo 1% (estrelas no grafico), a
exposicdo de 1h teve efeito positivo sobre a atividade natatéria, com a maior
populacao dos individuos no lado direito do gréfico, ainda que nédo tenha impactado
de maneira significativa a sua preferéncia pela luminosidade, uma vez que ainda estéo
divididos entre os quadrantes superior e inferior. O aumento do tempo de exposi¢ao
para 24h acarretou em um “arrasto” dos individuos expostos a esta concentragao para
o hemisfério superior, indicando agora uma preferéncia por ambientes claros, além de
uma maior populagéo no lado esquerdo, indicando também impacto deletério sobre a
atividade natatoria. Por sua vez, a exposi¢cdo por 96h levou a uma distribuicéo
majoritaria no quadrante superior esquerdo do gréafico, demonstrando claramente uma
gueda na atividade locomotora concomitante a uma forte preferéncia pelo ambiente
claro. Esta preferéncia pode ser observada em uma meta-analise executada por
CHAVES et al. (2018), reunindo 22 importantes trabalhos sob as palavras-chave

“etanol”, “withdrawal” e “zebrafish”, demonstrando consistentemente (p = 0,0467) que
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a permanéncia no ambiente claro aumenta proporcionalmente a dose e ao tempo de
exposicao ao etanol.

Observando os graficos de analises univariadas para os parametros de
locomocgéo, no teste de natacdo espontanea (distancia total percorrida e tempo total
de movimento) e resisténcia natatéria (IRN), esta relacdo torna-se ainda mais
evidente. Podemos notar o aumento da atividade locomotora em 1h (evidenciado pelo
aumento significativo da distancia total percorrida e da velocidade média, sem
alteracdo do tempo total de movimento e do IRN) e sua queda significativa apds 24h
e 96h quando em concentracdo 1%. Este impacto de natureza tempo-dependente na
atividade locomotora é relatado por ROSEMBERG et al. (2012), embora em escala de
tempo menor, apresentando aumento da distancia total percorrida apds 20 minutos
de exposicao seguido por queda significativa apds 60 minutos. Em TRAN et al., (2013)
foi observado um efeito tempo-dependente em contraste ao efeito dose-dependente.
Porém, a exposi¢do aguda por 1h causou aumento da atividade locomotora, sendo
atenuada pela exposicao cronica de 22 dias seguida por nova exposi¢cao de 1h, um
resultado similar ao encontrado por GERLAI et al. (2006), que observaram aumento
da distancia percorrida ap6s exposicdo de 1h em etanol a 1% e atenuacdo desta
alteracdo apoOs exposicdo de 2 semanas. Curiosamente, este aumento da distancia
total percorrida foi observado em nosso teste aplicado em sequéncia, mas nao no
teste de aplicacado isolada.

Da maneira geral, espera-se que peixes Danio rerio, que sdo gregarios,
apresentem comportamento tipo-ansioso quando expostos individualmente a um
ambiente desconhecido. Neste cenario, observa-se uma queda na exploracdo do
aquario até eventual habituacdo. Associamos este comportamento a ansiedade
porque ele pode ser modulado farmacologicamente pela exposicdo a ansioliticos
(EGAN et al., 2009). E possivel que este aumento observado na distancia total
percorrida no teste de natagdo espontanea em sequéncia seja reflexo de uma
habituacao dos individuos a exposicao de novidades, causada pelo teste antecessor.
Aqui existem duas forcas competindo: por um lado, € preciso considerar o potencial
ansiolitico do etanol, por outro lado, um comportamento tipo-ansioso estimulado pela
exposicdo a um teste de novidade. No caso do teste de natacdo espontanea, seria
possivel argumentar, pelo aumento significativo da distancia total percorrida que foi
observado apenas no teste em sequéncia e coerente com varios resultados da

literatura, que a habituacdo a novidade causada pela pré-exposicao ao teste claro-
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escuro antecedente potencializou, de certo modo, o efeito ansiolitico do etanol em
detrimento do estimulo ansiogénico do teste em sequéncia.

Este efeito do teste antecessor pode ser um dos motivos que causou a
diferenca significativa entre grupos analogos no teste de resisténcia natatoria. E
possivel observar que as médias de IRN foram significativamente maiores para o teste
aplicado em sequéncia quando comparamos 0S grupos aos seus analogos no teste
de aplicacdo isolada. Da mesma forma, o numero de tentativas também foi maior
neste. Se levarmos em consideracdo como 0 numero de tentativas se posiciona
diametralmente a resisténcia e outros parametros de atividade natatéria na anélise de
componentes principais, peixes que nadaram menos também necessitaram, em geral,
de mais tentativas para responder ao estimulo do fluxo. Desta forma, é possivel que
a aplicacdo do teste de resisténcia natatoria em sequéncia esteja sujeita a um efeito
de “ativacdo” do organismo, aumentando sua performance de resisténcia e sua
capacidade de responder ao fluxo. Novamente, existindo duas forcas em jogo, nota-
se que aumentar a poténcia do etanol sobre esta relacao suprime este efeito, uma vez
que a diferenca significativa entre grupos analogos é atenuada ou mesmo deixa de
existir em exposi¢cOes de carater mais prolongado.

Embora a comparacéo estatistica entre os grupos analogos dos testes de claro
e escuro e natacado espontanea nao tenham acusado diferenca significativa, podemos
notar que existe um impacto sensivel para a sensibilidade dos testes quando
aplicados em sequéncia, especialmente para o teste de claro e escuro. Observando o
grafico de cargas para a componente 2, podemos observar que o tempo de
permanéncia no claro, principal parametro do teste, perdeu magnitude quando em
sequéncia em relacdo a sua aplicacdo isoladamente, assim como parametros de
locomogéo passaram a exercer mais influéncia. Este impacto néao foi observado no
teste de natacdo espontdnea, uma vez que suas magnitudes e correlacdes
apresentaram determinada consisténcia para ambos os métodos. Isso refor¢ca o
posicionamento do teste de claro e escuro como introdutério na bateria-teste por ser
mais sensivel as manipulac¢des recorrentes da aplicacdo de provas sucessivas.

Voltando a meta-analise de CHAVES et al. (2018), a apresentacdo de uma
preferéncia pelo ambiente claro como resposta a exposi¢do ao etanol ndo acarretou
em alteracao significativa para o niamero de trocas ou tempo de laténcia, resultado
coerente com o0 observado em nosso estudo. Porém, podemos ver através de seu

posicionamento nos graficos de dispersédo, que o numero de trocas é um parametro
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mais relacionado com a atividade natatoria do animal do que com a fototaxia,
sugerindo que este seja um parametro do teste de claro e escuro que, ao se
correlacionar positivamente com parametros encontrados no teste de natagao
espontanea, possa refletir variacbes observadas no outro teste. As anadlises
univariadas fortalecem esta ideia, uma vez que a queda da atividade locomotora
(parametros de natacdo espontanea e resisténcia natatoria) observada nos grupos
expostos a maior concentracdo de etanol foi simultdnea a queda no nimero de trocas.

Da mesma forma, a exploracdo do estrato superior no aquéario de natacao
espontanea apresentou positiva correlacdo com o tempo de permanéncia no ambiente
claro. A tigmotaxia € um comportamento tipo-ansioso caracterizado pela exploracdo
periférica do ambiente desconhecido. EGAN et al. (2009) demonstraram como a
exposicdo a ansiogénicos como a cafeina podem potencializar esse parametro,
prolongando a permanéncia dos peixes no estrato inferior do aquario. E natural que o
efeito ansiolitico do etanol reflita em uma seguranca de explorar por¢des superiores
além dos ambientes mais claros, onde estariam, teoricamente, mais expostos a
predadores em condi¢des naturais. Neste contexto, estabelece-se uma relacao entre
a exploracao do estrato superior no teste de natacéo espontanea e a fototaxia no teste
de claro e escuro.

E possivel observar, entdo, que, principalmente quando aplicados em
sequéncia, estes testes apresentam parametros que se relacionam de forma inter-
teste e de maneira complementar. Partindo desta ideia, ao observarmos o reflexo da
gueda da atividade natatGria no teste de resisténcia e no nimero de trocas do teste
de claro e escuro, podemos concluir que, em uma situacéo onde a bateria-teste deva
ser alterada através da remocdo de ao menos um dos testes para se adequar a
limitacOes de recurso de quaisquer natureza, o melhor candidato para tal supressao
seria o teste de natagdo espontanea.

O teste de natacdo espontanea requer ndo somente seu aquario em condi¢des
determinadas (novel tank) para padronizacdo dos resultados, como também |he é
mandatorio equipamento tecnolégico mais sofisticado, como céamera digital e
computador para armazenamento e analise dos dados através de softwares
especificos. Em um cenério onde nem todos os requisitos séo satisfeitos, concluimos
que sua remocdo poderia ser complementada pelos parametros relacionados a
atividade natatéria dos outros dois testes.

Vale notar que o fator de condicdo de Fulton é um parédmetro que se
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correlaciona de maneira positiva com a atividade natatéria na bateria-teste, mas esta
relacdo ndo € verdadeira para a BT2. Esta relacdo é mais forte no primeiro caso
porque se trata realmente do mesmo individuo para todos os testes. BLAZINA et al.
(2013) demonstrou em um teste peculiar de resisténcia natatéria chamado de “spining
task” que existe uma relagdo entre o tamanho do individuo e sua performance de
resisténcia. Este teste consiste em adicionar uma pequena barra de metal ao fundo
de um Becker de 1 L preenchido com 800 mL de solucao e aloca-lo em um agitador
magnético para criar um fluxo por rodamoinho. A performance de peixes expostos ao
etanol por 30 minutos em concentracao 0,25% reduziu significativamente em relacao
ao controle, corroborando com nossos resultados. E interessante ressaltar que
citaram uma influéncia do tamanho corporal sobre este parametro, uma vez que
peixes maiores levavam mais tempo para serem arrastados pelo rodamoinho. Nossa
analise multivariada evidencia como a variacdo no tamanho corporal se relaciona com
o desempenho fisico, uma vez que peixes menores, além de possuirem menos
poténcia muscular e reserva energética para combater o fluxo, também estariam,
teoricamente, mais suscetiveis aos efeitos do etanol por apresentarem pouca gordura
em relacdo a agua em seus tecidos, facilitando a distribuicdo da substancia através
de seus corpos.

Assim como o fator de condicdo de Fulton, o nUmero de tentativas também
apresenta uma correlacdo na BT1, mas ndo na BT2. Ndo somente este parametro se
encontra diametralmente oposto aos parametros de natagcdo, como antagoniza
totalmente a posicao da resisténcia ao fluxo no gréfico de dispersdo. Novamente, isto
demonstra que, de maneira geral, 0s peixes que precisaram de mais tentativas
apresentaram menor atividade natatéria. Os peixes que apresentaram menor
atividade natatoria, por sua vez, dispenderam mais tempo no claro. Tracando esta
relacdo, é possivel que o aumento no nimero de tentativas esté relacionado ao efeito
ansiolitico do etanol, atenuando o fator de desafio incitado pela vazdo e aumentando
o limiar de resposta ao estimulo. Vale lembrar também, que n&o foi observada uma
diferenca estatistica para a laténcia nos grupos da BT1, como aconteceu na BT2, mas
esta variacao, apesar de menor, foi suficiente para gerar uma magnitude de correlagéo
maior para a BT1, sendo razoavel concluir que o motivo seja porgue, nesta, trata-se
dos mesmos individuos.

Por fim, podemos concluir que, na bateria-teste, existe um impacto na

sensibilidade do teste sucessor pelo teste antecessor. Todos os trés testes
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apresentaram maior variacdo e detectaram mais diferencas entre grupos quando
aplicados de maneira isolada. Esta perda de sensibilidade, no entanto, € complexa,
sendo observada em diferentes graus para os testes, para 0s parametros e para as
condi¢cbes de exposicao. As condicdes naturalmente ansiogénicas dos testes podem
ser amenizadas por um fator de habituacdo, mas podemos perceber que a acao
farmacoldgica do etanol acaba sobrepujando os impactos deste fator, uma vez que as
diferencas entre os grupos analogos foram amenizadas para todos 0s grupos sob
exposi¢cdo mais rigorosa (96h). O teste de claro-escuro € o mais sensivel a sua
posicdo na bateria-teste, sendo necessario a exposi¢cao mais potente (96h 1%) para
acusar uma diferenca significativa no tempo de permanéncia no claro do teste em
sequéncia, enquanto sua versao isolada detectou variagcoes ainda em 24h.

Esta perde de sensibilidade do teste sucessor pelo teste antecessor, no
entanto, ndo € significativa quando comparamos 0s grupos analogos dos testes em
sequéncia com os testes isolados, pelo menos para os testes de claro-escuro e
natacao espontanea. Além disso, todos os testes apresentaram a mesma variagao,
tanto em sua verséao isolada quanto em sua versdo em sequéncia, possibilitando a
mesma conclusdo: a exposi¢ao ao etanol por 1h aumenta a atividade natatoria sem
grandes impactos na fototaxia, enquanto exposicdes mais prolongadas

gradativamente reduzem a atividade natatéria ao mesmo tempo em que aumentam a
fototaxia. Agora, levando em consideracao que a bateria-teste utilizou 1/3 dos animais

necessarios para aplicar os testes isoladamente e permitiu observar as mesmas
variacdes, possibilita uma aplicacdo sobreposta dos testes, reduzindo também o
tempo necessario para a aplicacdo e manutencao do espaco laboratorial, além de
apresentar, na andlise de componentes principais, correlacbes de magnitude
significativamente maiores, € seguro afirmar que esta metodologia oferece uma
alternativa relevante e promissora ndo somente para questbes de carater bioético,
mas de praticidade e precisdo na hora de contornar diferencas inter-individuais em
experimentos com mais de um teste comportamental.

Assim, a aplicagdo de uma bateria de testes comportamentais se torna
legitimamente recomendavel em um cenario onde multiplos testes comportamentais
serdo empregados. Especialmente em caso de exposicbes de carater prolongado
(dias), onde, presumivelmente, o efeito farmacoldgico do xenobibtico em estudo pode
amenizar os impactos do fator de habituac&o. Para reforgar essa afirmacgao, estudos
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1475 utilizando a bateria-teste sob efeito de substancias de outras naturezas sao

1476  encorajados.
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6 CONCLUSOES

A aplicacdo de uma bateria de testes comportamentais aplicados em sequéncia
é efetiva, ainda que menos sensivel - em especial quando séo realizados testes de
natacdo forcada - que a aplicacdo de seus testes isolados, para detectar variacdes
causadas pelo efeito farmacolégico do etanol, principalmente em tempos de
exposicao mais prolongados (96h).

A ordem de aplicacao dos testes pode influenciar na interpretacao do resultado
final. O teste de claro-escuro apresentou mais perda de sensibilidade quando néo
posicionado em primeiro lugar na sequéncia se comparado ao teste de natacao
espontanea e resisténcia natatdria nas mesmas condicoes.

Os testes de claro-escuro e de resisténcia natatdria possuem parametros
baseados em paradigmas comportamentais, em tese, diferentes (IRN e preferéncia
pelo claro, por exemplo) e outros complementares (nUmero de tentativas e indicacao
de ansiolise) e, pelo fato de ambos possuirem parametros sombreados aos do teste
de natacdo espontanea (preferéncia pelo claro e ocupacdo do estrato superior;
distancia percorrida e IRN), na impossibilidade da realizacdo deste ultimo, os dois
primeiros, se realizados na sequéncia CE-RN, podem constituir um interessante set
de experimentos comportamentais para serem aplicados conjuntamente.

O emprego de uma bateria-teste em mais estudos comportamentais com
peixes deve ser encorajado para a reducdo do numero de organismos-teste, do
esforco experimental, e contorno das diferencas inter-individuais, principalmente em
desenhos experimentais que envolvam exposicdes de carater prolongado (dias). Em
suma, a utilizacéo de baterias-teste na forma de testes em sequéncia com 0S mesmos
individuos atende a dois dos trés principios da bioética (principio dos 3R), pois
possibilita a reducdo do nimero de animais experimentais e o refinamento, uma vez
que a utilizacdo dos mesmos individuos parece produzir resultados mais robustos e

de mais facil interpretacdo e comparacao.
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